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Abstract Protocorms were newly formed from the culture 
of axillary buds, obtained in the seedlings of Dendrobium mon-
iliforme in vitro. Its formation ratio was calculated to 43.7% 
on MS medium containing 1.0 mg/L BA. To test their survival 
ratio, we gradually increased the inoculation of transplant po-
pulations from single to more than three, and then found that 
the ratio in three populations went up as high as 95.2% rather 
than those of one or two. In bioreactor, explant obtained from 
the axillary bud grew well in lower concentration as 1/4 MS 
medium, while clearly grew slow in a little bit high concentra-
tion as 1/2 MS medium. We found that the explant of axillary 
bud, obtained from the Dendrobium moniliforme seedlings, 
would grow five times after culturing in a bioreactor for six 
weeks in 1/4 MS medium.

서 론

  덴드로비움속 (genus Dendrobium)은 전 세계에 1,200여 

종이 분포하는 커다란 분류군으로 착생란이다. 본 속은 

원산지에 따라 온대지역에 자생하는 동양계와 열대 및 

아열대 지역에 자생하는 서양계로 구분한다. 본 속 식물

의 한반도 생육은 1종으로 Dendrobium moniliforme (L.) 
SW.(석곡)이며, 제주도와 남부 해안지방에 자생한다. 생
육습성은 원시구경 (protocorm)으로부터 발생된 신초가 

새로운 원시구경을 만들고 비대 충실기를 거쳐 일정기간 

동안 저온을 경과한 후 화아를 형성하여 5∼6월경에 흰

색 또는 담홍색의 여러 송이의 꽃이 핀다. 덴드로비움의 

번식방법으로는 분주, 고아의 분리 이식, 줄기 삽목과 같

은 영양번식방법이 행하여지고 있으며 대량번식을 목적

으로 조직배양을 이용한 생장점배양이나 종자의 무균발

아법이 이용되고 있다. 
  우리나라 자생란에 관한 연구는 죽백란 (Kim and Lee 
1992), 자란 (Jee et al. 2000), 나도풍란 (Kim et al. 1990), 제
주한란 (Kim et al. 1996), 새우난초와 해오라비난초 (Chung 
et al. 1998b), 새우란 (Hyun et al. 1999; Kim et al. 2008)에 

관하여 보고되었다. 그러나 석곡에 관한 연구는 약용식

물에 관한 것 (Lo et al. 2004)이 있으나, 배양과 생산에 관

한보고는 별로 이루어지지 않고 있으며 현재 국내에서 

유통되고 있는 석곡 그 대부분은 일본에서 수입된 품종

이고 국내에서는 일부 조직배양실에서 생산 및 육종에 

관한 연구가 진행되고 있다. 앞으로 국제적으로 경쟁력

이 있는 다양한 종류의 우수한 석곡 품종의 개발 및 대량 

생산을 위해 신기술을 집중적으로 연구개발해야 할 필요

성이 있다.
  따라서 우리나라 자생난인 석곡의 기내 무균 발아묘를 
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Fig. 1 Plantlets of Dendrobium moniliforme propageted by bioreactor culture containing MS liquid medium. A) seed coats of D. 
moniliforme. B) germination of D. moniliforme seeds on MS medium. C) Plantlets cultured for five weeks on agar medium. D and 
E) Plantlets formed at the axillary bud by culturing for three weeks in bioreactor. F and G) Growth of plantlets propageted by 
culturing for six weeks in bioreactor. Scale bars represent 3 cm

고체배지와 바이오리액터를 이용한 액체배지에서 대량

배양을 실시한 결과를 보고 하고자 한다. 

재료 및 방법

석곡종자의 무균 발아

  수분 후 150여일 된 석곡 종자 꼬투리를 70% 알콜에 

30분간 소독한 후 sodium hypochlorite로 15분간 침지 소독

하였다 (Fig. 1A). 살균액 제거와 종자 흡수를 돕기 위하

여 멸균수로 3∼4차례 수세하고 1시간 동안 침지한 후 

배지가 200 mL씩 분주된 500 mL 플라스크에서 파종하였

다. 파종용 배지는 Hyponex 배지에 2 g/L peptone (Duchefa
사)과 시중에서 판매되는 것으로 고온 살균에 의해 제조

한 바바나액 30 g/L, 감자액 20 g/L, 사과액 10 g/L를 첨가

하고 배지 고형제로 0.8% agar를 첨가한 후 pH는 5.8으로 

조정하였다. 종자 발아기간 중에는 간접 형광등하 (300∼
400 Lux)에서 23±2℃를 유지하였고, 종자 발아 후에는 

2,000 Lux 16시간 일장으로 명배양을 실시하였다.

석곡 유식물체 절편의 고체배지에서 배양 

  기내에서 무균발아에 의해 얻어진 석곡 식물체의 줄기 

(약 3 cm 크기)를 0.5 cm 정도로 절단하여 MS 기본배지 

(Murashige and Skoog 1962)에 2 g/L pepton과 25 g/L sucrose, 
0.4% gerlite 첨가된 배지와 생장조절제 0.5 mg/L NAA와 

BA 첨가한 배지, 1 mg/L BA를 첨가된 배지에 배양하였

다. 난의 특성을 고려하여 배양시 접종체를 1개, 2개, 3개 

이상 군락으로 양을 달리하여 접종하였고 배양 8주후 난

과 식물의 분열조직인 원시구경 (또는 원괴체, protocorm)
의 형성율을 조사하였다. 온도는 23±2℃를 유지하였고 

2,000 Lux 16시간 일장으로 명배양을 실시하였다.

석곡 절편체 바이오리액터 배양기의 액체배지에서 배양

  한천배지에서 증식시킨 석곡 줄기를 약 0.5 cm 정도로 

잘라 무균적으로 바이오리액터에 옮겨 생장조절물질이 

첨가되지 않은 MS기본배지 (1배)의 농도를 1/2배, 1/3배, 
1/4배로 줄인 MS액체배지 조건에서 배양하였다. 유리 바

이오리액터 안으로 공기의 주입은 수족관용 에어펌프 (LP- 
60 air-pump)를 사용하여 용기 밑에서 계속해서 뿜어지도

록 장치하고 무균 공기의 주입을 위해 구멍크기 0.2 μm 
필터 (Midisart 2000, Sartorius사, 독일)를 통과하도록 하였

다. 배양환경은 23±1℃의 온도와 자연광이 드는 밝은 장

소 또는 형광등 빛으로 2,000 Lux 정도의 밝기로 하였다.

결과 및 고찰 

석곡 종자의 무균발아 및 유식물체 배양 

  석곡 종자의 무균 발아를 위해 Hyponex 배지를 사용하

여 파종한 결과 Fig. 1B와 같이 석곡종자는 파종 후 70여 
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Fig. 2 Effect of growth regulator on the protocorm formation 
of Dendrobium moniliforme on MS agar medium after five 
weeks of culture
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Fig. 3 Effect of inoculation quantity on the protocorm formation
of Dendrobium moniliforme

일 후부터 발아하기 시작하였다. 종자의 성숙정도와 흡

습상태에 따라 지속적으로 발아하였으며 파종한 종자의 

발아가 오랜 기간 진행되므로 배지의 양과 배지에 첨가

한 바나나액, 감자액, 사과액과 같은 천연산물의 효과가 

중요하리라고 생각되었다. 
  Hyponex 배지는 Cymbidium속 (Choi and Chung 1991), 새
우난초와 해오라비난초 (Chung et al. 1998b)의 종자 파종

시 발아상태가 양호하고 발아소요 일수가 짧아 MS배지

나 KC배지 (Knundson 1946)보다 발아용 배지로 적합한 

것으로 알려지고 있다. 또한, 난의 무균 파종시 첨가되는 

사과즙이나 코코넛 밀크, 바나나액과 같은 천연산물은 

Cymbidium속, 새우난초와 해오라비난초 발아 및 유묘생

장에 효과적인 것으로 알려져 있다 (Chung et al. 1998b; 
Kim et al. 1998). 난 종자의 발아소요기간은 Cymbidium속 

종자 경우 종피를 연화시키거나 제거시켜주는 0.1 N 
KOH와 초음파 처리로 단축할 수 있었는데 이와 같은 처

리방법에 의해 43∼90여일 사이에 종자가 모두 발아되는 

것을 관찰할 수 있었다 (Choi and Chung 1991). 석곡 종자 

무균 파종 후 발아에 소요되는 기간을 단축하기 위하여 

살균 수에서 일정시간 침지하는 방법이외 물리적, 화학

적인 방법을 동시에 실시해 볼 필요가 있다고 생각된다. 
석곡은 자연 상태에서 줄기를 그대로 눕히거나 절단하여 

육묘상에 삽목하는 방법으로 번식이 가능하다. 본 연구

에서도 기내무균 발아된 석곡 유묘의 줄기를 절단하여 

한천배지에서 배양할 경우 액아에서 식물체가 생성되었

다 (Fig. 1C). 

석곡 유식물체 절편의 고체배지에서 배양 

  크기가 3 cm 정도인 석곡 유식물체의 줄기를 0.5 cm 정
도로 잘라 MS배지에 식물생장조절제가 첨가되지 않은 

배지 (hormone free 배지)와 0.5 mg/L NAA와 BA, 1 mg/L 
BA를 첨가한 배지에 배양한 결과는 Fig. 2와 같다. Hor-
mone free 배지에서는 26.7%, 0.5 mg/L NAA와 1.0 mg/L BA
배지에서 15.6%, 1.0 mg/L BA 배지에서 43.7%로 원시구

경 형성과 신초 발생에 차이가 나타났다 (Fig. 2). 온대산 

Cymbidium속의 유묘 배양에서는 생육한 신초를 이식하

여 액아로부터 신아 출현을 조사한 결과, 품종에 따라 농

도 차이는 있었으나 NAA와 BA 첨가배지에서 명배양시 

신아 출현과 유묘증식이 양호하였다. 그러나 한란의 경

우에는 BA를 처리하면 원시구경 증식, auxin을 처리하면 

근경형성이 일어난다고 하였으며 (Chung et al. 1998a) 
Cymbidium은 BA처리에 의해 당년 구경과 구 구경으로부

터 신초 발생이 촉진되어 개화수와 꽃대의 증가를 나타

내었다 (Lee et al. 1998). 석곡은 줄기를 그대로 눕히거나 

절단하여 육묘상에 삽목하는 방법으로 자연번식하는데 

이때 50∼500 ppm BA 침적처리는 발아율을 크게 향상시

키는 것으로 알려져 있다. 이와 같은 결과는 기내에서 발

생된 유식물체를 절단한 후 BA가 첨가된 배지에서 배양

하였을 때 원시구경 형성과 신초발생을 촉진하는 것과 

일치하였다.
  동일 배지내에 절단된 접종체의 수량에 따른 원시구경

의 형성 정도를 조사한 결과는 Fig. 3에 나타낸 바와 같

다. 배지간의 원시구경 형성율의 차이는 크지 않았지만, 
동일 배지 내에서도 절단된 접종체를 한개, 두개, 그리고 

세 개 이상으로 접종하였을 때 1개나 2개를 접종한 경우

에는 고사하여 신초 발생과 원시구경 형성이 저조하였으

나 세개 이상인 경우에는 고사되지 않고 생존하여 원시

구경 형성율이 95.2%로 신초 발생이 매우 높게 나타났다 

(Fig. 3). 자연상태에서 난은 난균근과 공생관계로 난에 

필요한 필수아미노산, 복합탄수화물 및 cellulose를 공생

균과 작용하여 합성하고 이는 난 생육을 좌우하는 것으

로 알려져 있다 (Harvais and Raitsakas 1975). 따라서 난 자

생지 토양에서 난균근 형성과 균구 형성을 관찰하였고 

각각의 난과 난균근의 특이성이 보고되어 심비디움의 경
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Fig. 4 Effect of medium strength on the growth of Dendrobium 
moniliforme shoots in 5 L bioreactor during six weeks of 
culture

우 최소 2개 이상의 균근이 관여하는 것으로 보고된 바 

있다 (Lee et al. 1997). 자연 상태에서 난 분주번식시 3촉 

이상을 한주로 번식하는 기존방식은 이와 같은 난과 난

균의 상호관계를 고려한 방법으로 생각된다. 석곡의 치

상체를 3개 이상 군락 접종하여 동일배지에서 높은 생존

율과 원시구경 형성을 관찰하였다 (Fig. 3). 난 배양시 배

양조직의 갈변을 막고 배지의 산화방지를 위하여 배지에 

첨가되는 활성탄, ascoribic acid, citric acid는 배지에서 

polyphenoloxidase의 활성을 억제하여 경정배양에 효과가 

있었다 (Chung et al. 1998a). 본 실험에서 치상체를 1개 또

는 2개 접종하였을 때 갈변되며 고사되는 이와 같은 현

상은 배지 내 산화방지제를 첨가함으로써 개선할 수 있

으리라고 생각된다.

바이오리액터 배양에 의한 석곡 식물체 대량생산

  MS 액체배지를 이용하여 바이오리액터 배양에 의한 

석곡 식물체의 대량생산의 결과는 Fig. 1에 제시한 바와 

같다. 한천배지에서 3 cm 정도 자란 석곡 줄기는 여러 개

의 액아를 가지고 있으므로 각각의 액아들로부터 새로운 

식물체를 생산할 수 있다 (Fig. 1C). 한천배지에서 증식시

키는 것과 같이 석곡 유식물체의 줄기 절편에 액아가 포

함되도록 절단해서 바이오리액터에서 배양하면 각각의 

액아 (액아 절편)에서 하나의 줄기가 나와 생장하게 된

다.
  바이오리액터에서 석곡 액아절편으로부터 식물체 생

장은 배양초기에 MS배지 농도가 대체로 약한 배지에서 

잘 생장하였다 (Fig. 1D and E). 특히 저농도 배지인 1/4 
MS배지에서 잘 자랐고, 배지 농도가 약간 높은 1/2 MS배
지에서는 생장이 현저하게 늦어졌다 (Fig. 4). 석곡 액아

절편을 1/4 MS배지 조건에서 배양하면 2∼3주까지는 서

서히 생장하다가 3주 이후부터 급격하게 성장하여 6주간 

배양하면 생중량이 5배 정도 증식되었다 (Fig. 4).
  식물 배양체를 액체배지가 들어있는 바이오리액터에

서 배양할 때 고체배지와 같은 조건으로 배양하면 배양

체의 생장이 고체배지에서와 같이 잘 이루어지지 않는

다. 석곡 줄기배양의 경우에 그 원인을 검토한 결과 고체

배지에서는 줄기의 절단된 부분으로 배지성분이 들어가

지 않아 무기질 농도가 높은 MS배지를 사용해도 석곡 줄

기는 잘 생장하지만, 액체배지의 경우 높은 농도의 배지

성분이 줄기절편을 통해 내부로 들어가므로 세포들이 상

해를 입히게 되어 배양하기가 힘들어진다. 따라서 액체

배지는 줄기생장에 해가 없는 적정 농도의 액체배지를 

제조해야만 배양이 가능한데 이는 배지농도를 낮추어주

는 것이 가장 효율적이다. 바이오리액터내의 액체배지에 

잠겨 배양되는 식물 줄기의 스트레스를 완화하기 위해 

그물망 위에 배양체를 올려놓고 배양하거나 (Choi et al. 
2008), 반복적으로 배지를 빼주고 넣어주는 반연속 배양

법을 사용하였을 때 줄기배양에 효과가 있었다 (Akita and 
Takayama 1994). 그러나 본 실험에서는 액체배지에서 석

곡의 액아를 연속배양 하여도 액아로부터 식물체가 발달

하는데 별 문제가 없었다. 이는 액체배지의 농도를 낮게 

하여 석곡 마디절편이 액체배지 스트레스를 최소화하였

기 때문으로 생각된다.
  바이오리액터 액체배지에서 생장한 석곡 유식물체의 

형태는 한천배지에서 자란 석곡 유식물체와 비슷하였고, 
수분 스트레스에 의한 형태적 변이도 발생하지 않았다 

Fig. 1 F and G). 따라서 바이오리액터에서 대량 증식한 

유식물체를 화분에 심어 정상적인 석곡 식물체로 키울 

수 있을 것으로 사료된다.

적 요

  무균 발아된 석곡 종자로부터 생장한 줄기의 액아절편

을 절단하여 배양한 결과, 새로운 원시구경 (protocorm)이 

형성되었으며 형성율은 1.0 mg/L BA가 첨가된 MS 기본

배지에서 43.7%로 나타났으며 배지에 치상한 접종체의 

수를 1개, 2개, 3개 이상 군락 접종하였더니 1개, 2개 접

종시보다 3개 이상 군락 접종하였을 때 생존율이 95.2%
로 높게 나타났다. 
  바이오리액터에서 석곡 액아절편으로부터 식물체 생

장은 저농도 배지인 1/4 MS배지에서 잘 자랐고, 배지 농

도가 약간 높은 1/2 MS배지에서는 생장이 현저하게 늦어

졌다. 1/4 MS배지 조건에서 6주간 배양하면 5배 정도로 

유식물체 줄기를 증식시킬 수 있었다.
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