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Ethyl-methane-sulfonate(EMS) 처리에 의한 

춘란 잎 돌연변이 품종의 개발
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Abstract - This study was for developing leaf chlorophyll mutant cultivars of Cymbidium goeringii by ethyl-methane- 
sulfonate(EMS) treatment. Chlorophyll mutant rhizomes were easily produced by 0.2% EMS treatment in this genus. 
Among the mutants, they became dark brown about 50% of the rhizomes. When the dark-brown rhizomes were cultured in 
a solidified MS medium, new rhizomes were formed from part of the old ones. Chlorophyll mutant rhizomes were obtained 
from subcultured meristem tissues of newly-formed rhizomes. The rhizomes were cut and subcultured for a year and then 
became mutant plants. As the results, they produced 4 kinds of leaf mutant cultivars; zigzag-striped, comb-striped, 
net-striped, and dwarf types, indicating that the EMS treatment in the rhizome could produce versatile leaf chlorophyll 
regulating mutants. These results suggest that our method is useful for developing leaf mutant cultivars of this planta which 
they are estimated as higher commercial values.
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서  언

춘란(Spring orchid; Cymbidium goeringii )은 동양란 

중에서 화형 화색의 변화가 매우 다양하여 예로부터 많은 

애호가들을 확보하고 있다. 특히 잎에 엽록소 변이가 있는 

잎 변이종은 높은 관상적 가치를 가지고 있어 소비자들에

게 선호되고 있는 품종 중의 하나이다. 이러한 춘란은 잎 

무늬에 따라 중투(속빛무늬), 호(속줄무늬), 호반(얼룩무늬), 

서반(안개무늬), 사피(그물무늬), 복륜(갓줄무늬), 선반(끝살

무늬), 산반(빗살무늬) 등으로 나뉘며 꽃 색에 따라 황화, 홍

화, 자화, 적화, 백화, 주금화, 복색화 등으로 나뉜다(이, 

2006). 지금까지 이러한 돌연변이 식물들은 주로 자연계에

서 발견되어 난 애호가들에 의해 품종화되어 왔다. 그러나 

자연상태에서 돌연변이 난이 유도될 확률은 매우 낮으며 

동일한 유형이 동시에 반복적으로 발생하지 않기 때문에 

그 희소성이 높아 고가로 거래되고 있다. 특히 잎 변이종의 

경우 주로 분주에 의한 증식에 의존하고 있어 증식속도

가 매우 느리며, 종자를 파종하면 후대가 모체와 동일하

지 않고 분리되어 이형주가 생산될 가능성이 높다(Paek 

et al., 1992; Choi and Chung, 1993). 또한 잎 변이종은 

재배 및 관리방법이 불량하면 1년에 신초의 발생이 이루어
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지지 않아 대량증식에는 한계가 있다(Paek et al., 1992). 

그 밖에 최근 들어 변이종의 난을 채취하기 위하여 전북(정

읍, 부안, 고창), 전남(영광, 함평, 장성) 등 전국 각지의 난 

자생지에서 불법 도채가 심하게 일어난 결과 자생란의 생태

계가 급속도로 파괴되어 가고 있다(Lee et al., 1998). 그

러므로 이러한 문제점을 해결하기 위해서는 인위적으로 잎 

변이종을 유도하고 대량증식 시킬 수 있는 방법을 확립하

여 수요자에게 공급 가능하도록 해야 한다. 본 연구에서

는 무균적으로 발아시킨 춘란 근경에 화학 돌연변이원인 

EMS(ethyl-methane-sulfonate)를 처리하여 잎 돌연변

이 식물체를 유도함과 동시에 각 계통의 변이를 고정시키

고 그러한 변이체를 대량 증식시키고자 하였다. 

재료 및 방법

식물재료

본 실험에서는 춘란(Cymbidium goeringii ) 종자를 무

균적으로 발아시켜서 얻은 근경을 이용하였다.  

완전히 개화한 춘란의 꽃을 자가수분 시켜 얻은 씨 꼬투리

를 5℃에서 2주간 저온 처리한 후 2% sodium hypochlorite

용액에서 30분간 표면 살균하였다. 그 후 1차 표면 살균된 

춘란 씨꼬투리를 70% 알코올에 침지시켜 알코올램프의 화

염으로 표면을 1회 소독한 후 무균상 안에서 배양하였다. 

춘란 종자를 효모추출액(yeast extract) 1 g/L, peptone 

3 g/L, NAA 0.5 mg/L, sucrose 30 g/L가 포함된 MS 

(Murashige and Skoog, 1962) 액체 배지에 배양한 후 25℃ 
암조건에서 24시간 교반하였다. 배지가 흡수된 종자를 5 mL

씩 멸균된 시험관에 넣고 발아를 촉진시키기 위하여 초음

파 처리(Branson 3210 : 20분)하였다. 초음파 처리된 춘

란 종자는 gelrite 0.2%, 활성탄 0.2%를 포함한 효모 추출

액 고체배지에 파종하여 25℃, 3000 Lux의 연속 광 조건

하에서 발아시켰다. 춘란 종자로부터 유도된 근경은 약 5 cm

정도로 자랐을 때 NAA 2.0 mg/L, Kinetin 0.5 mg/L가 

포함된 1/2 MS 고체배지에 계대배양하였다. 

춘란 근경의 EMS 처리 

근경 증식용 고체배지에서 3개월간 자란 근경 중 굵기가 

균일한 근경을 골라 근경 증식용 액체 배지(1/2 MS, NAA 

2.0 mg/L, Kinetin 0.5 mg/L)에서 2개월간 배양하였다.  

근경은 5 cm 길이로 절단하여 삼각플라스크에 20개씩 치

상한 후 100 rpm으로 진탕 배양 하였다. 배양 중 phenol

성 물질로 인한 식물의 고사를 막기 위하여 3주 간격으로 

계대배양하였다. 2개월간 배양된 근경 중 측면으로부터 새

로운 근경이 2-3 mm 정도 자랐을 때 membrane filter 

(0.2 µm)로 멸균된 EMS(ethyl-methane-sulfonate)를 

최종농도 0.2%가 되도록 첨가하여 3주간 암배양 하였다. 

EMS가 처리된 춘란 근경은 근경증식용 고체배지(1/2 MS, 

NAA 2.0 mg/L, Kinetin 0.5 mg/L, gelrite 0.2%, 활성

탄 0.2%)에 치상하여 3주 간격으로 16회 계대배양하며 근

경의 변이 상태를 관찰하였다. 

잎 돌연변이 식물체의 유도

계대배양되고 있는 근경 중 부분적으로 녹색의 색소가 

결핍되어 있거나 전체적으로 색소가 결핍되어 있는 근경 부

위만을 골라 절단 한 후 Hyponex 배지 [Hyponex 3 g/L, 

peptone 4 g/L, 효모추출액(yeast extract) 1 g/L, 바나

나 60 g/L, 감자전분 3.5 g/L, myo-inositol 100 mg/L, 

Na2-EDTA 40 mg/L, gelrite 0.2%, pH 5.5]에 치상하여 

식물체를 유도하였다.

잎 돌연변이 식물체의 외형적 관찰

잎 돌연변이 식물체의 외형적 관찰은 근경선발이 5년이

상 경과된 후 각각의 잎 돌연변이 특성이 나타나는 시점부

터 관찰하였다. 잎 돌연변이 식물체는 Hyponex 배지에 근

경을 치상한 후 약 6주 후에 첫 번째 촉이 형성되었으며 약 

7주 후에는 두 번째 촉이 형성되기 시작하였다. 외형적 관찰

은 근경배양 9주 후 첫 번째 촉이 3 cm로 성장한 시점부터 

24주 후 8 cm정도 자란 시점까지 관찰하였다. 또한 잎 돌

연변이 식물체 중 단엽종은 근경 배양 9주 후에는 약 3 cm로 

성장이 완전히 정지 되었으나 24주 후까지 지속적으로 관

찰하였다.

결과 및 고찰

색소변이 근경의 선발

춘란의 색소변이 근경을 선발하기 위해 EMS가 첨가된 

근경증식배지에서 3주간 배양한 결과 50% 이상의 근경이 

갈변되었다. 갈변되지 않은 주근경의 경우에도 측지근경은 

형성되지 않았다(Fig. 1A). EMS 처리된 근경은 근경 증식

용 고체배지에 치상하여 1개월 후 관찰하였다. 그 결과 갈
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Fig. 1. The growth of EMS-treated rhizome. A: The rhizome was cultured in liquid growth medium containing 0.2% EMS for 3 
weeks. B: The rhizome transferred to a solid growth medium without EMS and cultured for 2 months. Arrows: new rhizomes 
developed from dark brown one.

Fig. 2. Chlorophyll-deficient rhizome obtained from subcultured rhizome after EMS treatment. A, E: green rhizome. B, F: 
zigzag-striped rhizome. C, G: light yellow rhizome. D, H: white rhizome.

변된 근경의 일부 조직으로부터 새로운 측지근경의 생장이 

관찰되기 시작하였다(Fig. 1B). 3주 간격으로 1년 이상 계

대배양을 지속한 결과 EMS가 처리되지 않은 대조구의 경

우 chlorophyll 변이가 관찰되지 않았으며, EMS 처리구에

서는 녹색의 바탕에 나선형의 흰줄 또는 노란 줄무늬가 있

는 근경과 근경 전체가 전반적으로 밝은 노란색을 띄는 근

경, 흰색을 띄는 근경이 관찰되었다(Fig. 2). 유도된 색소 

변이 근경은 비슷한 유형에 따라 분류하여 한 개의 배양병

에 5개씩 치상하였다. 변이 근경의 계대배양은 3개월 간격

으로 수행되고 있으며 15년이 경과된 지금도 비슷한 유형

을 유지하고 있다. 이러한 결과는 기존 한란을 이용하여 엽

록소 결핍 돌연변이를 유도한 결과와 일치하며 이는 EMS 

처리가 근경의 분열세포에 영향을 주어 변이가 발생된 것

으로 생각된다(Lee et al., 1998). 일반적으로 돌연변이 식

물체를 유도하기 위해서는 물리적 돌연변이원인 X선, α선, 

β선, 중이온 beam(Wang et al., 1988; Ling et al., 1991; 



韓資植誌 KoreanJ. Plant Res. 24(1) : 17~22(2011)

- 20 -

Fig. 3. Leaf mutant and normal plant induced from rhizome. A: green plant. B-D: dwarf plant. E: net-striped plant. F: albino plant, 
G: zigzag-striped plant. H. comb-striped plant (bar : 1 cm).

Abe et al., 1997; Bae et al., 2000; Naito et al., 2005), 

Neutron(Bae et al., 2005a), Proton(Bae et al., 2005b)

과 화학적 돌연변이원인 EMS(Ethyl-methane-sulfonate), 

EO(Ethylene oxide), NMC(Nitro methylurea)가 주로 

이용되고 있다(Adamska and Maluszynski, 1983; Lee et 

al., 1998; Wu et al., 2005; Hohmann et al., 2005).  

그러나 어떠한 경우에도 효과적인 돌연변이 식물체를 생산

해 내기 위해서는 반치사량(LD50)이 매우 중요하다. 본 연

구에서도 예비실험결과 얻어진 반치사량을 토대로 근경이 

고사하지 않는 범위(EMS 0.2%) 내에서 EMS를 처리하였

으며, 이는 변이의 발생을 증가시킬 수 있는 중요한 요인이

라고 생각된다.

변이 근경으로부터 식물체 유도

잎 돌연변이 식물체의 유도를 위해 근경에 외형적으로 

무늬가 있는 부위만을 절단하여 식물체 재분화 배지에 치

상한 후 3개월 간격으로 계대배양하였다. 초기에는 근경 변

이만을 골라내어 배양하였으나 근경 배양이 5년 이상 경과

되었을 때부터는 산반, 사피, 중투 등 잎 변이 형태별로 분

류하여 배양하기 시작하였다(Fig. 3E-H). 그 결과 EMS를 

처리하지 않은 근경은 식물체 재분화 배지에서 모두 녹색 

잎을 가진 식물체로 분화된 반면(Fig. 3A, 4A) EMS 처리

된 근경 중 흰색의 근경으로부터 유도된 식물체는 모두 백

화된 식물체로 분화되었다(Fig. 3F). 전반적으로 밝은 노랑

색의 무늬가 들어가 있는 근경으로부터 유도된 식물체는 

잎 전체에 빗살처럼 가느다란 선이 부분적으로 들어가 있

는 산반 식물체로 분화하였으며(Fig. 3H) 연한 노란색에 

짙은 녹색을 띄는 근경으로부터 유도된 식물체는 잎의 가

장자리에 짙은 녹색을 띄는 중투 형태의 식물체로 분화하

였다(Fig. 3G, 4B). 또한 EMS를 처리하지 않은 근경과 같

이 전체적으로 짙은 녹색을 띄는 근경으로부터 유도된 식

물체는 사피 형태의 식물체로 분화하였다(Fig. 3E, 4C). 그 

밖에 배양 중 엽록소 결핍 근경뿐만 아니라 굵고 짧은 형태

의 근경이 형성되었으며, 이러한 근경을 배양하여 식물체

를 유도해 본 결과 키가 왜소해진 단엽종과 파인애플형의 

단엽종 식물체로 분화하였다(Fig. 3B-D). 이상의 결과는 

근경의 엽록소 변이가 식물체로 분화되었을 경우에도 그 

변이 형질이 지속된다는 사실을 보여준 것이며 이러한 변

이 형태는 자연계에서 일어나는 변이와 유사한 형태의 표

현형 변이가 일어난 것으로 사료된다. 또한 사피와 같이 대

조구와 비교하여 근경에는 외형적 변화가 없으나 잎 변이

가 일어난 것은 염색체 내 변이라고 생각되며, 중투, 산반
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Fig. 4. Leaf mutant and normal plant induced rhizome. A: 
green plant. B: zigzag-striped plant. C: net-striped plant.

Fig. 5. Leaf mutant and normal plant grown on pot. A: green 
plant. B: net-striped plant. C-D: zigzag-striped plant. E: mutants 
of Cymbidium goeringii cultivated on pots for 6 months.

은 색소체 변이에 의해 발생된 것으로 추정하고 있다. 동양난 

Cymbidium 계통인 한란에서도 돌연변이원인 EMS를 처리

하여 색소변이 식물체를 유도한 연구가 보고 되어 있으나 

이러한 잎 변이를 일으키는 원인에 대해서는 명확하게 밝

혀져 있지 않다(Lee et al., 1998). 현재 춘란 잎 돌연변이 

식물체를 이용하여 잎 변이를 일으키는 원인에 대해 규명

하고자 분자생물학적 연구를 수행하고 있다. 또한 산반, 중

투, 사피, 단엽종 등은 각 변이체별로 근경을 분류하여 3개

월 간격으로 계대배양 하였으며 6개월 후에는 완전한 식물

체로 성장하여 순화 시켰다(Fig. 5). 이상의 결과 춘란 잎 

돌연변이 식물체를 유도하는 방법으로 근경의 EMS(ethyl- 

methane-sulfonate) 처리가 효과적인 것으로 확인되었으

며, 본 연구에서 확립된 돌연변이 식물체의 유도 및 증식법

은 근경으로 증식이 가능한 동양란 Cymbidium계통 난들

의 다양한 잎 변이 식물체 육성에 유용하게 이용될 수 있을 

것이다.

 

적  요

본 연구는 돌연변이원인 EMS(ethyl-methane-sulfonate)

를 이용하여 춘란 잎 돌연변이 품종을 개발하고자 수행되었

다. 조직배양기술을 이용하여 발아시킨 춘란 근경에 0.2%

의 EMS를 처리함으로써 엽록소 결핍 돌연변이 근경을 유

도하였다. EMS 처리시 50%이상의 춘란 근경이 갈변되었

으며, 갈변된 근경을 근경증식용 고체배지에 배양하였을 

때 갈변된 근경의 일부 조직으로부터 새로운 측지근경의 

생장이 관찰되었다. 이러한 근경조직을 절단하여 1년간 계

대배양하던 중 관찰된 색소변이 근경을 식물체로 재분화시

킨 결과 중투, 사피, 산반, 단엽종 등 다양한 잎 돌연변이 

식물체들로 분화하였다. 이러한 결과들로부터 EMS 처리

에 의해 잎 돌연변이 식물체들이 효과적으로 유도되었음

을 확인할 수 있었다. 또한 본 연구결과에서 얻어진 춘란 

잎 돌연변이 식물체를 대량 증식시킬 수 있는 배양체계도 

확립되어있다. 그러므로 본 연구에서 개발한 잎 돌연변이 

춘란은 향후 산업적으로 이용이 가능할 것으로 생각된다.
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