
Abstract Hibiscus syriacus L., the national flower of 

Korea, is a commonly grown ornamental species found in 

parks, gardens and along roadsides in Korea. This study 

sought to establish a plant regeneration system of H. syriacus 

‘Nanpa’ using mature leaves as an explant. Sterilized mature 

leaf explants were cultured on modified MS medium with 

combinations of NAA and BAP at various concentrations for 

6 weeks. Among the various media evaluated, modified MS 

media containing 0.46 mg/L NAA and 0.5 mg/L BAP (CI-1) 

or 0.92 mg/L NAA and 1 mg/L BAP (CI-4) were the most 

effective for callus formation. Whitish-yellow calluses were 

observed on CI-1 medium, while green calluses formed on 

CI-4 medium. The whitish-yellow callus derived from CI-1 

medium showed a higher frequency of shoot induction than 

the green callus derived from CI-4 on modified MS medium 

containing 0.5 mg/L BAP. Among the various media evaluated 

in this study, modified MS medium containing 0.46 mg/L 

NAA and 0.5 mg/L BAP was the most optimal for shoot- 

forming callus production. Our findings show that mature 

leaves of H. syriacus ‘Nanpa’ can be used for in vitro plant 

regeneration, and the regeneration system described here 

may be a powerful tool for molecular breeding of  H. syriacus 

‘Nanpa’ in the future.

Keywords Callus formation, Hibicus syriacus ‘Nanpa’, 

Mature leaf, Molecular breeding, Plant regeneration, Shoot 

induction

서 론

아욱과에 속하는 무궁화는 낙엽 활엽 관목 식물로 정원, 공

원, 도로변 등에 관상용 식물로 이용되고 있다. 무궁화의 어

린 잎과 꽃은 식용이 가능하며(Anaka 1976; Hedrick 1972; Hu 

2005; Kunkel 1984) 모든 부위는 약용으로 쓰인다. 무궁화의 

전통적 약용식물로서의 효과는 매우 광범위하다. 꽃은 이뇨

제, 위 보호제로서 잎은 이뇨제, 거담제로 뿌리 껍질은 항염

증제, 진통제, 피부연화제, 해열제, 지혈제 뿐 만 아니라 설

사, 이질, 복통, 생리통, 무좀 치료제 등으로 널리 이용되어 

왔다. 이외에도 무궁화 추출물은 유방암 세포의 생존능력 

저하기능(Hsu et al. 2015), 폐암 세포 증식 억제(Cheng et al. 

2008), 피부상처 치유(di Martino et al. 2017), 항산화 효과, 콜

라겐 합성 효과(Kim et al. 2018)가 있다고 보고되었고 음료 

첨가제로도 이용(Hotta et al. 1989)되고 있다. 이와 같이 무궁

화는 관상용 이외에 의약품과 화장품의 원료로도 사용되는 

경제적 가치가 높은 식물 자원이다.

  무궁화는 전세계적으로 약 200여 품종이 있고 그 중 국내

에서 개발된 품종은 약 70여 품종이다. 국립산림과학원에서

는 국내에서 개발된 품종 중 선덕, 원화, 개량단심, 고주몽, 

난파, 칠보, 불새, 칠보아사달 등 8개 품종을 선정하여 우량
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품종으로 보급하고 있다. 무궁화는 종자 또는 영양번식이 

가능하지만 타가수정작물이므로 실생묘의 경우에는 양친

의 유전적 형질에 따라 유전변이가 발생하게 되어 후대가 모

본의 우수한 특성을 그대로 가지지 못하는 경우가 많다. 따

라서 무궁화의 번식에는 개체의 균일성을 유지하기 위해 삽

목이나 접목을 통한 영양번식법이 주로 이용되고 있다. 그

러나 삽목이나 접목을 통한 번식은 증식효율이 낮은 단점이 

있다(Lee et al. 1998). 따라서 우량 형질을 가진 부모세대와 

유전적으로 동일하면서 무궁화를 효율적으로 증식할 수 있

는 조직배양 방법의 개발이 필요하다. 

  ‘난파’는 화색이 붉은 자주색으로서 적색이 강한 꽃으로 

국내에서 육성된 품종이다. 국립산림과학원에 따르면‘난

파’는 심한 추위에도 상해가 없는 무궁화 품종 ‘불새’와 유연

관계가 가장 가깝다고 보고되었다(Shim et al. 1999). 무궁화

는 내한성이 비교적 약하여 대부분의 품종은 높은 고도에서 

월동하지 못한다. 생육지역이 북한계선 남한지역에 국한되

므로 국내에서 재배하는 부분에 있어서는 큰 문제점이 없으

나, 한반도가 통일되는 시점에 전 지역에 무궁화를 재배하

기 위해서는 내한성 품종의 개발 등 대비가 필요하다(Lee et 

al. 1997; Shim et al. 1999). 기존의 품종 개량 방법 중 내한성 품

종의 개발에 가장 적합할 것으로 판단되는 방법은 식물 형질

전환을 통한 분자육종이며, 분자육종 기술을 적용하기 위해

서는 사용 품종의 조직배양계가 확립되어야 한다. 

  무궁화의 기내 증식을 위한 조직배양 재료로는 신초정단

부(Kim et al. 1998; Kumari 2011; Yoo et al. 1996), 주심조직

(Kim and Park 2000), 액아(Jeon et al. 2009), 어린 잎(Lee et al. 

2011), 원형질체(Zhao et al. 1991), 접합배(Song and Park 1998), 

잎자루, 뿌리(Seo et al. 2017) 등이 이용되어 왔으나 비교적 

재료의 확보가 용이한 무궁화의 성숙한 잎을 재료로 한 기내 

증식 시도는 거의 없는 실정이다. 신초정단부, 원형질체, 접

합배 등의 경우에는 재분화 효율이 낮고 재료의 지속적인 확

보가 어려운 단점이 있고, 액아나 어린 잎도 재료를 얻을 수 

있는 시기가 제한적이다. 또한 잎자루와 뿌리는 실험을 수

행하기 위한 양을 확보하는데 어려움이 있다. 온실에서 재

배하고 있는 무궁화로부터 성숙한 잎 재료를 확보하는 것은 

시기적인 제한이 적고 한번에 많은 양의 절편을 얻을 수 있

는 장점이 있다.

  본 연구에서는 무궁화의 대량증식의 한계점을 극복하기 

위하여 제주대학교의 온실에서 재배하고 있는 무궁화 우량

품종 ‘난파’의 성숙한 잎을 이용한 효율적인 조직배양 방법

을 확립하고자 하였다. 

재료 및 방법

식물재료 

본 실험에서는 제주대학교 아열대원예산업연구소의 온실

에서 재배중인 무궁화 품종 ‘난파’의 잎을 식물재료로 사용

하였다. 포장에서 재배한 무궁화를 2017년 겨울 온실로 옮겨 

심은 후 개엽은 2018년 3월 초에 시작되었다. 개엽 후 3개월 

이상 생장한 잎을 실험에 사용하였고, 온실에서는 시기에 

관계 없이 식물재료의 안정적인 확보가 가능하였다. 채취한 

잎은 멸균수로 3회 세척 후 75% 에탄올에서 1분 처리한 후 

멸균수로 3회 세척하였다. 1차 소독 후 0.03% Tween 20을 첨

가한 차아염소산나트륨(NaOCl) 1.5%에서 20분 소독 후 멸

균수로 3회 세척하였다. 잎은 가운데 엽맥을 중심으로 약 0.5 

cm x 0.5 cm 크기로 잘라 실험에 사용하였다.

기본 배지

무궁화‘난파’의 잎으로부터 캘러스 및 신초 재분화를 유도

하기 위한 배지로는 MS배지에서 철, 염화칼슘 및 비타민의 

농도가 변형된 MS배지(Christensen et al. 2008)를 기본으로 

사용하였다(Table 1).

캘러스 유도 및 증식

캘러스의 유도에는 변형된 MS 배지에 식물생장조절호르몬 

NAA (Naphthalene acetic acid, Duchefa, Haarlem, The Neth-

erlands)와 BAP (6- benzylaminopurine, Duchefa, Haarlem, The 

Netherlands)를 각각 다른 농도로 조합한 4종류의 배지를 사

용하였다(Table 2). 약 0.5 cm x 0.5 cm 크기로 절단한 잎 절편

을 각 캘러스 유도 배지가 포함된 페트리디쉬(SPL, Korea)에 

10개씩 치상하고 6주간 배양하였다. 배양 6주 후에 캘러스 

유도율과 색깔 및 성장 정도 등을 조사하였다. 캘러스 유도

Table 1 Difference between MS medium and modified MS medium used in this study

Ingredients MS basal medium Modified MS medium


 332.2 mg/L 1161.38 mg/L

Fe
FeSO4 27.8 mg/L

Na2 37.3 mg/L
Fe-EDTA 17.53 mg/L

Vitamins

Nicotinic acid 0.5 mg/L  1 mg/L

Thiamine-HCl 0.1 mg/L 10 mg/L

Pyridoxine-HCl 0.5 mg/L  1 mg/L
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를 위한 기내 배양은 24 ± 1°C, 암조건 하에서 수행하였다. 각 

실험은 3반복으로 수행하였다.

신초 재분화 및 발근

각 캘러스 유도배지에서 유도된 캘러스를 변형된 MS배지

에 BAP 0.5 mg/L를 첨가한 재분화배지(Table 2)에 치상하고 

3주간 배양하였다. 배양 3주 후에 신초 형성율을 조사하였

고, 캘러스에 신초가 1개 이상인 것을 조사하였으며 하나의 

캘러스에 복수의 신초가 형성된 것도 하나로 간주하였다. 

또한 신초 형성 과정, 신초의 변이 여부 등을 관찰하였다. 형

성된 신초는 생장을 촉진하기 위해 신초 부분을 캘러스에서 

잘라내어 GA3를 0.5 mg/L로 첨가한 변형된 MS배지에 옮겨 

배양하였다. 그 후 신초 생육이 우수한 개체들은 변형된 MS

배지에 IAA (Indole amino acetic acid, Duchefa, Haarlem, The 

Netherlands) 0 mg/L 또는 0.5 mg/L를 첨가한 배지에 옮겨 발

근을 유도하였다. 재분화를 위한 모든 실험은 23 ± 1°C, 16시

간 광주기에서 수행하였다.

결과 및 고찰

캘러스 유도

무궁화 ‘난파’의 성숙한 잎을 이용하여 캘러스를 유도하기 

위하여 잎 절편을 잘라 NAA 0.46 mg/L와 BAP 0.5 mg/L 

(CI-1), NAA 0.92 mg/L와 BAP 0.5 mg/L (CI-2), NAA 0.46 mg/L

와 BAP 1 mg/L (CI-3), NAA 0.92 mg/L와 BAP 1 mg/L (CI-4)를 

각각 조합한 캘러스 유도배지(Callus induction, CI)에 치상하

여 암조건 하에서 배양하였다. 그 결과 잎 절편 가장자리부

터 캘러스가 형성되기 시작했고 사용한 모든 캘러스 유도배

지에서 캘러스의 형성이 관찰되었다. 암조건 하에서 NAA 

0.92 mg/L와 BAP 1 mg/L를 포함한 캘러스 유도배지(CI-4)에

서 유도된 캘러스는 짙은 녹색을 띄고 다른 배지에 비해 캘

러스의 성장 정도도 가장 빨랐다(Table 3). 그 외 다른 캘러스 

유도배지에서 형성된 캘러스는 노란 빛이 도는 흰색을 나타

냈다(Fig. 1). 유도된 모든 캘러스의 질감은 딱딱하고 쉽게 부

숴지지 않았으며 캘러스 유도배지 CI-1과 CI-4에서는 캘러

스가 증식함에 따라 신초도 함께 형성되는 것이 관찰되었다

(Fig. 2). 또한 캘러스 유도율은 CI-1 배지와 CI-4 배지에서 

100%로 가장 높은 효율을 나타내었다(Table 3). 본 결과는 

‘난파’ 성숙 잎 절편체로부터의 캘러스 유도에는 식물생장

호르몬 NAA와 BAP의 혼용처리가 적합함을 시사한다.

Table 2 Composition of the medium used for callus induction 

(CI) and adventitious shoot regeneration (RE) for tissue culture 

of H. syriacus ‘Nanpa’

Medium Composition

CI

1 Modified MS, 0.46 mg/L NAA, 0.5 mg/L BAP

2 Modified MS, 0.92 mg/L NAA, 0.5 mg/L BAP

3 Modified MS, 0.46 mg/L NAA, 1 mg/L BAP

4 Modified MS, 0.92 mg/L NAA, 1 mg/L BAP

RE Modified MS, 0.5 mg/L BAP

Fig. 1 Callus induction and callus formation from mature leaf 

explants of H. syriacus ‘Nanpa’ on the different callus induction 

(CI) media. (A) CI-1, (B) CI-2, (C) CI-3, (D) CI-4

Table 3 Effects of different concentrations of NAA and BAP on callus induction frequency

Callus induction

(CI) medium

Growth regulator (mg/L) Callus induction

frequency (%)
Callus growtha Callus color

NAA BAP

1 0.46 0.5 100±0.00 +++ Whitish yellow

2 0.92 0.5 98±3.4 +++ Whitish yellow

3 0.46 1 84.1±5.45 ++ Whitish yellow

4 0.92 1 100±0.00 ++++ Green

Callus induction frequency was estimated after 6 weeks of culture in the dark. Each value represents the mean ± SD of three 

experiments with at least 30 explants each.
a. -: None, +: Low, ++: Medium, +++: High, ++++: Very high
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캘러스 유도배지가 신초 형성에 미치는 영향

Hibisucus 속 식물은 신초 유도시 BAP의 농도가 높으면 한 캘

러스 당 형성되는 신초의 수가 증가한다는 보고(Christensen 

et al. 2008)에 따라 본 실험에서는 변형된 MS배지에 BAP를 

0.5 mg/L 농도로 단독 처리한 신초 재분화배지를 사용하였

다. 캘러스 형성률이 가장 낮았던 CI-3 캘러스 유도배지 유

래의 캘러스를 제외하고 나머지 CI-1, CI-2 및 CI-4배지에서 

각각 유도된 캘러스를 재분화배지에 옮겨 3주간 배양한 후 

신초 형성율을 조사하였다. 그 결과 캘러스 유도배지에서 

이미 신초의 형성이 관찰되었던 CI-1과 CI-4 유래의 캘러스

는 더욱 비대해짐과 동시에 신초의 형성이 가속화됨이 관찰

되었다(Fig. 3). CI-1과 CI-4 배지 유래의 캘러스는 높은 신초

형성율을 나타냈고, 특히 CI-1 유래 캘러스에서의 신초형성

율은 100%로 조사되었다(Table 4). 이에 비해 CI-2 유래의 캘

러스는 다소 낮은 신초형성율을 나타냈다. CI-2 유래 캘러스

의 신초형성율을 개선할 수 있는지를 확인하기 위해 신초가 

형성되지 않은 캘러스 덩어리를 여러 개로 분할하여 동일한 

재분화배지에 옮겨 10일간 배양한 후 신초형성 여부를 조사

하였다. 그 결과 여러 개의 조각으로 분할된 CI-2 유래 캘러

스의 신초형성율은 약 67%로 증가하였다(데이터 미제시). 

이 결과는 캘러스의 크기가 크면 재분화 빈도가 낮아진다는 

보고(Haque and Islam 2015)와 일치하며 CI-1 및 CI-4 유래의 

캘러스도 적절한 크기로 분할하여 배양하면 더 많은 신초 형

성이 가능함을 시사한다. 신초 형성 후 약 1 cm 이상 생장된 

신초는 변형된 MS배지에 IAA 0.5 mg/L를 첨가한 배지에서 

쉽게 발근이 유도되었다. ‘난파’의 성숙 잎으로부터 얻은 재

분화 식물체는 극히 일부에서 잎 형태에 있어서의 변이가 관

찰되었으나 대부분의 재분화 식물체는 정상적인 잎과 형태

적 특성이 동일하였다(Fig. 4). 

  본 연구를 통해 확립된 성숙한 잎을 이용한 무궁화의 재분

화 체계는 식물재료를 얻는데 시기적인 제한을 받지 않고 보

다 적은 비용으로 많은 양의 잎 절편을 얻을 수 있는 장점이 

Fig. 2 Effects of different concentrations of growth regulators 

on callus induction. Adventitious shoots were observed on 6 

weeks old callus. (A and B) Callus induced from CI-1, (C and 

D), Callus induced from CI-4. White bar represents 1 mm

Fig. 3 Effect of callus induction medium supplemented with 

different concentrations of growth regulators on shoot regeneration. 

(A) Shoot regeneration of callus derived from CI-1 medium, 

(B) Shoot regeneration of callus derived from CI-2 medium, (C) 

Shoot regeneration of callus derived from CI-4 medium

Fig. 4 Morphological variation in shoots regeneration from mature 

leaves of H. syriacus ‘Nanpa’. (A and B) Normal shape leaf, (C) 

Modified shape leaf

Table 4 Effect of callus induction medium supplemented with 

different concentrations of growth regulators on shoot regeneration 

efficiencies

Medium used for 

callus induction

Shoot regeneration 

efficiency (%)

CI-1 100 ± 0.00

CI-2  40 ± 5.77

CI-4 83.7 ± 9.86

The callus induced from different callus induction medium was 

transferred to shoot regeneration (RE) medium and the shoot 

regeneration efficiency was calculated after 3 weeks of culture. 

Each value represents the mean ± SD of three experiments with 

at least 20 explants each.
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있다. 또한 재분화 효율이 매우 높으므로 향후 우수 무궁화 

품종의 대량증식 및 무궁화의 분자육종을 통한 신품종 개발

에 유용하게 활용될 수 있을 것으로 기대된다.

결 론

무궁화는 우리나라를 상징하는 나라 꽃으로 공원, 정원, 도

로변 등에 관상용으로 널리 이용되고 있다. 본 연구는 무궁

화 품종 ‘난파’의 성숙 잎을 재료로 이용하여 재분화 체계를 

확립하기 위하여 수행되었다. 표면 살균한 성숙 잎 절편을 

각기 다른 농도로 조합 처리된 NAA와 BAP를 포함하는 변형

된 MS배지에서 배양하였다. 이들 배지 중 0.46 mg/L NAA와 

0.5 mg/L BAP를 포함하는 변형된 MS 배지(CI-1)와 0.92 mg/L 

NAA와 1 mg/L의 BAP를 포함하는 변형된 MS 배지(CI-4)가 

캘러스 형성에 가장 효과적이었다. CI-1 배지에서는 흰색을 

띤 노란색의 캘러스가 관찰되었고, CI-4 배지에서는 녹색의 

캘러스가 형성되었다. BAP를 0.5 mg/L의 농도로 포함하는 

변형된 MS배지에서의 신초형성율은 CI-1배지 유래의 캘러

스가 CI-4 유래의 캘러스보다 높았다. 본 연구에서 사용된 

배지 중 신초 형성능을 가진 캘러스의 생산에는 0.46 mg/L 

NAA와 0.5 mg/L BAP를 포함하는 변형된 MS 배지가 가장 적

합하였다. 본 연구의 결과는 무궁화 품종 ‘난파’의 식물 재분

화에 성숙 잎이 사용 가능함을 보여주고 있고, 본 연구에서 

확립된 재분화 시스템은 향후‘난파’ 품종의 분자육종에 유

용하게 활용될 수 있을 것으로 기대된다. 
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