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Abstract An optimization in vitro seed germination was 
established by using triphenol tetrazolium chloride (TTC) 
test, which has been known as two rare orchids (Gastrodia 
verrucosa Blume and Hetaeria sikokiana Tuyama) in Jeju 
island. We have established proper NaOCl treatment for in 
vitro germination of G. verrucosa and H. sikokiana through 
TTC test. In the case of H. sikokiana, seed viability through 
TTC test was high with 95% in control. However, NaOCl 

1% treatment for 30 minutes showed the highest embryo 
swelling rate to seed viability. Likewise, swelling formation 
of embryos, diameter of embryos, protocorm formation and 
diameter of protocorms of G. verrucosa was 87%, 59 μm, 
91% and 138 μm through NaOCl 1% treatment for 30 minutes. 
This result will be applied on the basic information for 
improving in vitro seed germination rate of G. verrucosa and 
H. sikokiana.

Keywords rare plants, Orchidaceae, seed viability, swelled 
embryo

서 론

제주도는 우리나라에서 식물다양성이 가장 풍부한 곳으

로 알려져 있다. 제주도의 식물 수는 167과 770속 1,819
종, 121변종, 50품종으로 총 1,990분류군으로 정리된바 있

다(Kim et al. 2006). 이중 제주특산종은 77종으로 분류되

는데, 이는 국내 472분류군의 약 16%를 차지하는 비중이

다(Kim 2006). 이처럼 제주도에 특산종이 많이 분포하는 

이유는 육지와 격리된 섬이라는 환경과 독특한 아열대성 

기후 때문인 것으로 보여 진다.
  한라천마(Gastrodia verrucosa Blume)와 애기천마(Hetaeria 
sikokiana Tuyama)는 재배, 생산되는 천마(Gastrodia elata 
Blume)와는 다른 종이다. 하지만 한라천마의 경우 보통 

천마와 같은 천마속(Galeola genus)이고, 애기천마는 천마

와 다른 애기천마속(Hetaeria genus)으로 분류되고 있다 

(Lee 2007). 애기천마의 뿌리는 괴근이 아닌 가근으로 발

달하고, 한라천마는 우리나라에서는 제주도에서만 자라
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Fig. 1 Map of collected area (A: G. verrucosa, B: H. sikokiana), 
C: G. verrucosa flowers, D: H. sikokiana fruits

지만 애기천마는 부산광역시 백양산 인근에도 서식한다

는 보고가 있다(Lee 2007). 이 두 종은 천마와 마찬가지로 

고등식물이지만 잎과 뿌리가 없어서 탄소동화능력이 없

는 퇴화된 다년생 난과식물(Orchidaceae)이다. 난과식물, 
특히 지생란(Terrestrial orchid)의 경우 공생균(Symbiotic fungal)
과의 공생을 통해 생육하는데 천마는 담자균류인 뽕나무

버섯속균(Amillaria spp.)과 공생적으로 생육한다고 보고

가 된 바 있지만(Kusano 1911), 한라천마나 애기천마 역시 

이와 비슷한 공생균과 관계가 있을 것으로 예상할 뿐 관

련된 연구결과는 전무하다.
  이들 두 종과는 달리 천마(G. elata)는 한국, 중국, 일본 

등에서 고가에 거래되는 전통약재로 땅속덩이줄기를 오

래전부터 고혈압, 경기, 두통, 현기증의 치료용 약재로 이

용되어 왔다(Huang 1985; Chang and But 1986). 국내에서

도 천마의 식품학적 연구가 20여 년 전부터 활발히 이루

어져 왔고, 최근에는 천마관련 제품들도 다양한 형태로 

출시되고 있다. 하지만 특산식물인 한라천마와 애기천마

는 특수한 서식환경으로 인해 식품학적 연구는 물론 어

떠한 연구도 이루어지지 못하고 있다.
  한편, 천마속 식물의 증식은 천마가 상품적 가치가 우

수하기 때문에 1995년 농촌진흥청에서 뽕나무버섯균인 

천마1호를 보급하며 대량생산이 가능해졌지만 무성번식

에 품종 퇴화 문제를 해결할 수는 없었다. 이러한 문제점 

해결 방법으로 기내 종자배양법이 제시되는데 차아염소

산나트륨(Sodium hyperchloride: NaOCl)은 Cypripedium속 기

내 종자 발아개선에 중요한 요인으로 작용한다는 본 연

구자의 보고가 있었다(Bae et al. 2009; Bae et al. 2010; Bae 
et al. 2011).
  따라서 본 연구에서는 발아개선제로 여겨지는 NaOCl
의 처리를 통해 특산식물로 분류되는 한라천마와 애기천

마의 기내종자발아법을 확립하는데 목적이 있다.

재료 및 방법

식물재료 및 기내배양조건

본 연구에 사용된 한라천마(G. verrucosa)의 꼬투리(Fig. 1C)
는 2010년 7월에 이승악 오름(Fig. 1A)에서 2립, 애기천마

(H. sikokiana)의 꼬투리(Fig. 1D)는 2010년 9월에 서귀포시 

남원읍 한남지역(Fig. 1B)에서 2립, 총 4립을 채집하였다. 
채집된 식물재료는 표면을 깨끗이 씻고 건조기를 이용하

여 물기를 제거한 다음 실리카겔이 포함된 보관병에 담

아 4℃냉장고에서 3개월간 저온처리를 하였다. 한라천마

와 애기천마 종자의 기내배양은 온도 22 ± 1℃, 광주기 

16/8시간, 광도 46 μmol m-2s-1
의 배양실에서 실시하였다. 

실험에 사용한 모든 배지와 기구는 121℃, 1.5기압으로 

20분간 고온･고압 멸균하여 페트리디쉬에 30 mL씩 배지

를 분주하여 실험에 사용하였다.

Sodium hyperchloride(NaOCl)처리에 따른 종자활력검증

NaOCl처리 농도, 시간에 따라 한라천마와 애기천마의 종

자활력을 검증하기 위해 1% triphenol tetrazolium chloride 
(TTC) 용액을 제조하여 사용하였다. 한라천마와 애기천

마의 종자를 꼬투리에서 꺼내 시간별, 농도별로 NaOCl을 

처리한 후 멸균수로 3회 세척하여 TTC용액에 각각 1,000
개 이상을 침지하여 20℃ 암조건에서 48시간 반응하고 

이후 증류수로 5회 세척하였다. TTC용액으로 붉게 염색

이 되는 부위는 조직이 살아있는 부위이고 염색이 되지 

않는 부위는 죽은 조직으로 확인할 수 있다(van Waes and 
Deberg 1986). 따라서 NaOCl처리 농도, 시간에 따라 한라

천마와 애기천마의 종자활력을 확인하기 위해 세척 후 

실체현미경을 이용하여 한라천마와 애기천마 종자의 붉

은 염색부위를 조사하였다.

Sodium hyperchloride(NaOCl)처리에 따른 배비대 및 발아

NaOCl의 처리시간과 농도가 한라천마와 애기천마의 종

자발아에 미치는 영향을 알아보기 위해 한라천마와 애기

천마의 꼬투리를 70% 에탄올에 1회 30초간 표면 살균한 

후 멸균된 증류수로 3회 수세하였다. 꼬투리를 열개하여 

종자를 수확한 다음 1 ~ 4% NaOCl을 0 ~ 60분간 처리하였

다. NaOCl이 처리된 종자는 멸균수로 5회 수세하여 NaOCl
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Fig. 2 Effects of NaOCl treated time and concentrations on seed viability of embryo from seed of G. verrucosa and H. sikokian. A: G. 
verrucosa mature seeds, B: H. sikokiana mature seeds

을 완전히 제거하여 배양하였다. 배양은 Phytomax orchid 
mainternence(P6668, Sigma, USA)배지에 sucrose가 20 g/L, pH 
5.2, gerlite 3.0 g/L를 첨가한 배지위에 치상하여 암배양 한 

다음 6주후에 배비대(embryo swelling)율과 12주후에 발아

(germination)율을 조사하였다.

통계분석

모든 데이터는 means ± standard deviation으로 표시하였다. 
변이들의 집단간 차이를 알아보기 위해서 one-way ANOVA
를 실시하였고, 유의성이 있는 경우 Duncan’s multiple range 
test로 사후검증을 하였다. 통계적 유의성은 P ＜ 0.05로 

설정하여 분석하였다.

결과 및 고찰

Sodium hyperchloride(NaOCl)처리에 따른 한라천마 및 애기

천마 종자활력

NaOCl은 일반적으로 표백 및 살균제로 사용하고, 식물조

직배양에서는 외부조직의 무균 배양 시 무균적 기내도입

을 위해 주로 사용되는 화학물질이다. 이러한 용도 외에 

멸종위기 난과 식물인 광릉요강꽃(Cypripedium japonicum 
Thunb.), 털복주머니란(C. guttatum Sw.), 복주머니란(C. 
macranthum Sw.)의 연구결과에 따르면 이들 종의 기내 종

자배양시 NaOCl처리는 초기 배의 발달과 프로토콤으로 

발달을 촉진한다는 결과가 보고된 바 있고, 배지의 경우 

POM배지는 MS배지보다 2배 높은 배비대와 종자발아율

을 보였다고 보고하였다(Bae et al. 2009; Bae et al. 2010; 
Bae et al. 2011).
  한라천마(G. verrucosa)와 애기천마(H. sikokiana)의 종자

발아에 적정 NaOCl 처리농도와 시간을 알아보기 위해 종

자활력테스트를 수행한 결과는 Figure. 2와 같다. 한라천

마 종자를 NaOCl이 2% 또는 4%에 15분 이상 처리하면 
종자생존율은 40% 미만으로 급감함을 확인하였고(Fig. 2A), 
애기천마 역시 비슷한 결과를 보였다(Fig. 2B). NaOCl 무
처리구 한라천마 종자는 96%이상(Fig. 2A), 애기천마 역

시 96%이상(Fig. 2B) 생존하였지만 배의 비대와 발아는 

전혀 일어나지 않음을 확인하였다(Table 1, Table 2). 한라

천마 종자발아 시 적정 NaOCl 처리농도와 시간은 1%에

서 30분 미만 처리할 경우인데 이는 생존율 90%, 배비대

율 87%, 배비대율 대비 프로토콤 형성율 91%의 높은 상

관관계를 나타냈다(Table 2). 한편, 애기천마의 경우는 

NaOCl 2% 또는 4%처리를 할 때 15분을 기점으로 급격하

게 생존율이 감소되는 결과를 보였고(Fig. 2B), 2%에서 

30분 이상 처리를 하면 붉은색의 염색부위가 관찰이 되

지 않았다(Fig. 3D-E). 배비대율도 NaOCl 1%에서 30분간 

처리했을 때 77%의 높은 성적을 보였지만(Table 1) 이후 

발아는 3개월이 지나도 관찰되지 않았다. 한라천마의 배

비대와 종자발아의 결과는 본 연구자가 수행한 광릉요강

꽃, 털복주머니란, 복주머니란의 기내 종자발아시 NaOCl
처리는 배의 비대와 종자발아를 개선시키는 역할을 한다

는 결과와 비슷한 결과를 보였다(Bae et al. 2009; Bae et 
al. 2010 Bae et al. 2011). 또한 Choi 등(1992)은 한국춘란의 

종자를 관찰한 결과 미분화된 배는 주피가 변화한 종피

에 싸여있음을 확인하였고, Bae 등(2010)은 NaOCl 처리가 

복주머니란 종자의 종피를 파괴하여 발아율을 개선한다

는 결과를 보고하였다.

Sodium hyperchloride(NaOCl)처리에 따른 배비대 및 종자

발아

NaOCl의 처리시간 및 농도에 따른 애기천마 배의 비대율

과 발아율을 확인하기 위해 실험을 수행 한 결과 NaOCl
의 처리시간은 30분, 처리농도는 1%로 조절하였을 때 배

의 비대율이 77%로 가장 높았지만 발아는 이루어지지 

않았다(Table 1). 한라천마의 경우 NaOCl 처리 시간별, 농
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Table 1 Effect of treatment time and concentration of NaOCl on swelling formation and diameter of swelled embryo from seed of 
H. sikokiana after 12 weeks of culture on POM medium supplemented with sucrose 20 g/L and gerlite 3.0 g/L

Time of NaOCl (min) NaOCl concentration (%)
Embryo stage

Swelling formation (%) Diameter of swelled embryo (μm)

0

0 0 0
1 0 0
2 0 0
4 0 0

15

0 0 0
1 55 ± 4.4*d 22 ± 1.8e
2 68 ± 5.3b 28 ± 2.2b
4 66 ± 4.6c 27 ± 3.8bc

30

0 0 0
1 77 ± 4.8a 33 ± 2.9a
2 66 ± 8.7c 27 ± 3.6bc
4 64 ± 6.6 28 ± 4.8bc

45

0 0 0
1 68 ± 5.6b 29 ± 4.8b
2 33 ± 6.3e 27 ± 5.6bc
4 25 ± 3.8f 28 ± 2.9b

60

0 0 0
1 12 ± 2.9g 25 ± 6.3d
2 0 0
4 0 0

*Data are the means ± SD, of three experiments. Different alphabetical letters are significantly different according to Duncun’s
multiple range test at P ＜ 0.05.

Table 2 Effect of treatment time and concentration of NaOCl on swelling and protocorm formation from seed of G. verrucosa after 
12 weeks of culture on POM medium supplemented with sucrose 20 g/L and gerlite 3.0 g/L

Time of NaOCl 
(min)

NaOCl 
concentration (%)

Embryo stage Protocorm stage
Swelling formation 

(%)
Diameter of swelled 

embryo (μm)
Protocorm formation 

(%)
Diameter of protocorm 

(μm)

0

0 0 0 0 0
1 0 0 0 0
2 0 0 0 0
4 0 0 0 0

15

0 0 0 0 0
1 58 ± 3.5*f 44 ± 6.9c 78 ± 3.7g 122 ± 11.9*d
2 72 ± 3.6b 38 ± 8.9e 77 ± 5.8h 118 ± 18.9ef
4 64 ± 6.3cd 52 ± 6.9b 82 ± 3.9f 106 ± 9.9g

30

0 0 0 0 0
1 87 ± 8.8a 59 ± 8.9a 91 ± 5.6a 138 ± 17.8a
2 61 ± 7.2e 44 ± 7.6c 88 ± 6.3b 135 ± 19.3b
4 58 ± 5.9f 41 ± 6.3d 82 ± 7.2de 128 ± 15.3c

45

0 0 0 0 0
1 67 ± 7.2c 36 ± 3.3f 83 ± 5.4d 119 ± 13.3ef
2 54 ± 8.4g 44 ± 6.9c 87 ± 6.3bc 123 ± 16.7d
4 48 ± 2.3h 38 ± 6.7e 78 ± 8.9g 118 ± 15.9ef

60

0 0 0 0 0
1 22 ± 1.9h 32 ± 8.9g 79 ± 2.8g 119 ± 17.8ef
2 0 0 0 0
4 0 0 0 0

*Data are the means ± SD, of three experiments. Different alphabetical letters are significantly different according to Duncun's 
multiple range test at P ＜ 0.05.
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Fig. 3 Seed viability test of embryo from seed of H. sikokiana. A: 
Seeds of H. sikokiana, B: Treated 1% NaOCl 5 min, C: Treated 
1% NaOCl 30 min, D: Treated 1% NaOCl 45 min, E: Treated 1% 
NaOCl 60 min. Scale bars, 20 μm

Fig. 4 Germination of mature seed from G. verrucosa. A: control (after 8 weeks of culture), B: 1% NaOCl treated 5 min, C: Seed viability 
test of embryo from seed of G. verrucosa. D: Germinated embryos from swelled embryos cultured POM medium after 12 weeks. D: 
Development of germinated embryos of G. verrucosa. Arrows were survival seed in 1% NaOCl (30 min). Scale bars, 20 μm

도별 실험을 통해 확인한 결과 Table 2와 같다. 애기천마

와 마찬가지로 NaOCl 30분, 1% 처리시 99%의 배비대율

과 비대율대비 발아율이 91%로 가장 높은 결과를 보였

다. 이러한 결과는 난과 식물인 광릉요강꽃의 기내 배비

대를 통한 종자발아율을 높이고자 하는 결과와 일치하

며, NaOCl 처리를 통한 털복주머니란의 성숙종자의 기내 

발아율 증가에 관한 연구와도 비슷한 결과를 보이는 것

이다(Bae et al. 2009). 난과 식물은 아니지만 단자엽식물

인 Iris sanguinea에서 종자의 발아 억제 물질을 타파하여 

발아율을 높이고자 NaOCl 0, 1, 3, 5, 10%로 10분간 침지

한 것을 파종해 발아율을 조사한바 효과가 있는 것으로 

보고된 바 있다(Lee et al. 2002). 한편, 애기천마의 종자는 

유백색으로 종자의 길이는 0.2 mm정도로 조사되었고

(Fig. 3A), 고농도의 NaOCl(2% 이상)을 30분 이상 처리하

게 되면 종자가 내부까지 완전히 흰색으로 탈색되는 것

을 확인 하였다(Fig. 3E). 한라천마의 경우 NaOCl 1%에서 

30분간 처리를 하면 Figure. 4B에서 보는 바와 같이 노란

색을 띄는 배들이 관찰되고 이들은 2주 후 Figure. 4D에서 

보는 바와 같이 부풀어 오르고 10주 후 노란색의 발아체

들을 확인할 수 있었다(Fig. 4E).
  천마속은 난과인데 반해 식품학적 가치가 우수하여 식

품학적 연구와 관련하여 다양한 연구결과들이 보고되고 

있는데 애기천마와 한라천마는 국내외적으로 어떠한 연

구도 진행된 바 없다. 따라서, 본 연구는 한라천마와 애

기천마의 기내 배배양을 통한 증식 시 초기 발아에 미치

는 NaOCl의 농도를 종자활력을 검증해 가며 연구를 수행

한데 가치가 있다고 사려 된다. 이러한 연구결과는 향후 

이들 종의 증식에 중요한 기초자료로 활용될 것으로 사

료된다.

적 요

본 실험은 TTC테스트를 통해 난과식물인 한라천마(G. 
verrucosa Blume)와 애기천마(H. sikokiana)의 종자기내배

양시 NaOCl의 적정 처리시간과 농도조건을 확립한 결과

이다. TTC테스트를 통한 종자활력은 애기천마의 경우 

무처리구에서 95%이상 높았지만 배비대율, 비대배 직경

과의 상관관계를 분석해보면 1%에서 30분간 처리 할 경

우 종자활력대비 배비대율 77%, 배직경 33 μm로 가장 높

게 나타났다. 한라천마 역시 종자활력, 배비대율, 배직경 
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비대, 프로토콤 형성, 프로토콤직경 비대의 상관관계를 

분석하면 1% NaOCl을 30분간 처리할 경우 최종적으로 

종자활력대비 배비대율 87%, 배직경 59 μm, 프로토콤의 

형성율이 91%, 프로토콤 직경 138 μm로 다른 처리구에 

비해 높게 나타났다. 이상의 결과는 국내외적으로 연구

된 바 없는 애기천마와 한라천마의 종자 기내배양 시 발

아율을 개선하기 위한 중요한 기초자료로 활용될 것이고 

더 나아가 자생 생물소재를 활용한 연구의 소재확보의 

가능성을 제시하는 결과이다.
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