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콜히친 침지처리에 의한 ‘망종화’의 4배체 식물유도
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Abstract - This study aimed to get the basic data on the breeding of good varieties in Hypericum patulum Thunberg. The 
optimum materials, concentration and soaking time were examined to identify the effective approach to induce tetraploid 
plant by colchicine treatment to cultivate the varieties. For the seed germination rate of seed by colchicine treatment, the 
higher colchicine concentration was and the longer soaking time was, the more the germination rate decreased. While 
individuals were germinated in 16 test groups except control group (no treatment group), all the plants were diploid and no 
tetraploid was induced. For the plant regeneration rate by colchicine treatment on the explant of Hypericum patulum 
Thunberg that was under in vitro culture, the higher the colchicine concentration increased, the ress the regeneration rate. 
While total 147 individuals were regenerated in all treatment, when the explant was soaking treatment in more than 0.05% 
for over 6 hours, tetraploid could be obtained. In the soaking treatment of 0.05% for over 6 hours, tetraploid could be 
obtained. In particular, for the soaking treatment in 0.05% for 12 hours, 8 tetraploids were induced, which was about 47.1% 
of the number of plant regenerated. In accordance with the observation on doubling of DNA contents in leaf in order to 
identify polyploidy, the peak DNA content of G1 phase was 94.5 for diploid and 192.5 for tetraploid. It confirmed doubling 
of DNA content. Furthermore, the number of chloroplasts per guard cell depending on polyploid was around 10 in diploid 
and 17 to 19 in tetraploid, which were around 1.7 to 1.9 times as much as diploid. 
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서  언

물레나물과에 속하는 ‘망종화(Hypericum patulum)’는 

낙엽활목 소관엽으로 ‘금사매’라 불린다. 우리나라에서는 

주로 정원수로 인기가 높아 널리 재배되고 있으나, 재배법

이 극히 원시적이며 품종개량 및 재배법 개선을 위한 본격

적인 연구는 거의 이루어지고 있지 않는 실정이다.

인위적인 4배체 식물의 유도는 일반적으로 콜히친

(colchicine)의 농도, 처리시간 및 처리법 등을 달리하여 

많이 이루어지고 있다. 콜히친은 식물의 체세포 분열과정

에서 tubulin과 결합하여 방추사의 형성을 억제시키고, 세

포분열 중기단계에서 염색체의 양극이동과 microtubules

의 형성을 방해함으로써, 염색체의 배수화를 유도하는 것

으로 알려져 있다(Hadlaczky et al., 1983).

4배체 식물은 일반적으로 기관 또는 줄기의 거대화가 생

기며(Cockerham and Galletta, 1976; Lapins, 1975), 줄

기는 굵고 길어지며 잎과 꽃 등도 커진다(Kim et al., 

2003a). 특히 배수화와 더불어 사탕수수에서는 당류, 토마

토와 사과의 과실 중의 비타민 C, 담배 잎 내의 니코틴 등

과 같은 2차적 대사물질의 성분함량의 변화 및 무 바이러

스 저항성(Hahn, 1969), 뽕나무의 내동성(Park, 1994) 등

의 특성이 향상되는 경우도 있다. 

일반적으로 배수성을 식별하는 방법으로는 식물체의 특

성(Hougas and Peloquin, 1957), ‘seed maker’ 또는 
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‘embryo maker’ 등 표식유전자(Bingham, 1969; Hermsen 

and Verdenius, 1973), 기공세포(Borrino and Powell, 

1987), 기공내 엽록체 수(Chaudhari and Barrow, 1975; 

Dudley, 1968; Bae et al., 2001), 화분립(Bamberg and 

Hanneman, 1991)의 관찰 등이 있으나, 주로 가장 정확한 

방법으로 알려진 염색체 수 및 세포내 DNA의 양에 의한 분

석방법이 이용되고 있다(Galbraith et al., 1983; Miyoshi 

and Asakura, 1996; Sari et al., 1999). 그러나 염색체에 

의한 방법은 실제로 이용하고자 할 때 약간의 기술적인 문

제와 노력이 따르며, 많은 양의 재료를 검경할 수 없어 현

재는 정확성과 많은 양의 재료를 분석할 수 있는 Flow 

cytometry를 이용하여 간단하게 DNA함량을 측정하여 배

수성을 판정하고 있다. 

본 연구는 자생식물의 우량원예품종 육성방법의 하나로

서 콜히친 처리에 의한 ‘망종화’의 효율적인 4배체 식물의 

유도법을 위한 기초적 자료를 얻을 목적으로 적정식물체 

부위, 적정농도 및 침지시간 등에 대하여 조사하였다.

재료 및 방법

종자 및 기내 배양체의 콜히친 침지처리

2009년 채종한 ‘망종화’의 종자 및 기내 무균파종 후, 생

장시킨 식물체의 절을 포함한 줄기 절편체를 공시재료로 

하였다. 종자처리는 여과지 2매를 깐 직경 9 cm의 페트리

접시에 0, 0.01, 0.05, 0.1 및 0.5%의 콜히친 수용액을 20 

ml씩 넣은 후, 50립의 종자를 침지처리 하였으며, 콜히친 

처리 후 발아촉진을 위하여 5℃의 저온 조건하에서 1, 3, 

6 및 12 시간 동안 두었다. 각 처리는 3반복으로 하였다. 

침지처리 후, 각 종자를 멸균수로 3∼4회 씻은 다음, 버미

큐라이트와 피트모스를 1:1(v/v)의 비율로 혼합한 배양토

에 파종하여 25℃의 항온실에서 최아시켰다. 자엽이 출현

했을 때 발아조사를 하였으며, 본엽이 6매 이상 출현했을 

때 엽을 채취하여 배수성의 유무를 확인하였다. 또한 줄기 

절편체는 10 ml의 비이커에 0.01, 0.05 및 0.1%의 콜히친 

수용액을 40 ml씩 넣은 후, ‘망종화’의 절을 포함하여 약 

1 cm의 길이로 잘라 각각 1 시간, 6 시간, 12 시간 침지처

리 하였다. 침지처리 후, 각 절편체를 멸균수로 3∼4회 씻

은 다음, MS배지에 각각 5개씩 치상하였으며 각 처리는 9

반복으로 하였다. 배양조건은 25±1℃, 40 μmol․m-2․s-1
의 

광도로 16시간 조명하였다. 

Cytometry를 이용한 DNA 함량 분석

DNA함량의 차에 따른 배수체 판정을 위하여 각 처리구

의 종자에서 발아되어 생장시킨 식물체의 잎과 절편체에서 

재생된 식물체의 잎을 약 0.5×0.5 cm의 크기로 자른 후, 

HR-A액(Patec사, Germany)을 첨가한 다음, 조직을 으

깨어 DNA를 추출하였다. 이 용액에 HR-B액(Patec사, 

Germany)을 첨가하여 염색한 다음, Flow cytometry 

(Patec PA-1, Germany)를 이용하여 DNA 함량의 배가 

여부를 확인하였으며, 이 결과로 배수성을 판정하였다. 

공변세포 내 엽록체 수 조사

식물체의 중간부위에 채취한 잎의 이면을 분리하여 이면

표피를 오려낸 후, iodine-potassium 용액[1% iodine 

(w/v), 2% potassium iodide(w/v)]에 2∼3시간 침지하

여 염색된 이면표피를 이용하여 공변세포내의 엽록체를 검

경하였다. 공변세포내의 엽록체 수는 반복당 3개체의 잎에

서 30개의 세포를 조사한 후, 평균을 산출하였다. 

결과 및 고찰

콜히친의 종자침지처리 농도 및 시간이 ‘망종화’의 발아

와 배수체 유도에 미치는 영향은 Table 1과 같다. 종자의 

발아율은 콜히친 농도가 높을수록 또한 침지시간이 길수록 

저하되는 경향이었다. 특히, 12시간 침지처리의 경우, 

0.05% 이상의 농도구에서 발아율이 0.7∼5.3%의 범위로 

현저히 억제되는 것으로 나타났다. 무처리구를 제외한 16

개의 처리구에서 총 453개체가 발아되었으나 모두 2배체

로 4배체는 유도되지 않았다. 또한 염색체의 배가작용이 

있는 것으로 알려져 있는 oryzalin 처리도 동시에 행하였

으나 4배체를 얻을 수 없었다(자료 미제시). 더덕의 경우, 

4배체의 획득을 위하여 콜히친 0.05% 농도의 6시간 침지

처리가 적당하다(Kim, 1999; Kim et al., 2003b)고 하였

으나 본 실험의 결과에서는 모든 처리구에서 4배체가 유도

되지 않았으며, 식물의 종에 따라 그 농도 및 침지시간의 

정도에 큰 차이가 있을 것으로 생각되었다.

기내배양 중인 ‘망종화’의 절의 절편체를 이용한 배수체

의 유도와 식물체 재생에 미치는 콜히친의 침지처리 농도 

및 시간의 농도는 Table 2와 같다. 식물체 재생율은 침지

시간에 따른 일정한 경향은 볼 수 없었으나, 농도가 높아짐

에 따라 재생율은 낮아지는 것으로 나타났다. 모든 처리구
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Table 1. Effect of seed soaking treatment in colchicine on the seed germination and chromosome doubling in Hypericum 
patulum Thunberg

Conc.(%) Soaking time(hrs) No. of seeds treated No. of seeds germinated % of germination No. of tetraploids
Control 150 95   63.3az -

0.01

 1

150 62   41.3b -
0.05 150 53   35.3bc -
0.1 150 43   28.7bcd -
0.5 150 21   14.0efg -
0.01

 3

150 54   36.0bc -
0.05 150 38   25.3cde -
0.1 150 24   16.0def -
0.5 150 12    8.0fg -
0.01

 6

150 53   35.3bc -
0.05 150 17   11.3fg -
0.1 150 11    7.3fg -
0.5 150 11    7.3fg -
0.01

12

150 38   25.3cde -
0.05 150  8    5.3fg -
0.1 150  7    4.7fg -
0.5 150  1    0.7g -

zMean separation within columns by Duncan's multiple range test (p=0.05). 

Table 2. Effect of colchicine soaking concentration and its soaking time for Hypericum patulum Thunberg. on 
chromosome doubling of in vitro explants and plant regeneration

Conc.(%) Soaking time(hrs) No. of explants treated No. of explants regenerated % of regeneration No. of tetraploids
0.01

 1
45 18    40.0bz 0

0.05 45 18    40.0b 0
0.1 45 15    33.3bcd 0
0.01

 6
45 14    31.3bcd 0

0.05 45 16    35.6bcd 4
0.1 45 13    28.9cd 1
0.01

12
45 24    53.3a 1

0.05 45 17    37.8bc 8
0.1 45 12    26.7d 2

zMean separation within columns by Duncan's multiple range test (p=0.05). 

에서 총 147개체의 식물체가 재생되었으며, 0.05% 농도 

이상으로 6시간 이상 침지처리 하였을 때 4배체 식물을 얻

을 수 있었다. 특히, 0.05% 12시간 침지 처리한 경우, 8개

체의 4배체 식물이 유도되어 식물체 재생수 대비 약 47.1%

의 높은 획득율을 보였다. 그러나 콜히친의 농도에 관계없이 

1시간 침지처리한 경우 4배체의 식물은 유도되지 않았다.

콜히친 처리 후 재생된 식물의 특징을 비교해 본 결과, 

2배체 식물은 엽육조직이 얇고 엽모양이 긴편으로 잎이 아

래로 말려 들어가는 특성을 보였으나, 4배체 식물은 2배체

에 비해 짧은 엽형태를 보였고, 엽육조직도 두꺼운 것을 볼 

수 있었다. 또한 엽색도 2배체에 비해 4배체의 식물에서 

더욱 진한 녹색을 보였다(Fig. 1). 
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diploid tetraploid

Fig. 1. Comparison of morphologic characteristics in 
diploid and tetraploid of Hypericum patulum Thunberg 
cultured in vitro.

diploid

tetraploid

Fig. 2. Comparison of DNA contents in diploid and 
tetraploid of Hypericum patulum Thunberg Flow histo-
grams showing DNA measurements of nuclei from leaves.

Fig. 3. Comparison between the number of chloroplasts 
per guard cell in diploid(A) and tetraploid(B) of Hypericum
patulum Thunberg. (×100)

이상의 결과에서 콜히친의 종자처리의 경우 4배체 획득

율은 없었던 반면, 기내배양에서 얻었던 배양체의 처리는 

5.4%의 높은 획득율로 4배체를 유도할 수 있었다(Table 

2). 이는 ‘흰꿀풀’의 4배체 유도에 있어 콜히친의 종자처리

에 비해 기내배양에서 얻은 절편체의 침지처리가 약 9.6배 

정도 높은 4배체의 획득율을 가져온다(Kwon et al., 

2009)는 보고와 유사한 결과였다.

배수성 판별을 위하여 flow cytometry를 이용, GAIN 

값을 483으로 고정시킨 후, 잎의 DNA 함량의 배가유무를 

확인한 결과, G1 phase의 DNA 함량 peak는 2배체에서 

94.5, 4배체는 192.5로, DNA 함량이 배가됨을 확인할 수 

있었다(Fig. 2). 또한 배수성에 따른 공변세포 당 엽록체의 

수를 조사한 결과, 2배체가 약 10개였던 것에 비해 4배체

는 17∼19개로 2배체에 비해 약 1.7∼1.9배 정도 많은 것

을 알 수 있었다(Fig. 3). 이 같은 결과는 감자의 배수성에 

따른 공변세포 내의 엽록체 수에서 반수체가 12.2개, 3배

체 18.4개 및 4배체 20.2개로 배수성이 증가됨에 따라 유

의하게 증가하며(Cho et al., 1994), 담배(Bae et al., 

2001) 및 흰꿀풀(Kwon et al., 2012)에 있어서도 배수성

이 증가함에 따라 공변세포 내의 엽록체 수도 증가한다는 

결과와 매우 유사한 경향이었다.

이상의 결과로부터 콜히친을 종자에 직접 처리하는 것보다 

세포분열이 왕성한 기내배양의 절편체에 처리하는 것이 더 효

과적임을 알 수 있었으며, 4배체 식물체의 효율적인 획득을 

위한 하나의 방법으로 이용될 수 있을 것으로 판단되었다.

적  요

‘망종화’에서 콜히친 처리에 의한 효율적인 4배체 식물

을 유도하고자 적정 식물체 부위, 적정농도 및 침지시간을 

검토하였다. 종자의 발아율은 콜히친의 농도가 높을수록 

또한 침지시간이 길수록 저하되었다. 대조구를 제외한 16

개의 처리구에서 총 453개체가 발아된 반면 4배체는 유도

되지 않았다. 기내 배양 중인 줄기 절편체의 식물체 재생율

은 콜히친 처리농도 0.01%에서 최고를 나타내다가 0.1% 
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농도 이상으로 높아질수록 낮았다. 적정식물체 부위는 줄

기 절편체로 나타났다. 4배체 식물은 콜히친을 0.05% 이

상으로 6시간 침지처리 하였을 때 얻을 수 있었고, 특히 

0.05%, 12시간 침지처리에서 식물체의 재생수 대비 약 

42%의 높은 획득율을 보였다. Flowcytometry에 의해 

DNA함량의 배가여부를 확인한 결과, G1 phase의 DNA 함

량 peak가 2배체에서 94.5, 4배체는 192.5로, DNA가 배

가됨을 확인할 수 있었다. 또한 공변세포 당 엽록체 수는 

2배체가 약 10개인 것에 비해 4배체는 17∼19개로 2배체

보다 약 1.7∼1.9배 정도 많았다.
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