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AAABBBSSSTTTRRRAAACCCTTT

AAAnnnttthhhooocccyyyaaannniiinnnbbbiiiooosssyyynnnttthhheeesssiiisssiiinnnhhhaaabbbiiitttuuuaaattteeedddcccaaalllllluuusss
dddeeerrriiivvveeedddfffrrrooommm pppuuurrrpppllleeessswwweeeeeetttpppoootttaaatttooo( L.)

Kim,Yoon-sil
Advisor:Prof.Park,hyeon-yongPh.D.
DepartmentofBiology,
GraduateSchoolofChosunUniversity

Thetissuecultureofleafdisksofpurplesweetpotato( L.)was
studiedtoestablishtheoptimalcultureconditionsforanthocyaninaccumulationand
selection of the cell line producing the anthocyanin.The high amount of
anthocyanin producing cellline was selected from the suspension culture of
habituatedcalli,whichweregrownfastonthehormonefreeMurashigeandSkoog
basalmedium (MSmedium).Thehighpigmentedandhabituatedcallusappearedin
thesuspensioncultureafter20weekssubculturingintheMS medium,inwhich
the ability ofthe cellline to produce a high amountof anthocyanin was
maintained.Thecolorvalueofthepigmentsextractedfrom thecalliculturedinthe
MSmedium was1.1mg/mLwhichwascloseto1.3mg/mLthatisthevalueof
thepigmentextractedfrom thestoragerootsofsweetpotato.In asuspension
cultureofthehabituatedcalli,thehighestcontentofanthocyaninandthemaximum
rateofcellgrowth wereobtainedwith addition ofthe3% sucrosein theMS
medium.Themostsignificantenhancementinanthocyaninproductionwasobtained
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whenthejasmonicacidwasaddedtotheMS medium.Thehighestanthocyanin
contentwas1.2mg/mLobtainedat12daysafter5uM jasmonicacidwasadded.
This represented an 3-fold increase compared with the controlculture.The
maximum weightofthecalluswas1.684gmeasuredat30daysafter5uM ABA
wasaddedtotheMS medium.Thisvaluewas1.5-foldofthatofthecontrol.
AccordingtoHPLCanalysis,peonidinasacomponentofanthocyaninwasisolated
from thehighlypigmentedandhabituatedcallus.



- 1 -

111...서서서론론론

고구마 ( L.)는 중앙아메리카의 열대지방이 원산지로 통화식물목 메
꽃과에 속하는 다년생 초본식물이다 (Dodds etal.1991).괴근에 영양소를 저장하는
포복성 넝쿨인 고구마는 감자,카사바 등과 함께 단백질과 탄수화물의 중요한 공급원
으로 중국을 비롯한 여러 개발도상국에서 재배되고 있다 (Phucetal.2001).고구마는
단위 면적당 높은 수확량과 여러 환경조건 하에 잘 견디는 특성을 가진 식용과 사료작
물로 재배되고 있다.여러 품종 가운데 일본을 비롯한 호주,국내 등지에서 다양한 색
소를 생합성하는 유색 고구마로 육종되고 있다 (Valetudieetal.1995).육종된 품종
가운데 괴근의 육질전체에 진한 보라색 색소인 안토시아닌을 다량 함유한 자색 고구마
는 wellbeing시대를 맞아 기능성 식품으로서 주목 받고 있다.
안토시아닌은 phenylalanineammonialyase(PAL)를 시작으로 phenylpropanoid 합

성계를 거쳐 생합성 (Kakegawaetal.1991)되는 천연 색소 가운데 가장 잘 알려져
있는 색소이다.자색고구마의 안토시아닌은 cyanidin-(3,6)-α-D-glucopyranosyl-(1,
2)-β-D-fructofuranoside와 cyanidin-(3, 6)-α-D-glucopyranosyl-(5, 1)-α-D-
xyloside로서 caffeicacid나 ferulic acid가 acylation된 형태라고 알려져 있다 (Tsukui
etal.1983).최근 건강식품에 대한 소비자들의 선호도 증가와 더불어 인공합성색소의
안전성에 대한 논란으로 인하여 천연색소가 지니고 있는 기능성 및 이용성에 대한 가
치가 재조명됨에 따라 각종 작물에 함유된 색소물질에 대한 연구가 활발히 진행되고
있다 (Francis1987).
안토시아닌은 청량음료,잼,사탕 등 가공식품의 첨가제로 활용도가 높은 (Yoshimoto

2001)천연색소로서의 기능 외에도 다양한 생리활성을 나타낸다.현재까지 알려진 생리활
성효과로는 경구 및 피하 지방층에 투여 시 항산화,콜레스테롤 저하,시력개선 효과,혈관
보호 기능,동맥경화,심장병예방,항궤양 기능,항암,항염증,당뇨억제,자외선 및 각종 환
경 스트레스로부터의 보호기능 등이 보고되었다 (Scott1999;Winkel2001;Forkmannand
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Martens2001).
안토시아닌은 주로 포도,양배추 등에서 경작지 재배방법에 의해 직접 추출하여 생

산해 왔다 (DoandCormier1991).이 방법은 기후,토양,계절,병충해,지리적 조건
등 환경적인 제약과,공급의 불안정,노동 집약적 등의 문제로 대량 생산에는 많은 어
려움이 있어 (Yamakawaetal.1983)순수 천연 안토시아닌은 USD 2500kg-1의 고가
에 거래되어 왔다 (Harietal.1994).이러한 문제점을 해결하고자 기내배양으로 천연
색소를 대량 생산하기위해 strawberry (Morietal.1993),cranberry (Madhavietal.
1995),purple sweet-potato (Konczak etal.2000),grape berry (Hiratsuka et al.
2001), Narayan etal.2005),sourcherry (Blandoetal.2005)등을
이용하여 색소 기내생산에 관한 연구가 진행 중에 있다.
이와 같이 다양한 작물을 이용한 천연색소 기내 생산을 위한 시도가 진행되고 있으

며 고구마의 경우 약,정단 분열조직 (Jarretetal.1984:Liuetal.1989;Minetal.
1994;CheeandCantliffe1988a1988b;CheeandCantliffe1989;OtaniandShimada
1996),잎,줄기,뿌리 (Liu and Cantliffe1984),엽병 및 측아 (Cantliffeetal.1987;
Tangetal.1993;Desameroetal.1994)및 원형질체 (Otanietal.1987)등을 이용한
기내배양 방법이 개발되어 있어 다른 작물과 비교하여 효과적이다.그러나 고구마 조
직배양의 경우 아주 낮은 빈도로 체세포배가 유도 되며,매우 낮은 재분화율을 보이고
동일한 결과의 재현이 어려운 것으로 나타나고 있다 (Prakash and Varadarajan 1992;
Newelletal.1995).
표피뿐 아니라 육질 전체에 자색을 띄는 자색고구마는 안토시아닌 함량이 생체중의 약

3.7% 내외로 자색고구마의 cellline을 이용한 세포배양으로부터 안토시아닌의 생산은 저비
용으로 높은 경제성을 지닐 것으로 추정된다.그러나 2차 대사산물의 생산에 이용되는 대
부분의 배양세포는 옥신과 사이토키닌의 조합 배지에서 유도되며 계대배양을 통해 유지되
고 있다 (Anneelat2000).장기간 배양 시에 주기적으로 배양세포를 다시 선발해야 하는
어려움이 있고,배양에 사용되는 옥신과 사이토키닌 등의 식물 생장조절제가 인체에 미치
는 안정성에 대한 문제점이 제기되고 있다.
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그러나 조직 배양에서 유도된 캘러스들은 오랜 기간 동안 반복되는 계대배양 과정에
서 옥신 혹은 사이토키닌 등이 결핍된 배지에서도 잘 생장할 수 있는 호르몬 독립성
캘러스가 유도되기도 하는데 이를 습관성 (habituation)이라한다 (Meins etal.1980).
습관성은 조직배양에서 지적되는 몇 가지 문제점 즉,낮은 생장률과 재분화률의 해결
방안으로 사용되기도 한다.예를 들면,Goleniowski(2000)는 생장이 우수한 습관성 캘
러스를 선발하여 taxol의 생산을 시도하였으며,Grevet등 (2000)은 아스파라거스의 습
관성배발생캘러스를 유도해 분자육종 기간을 단축시키고자 하였다.또한,기내 색소 생
산 시 사용되는 생장조절제의 인체에 미치는 영향 등을 고려할 때 생장조절제의 첨가
없이 독립적으로 스스로 생장할 수 있는 습관성 캘러스를 이용한 기내배양을 통한 2차
산물의 생산방법이 가장 최적의 방법으로 사료된다.
이 연구는 국내 자색고구마의 품종인 자미의 i)잎 조직배양으로부터 옥신과 사이토

키닌에 습관성을 나타내는 생장이 왕성한 캘러스를 우선 유도하여 유지 증식시키며,
ii)이로부터 안토시아닌 함량이 높은 자색 습관성 세포주를 선발하고 iii)이를 이용한
안토시아닌 기내 생합성을 위한 최적 배양조건을 확립하고자 하였다.
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222...재재재료료료 및및및 방방방법법법

222...111재재재료료료
222...111...111식식식물물물재재재료료료
재료 식물인 자색 고구마는 호남농업시험장 목포시험장에서 공급받은 품종인 자미로

완전히 전개된 잎을 2개 포함한 마디를 채취하여 70% ethanol에 1분,2% sodium
hypochloditesolution에 3분간 표면살균 후 3차 멸균수로 3회 수세하였다.기본배지가
100mL 분주된 1,000mL 크기의 배양병에서 무균상태로 배양시켜 사용하였다.실험에
사용된 기본배지는 3% sucrose,0.3% phytagel,0.1% myo-inositol이 첨가된 MS
(MurashigeandSkoog1962)배지를 사용하였다.모든 배지는 멸균 전 pH를 5.8로 조
정한 후,125℃에서 15분간 고압 멸균하여 사용하였다.재료식물은 낮/밤이 26/20℃
16/8hr,6000luxcool-white광조건에서 배양하였다.

222...111...222습습습관관관성성성 캘캘캘러러러스스스의의의 유유유도도도
무균 생장한 자색고구마의 정단 조직에서 3∼ 6번째 마디의 2∼ 3㎝ 크기의 잎을

가장자리와 주맥을 제거하고 0.5× 0.5㎝ 크기로 절단하여 캘러스 유도 배지에 4개씩
치상하였다.캘러스 유도 배지는 1 M 2,4-dichlorophenoxyaceticacid (2,4-D)가 첨가
된 MS 기본배지로 멸균 후 직경 55㎜크기의 페트리 디쉬에 10mL 씩 분주하여 사
용하였다.캘러스는 26℃,3000luxcool-white광 조건에서 6∼ 12개월 배양하여 유
도하였다.유도된 습관성 캘러스는 MS 기본 배지에서 4주 마다 계대배양하며 유지 증
식시켰다.

222...222습습습관관관성성성 캘캘캘러러러스스스로로로부부부터터터 자자자색색색세세세포포포주주주의의의 선선선발발발
222...222...111고고고체체체배배배지지지에에에서서서 생생생장장장조조조절절절제제제의의의 효효효과과과
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선발된 습관성 캘러스를 0.5×0.5×0.5㎝ 크기로 잘라 0,1,10,100 M 의 2,4-D
와 0,0.5,5,50 M의 6-benzylamino-purine(BA)를 조합 처리한 MS 배지에 4개의
절편을 치상하였다.또한 동일한 농도의 naphthaleneaceticacid (NAA)와 BA를 조
합 처리한 MS배지에 치상하여 캘러스 생성 및 색소 생합성능을 조사하였다.

222...222...222...현현현탁탁탁배배배양양양에에에서서서 생생생장장장조조조절절절제제제의의의 효효효과과과
MS기본배지에서 6개월 이상 계대 배양하며 현탁 배양으로 유지해온 0.1×0.1×0.1

cm 크기의 습관성 캘러스를 0,1,10,100 μM 2,4-D와 0,0.5,5,50 μM BA가 조합 첨가
된 MS기본배지에 각각 0.1g씩 접종하여 캘러스의 생장과 안토시아닌 생합성을 조사하
였다.배지는 50mL삼각플라스크에 10mL씩 분주하여 사용했고 접종 후,7일 간격으로
동일 배지에 계대배양 하였다.

222...222...333현현현탁탁탁배배배양양양의의의 유유유지지지 및및및 증증증식식식
고체배지에서 유지된 습관성 캘러스를 0.2× 0.2× 0.2cm 크기로 잘라 각각 3g씩

채취해 50 mL의 MS 기본배지가 들어있는 250 mL 삼각플라스크에 담아 26℃,120
rpm,연속 암 조건에서 현탁 배양하였다.2 개월 후 안정적으로 생장되면 캘러스를
1/2정도 잘게 잘라 1주일에 1회 계대배양을 시행하였다.

222...222...444자자자색색색 캘캘캘러러러스스스의의의 생생생장장장곡곡곡선선선
생장조절제가 첨가되지 않은 MS 기본배지 10mL를 50mL 삼각플라스크에 분주하

고 선발된 자색 습관성 캘러스를 0.1×0.1×0.1cm 크기로 잘라 0.1g접종하여 30
일간 배양하며 3일 간격으로 생체중량을 측정하였다.

222...222...555안안안토토토시시시아아아닌닌닌 함함함량량량측측측정정정
선발된 자색 습관성 캘러스를 현탁 배양법에 따라 30일간 배양하는 동안 6일 간격으
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로 안토시아닌 함량을 측정하였다.안토시아닌 함량 측정법은 3mm filterpaper이용
하여 배양액을 제거한 후 캘러스를 잘게 잘라 즉시 추출액에 넣었다.추출액은 0.1%
citricacid가 첨가된 20% 에탄올을 사용했다.24시간 동안 30℃에서 시료의 20배 추출
액에서 추출하였다.24시간 경과된 시료를 5초간 흔들어준 후 800rpm에서 5분 동안
원심분리하고 상등액을 취하여 스펙트로포토메터를 이용하여 530 nm에서 안토시아닌
함량을 측정하였다.

222...333선선선발발발된된된 자자자색색색세세세포포포주주주의의의 배배배양양양조조조건건건 확확확립립립
222...333...111배배배지지지의의의 영영영향향향
선발된 자색 습관성 캘러스를 0.1×0.1×0.1cm 크기로 잘라,10mL의 배지가 분주된

50mL삼각 플라스크에 0.1g씩 접종하고 26℃,120rpm 암 조건으로 배양하였다.여러
배양배지의 영향에 대한 실험을 위하여 사용된 배지의 종류는 MS,Gamborgetal.(B5
1968),LinsmaierandSkoog(LS1965),LindemannOrchidmedium (LO)의 4가지로 MS
배지는 실험실에서 직접 제조하였으며,B5,LS,LO 배지는 Duchefa에서 구입하여 사용하
였다.각각의 배지에 3% sucrose를 첨가하였으며,생장조절제는 첨가하지 않고 사용하였
다.배양 12일과 30일 후에 생체중과 안토시아닌 생합성량을 측정하였다.

222...333...222당당당의의의 영영영향향향
선발된 습관성 캘러스를 2.3.1의 현탁 배양법에 따라 배양하였다.당이 캘러스 형성에 미

치는 영향을 알아보기 위해 sucrose와 glucose를 사용하였으며,각각의 농도는 0,3,6,9μ

M로 처리하여 배양하였다.배양 후 12일과 30일에 생체중과 안토시아닌 생합성량을 조사
하였다.

222...333...333접접접종종종량량량의의의 영영영향향향
선발된 습관성 캘러스를 0.1×0.1×0.1cm 크기로 잘라,생장조절제가 첨가되지 않은
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MS 기본배지 10mL가 분주된 50mL 삼각 플라스크에 캘러스를 각각 0.1(1%),0.25
(2.5%),0.5(5%),1(10%)g접종한 후 26℃,120rpm,암 조건에서 배양하였다.배양 12
일과 30일 후에 생체중량 증가율과 안토시아닌 생합성량을 측정하였다.

222...333...444생생생장장장조조조절절절제제제의의의 영영영향향향
111)))AAAbbbsssccciiisssiiicccaaaccciiiddd(((AAABBBAAA)))의의의 효효효과과과
선발된 습관성 캘러스를 0.1×0.1×0.1cm 크기로 잘라 0,5,10,20,40 μM ABA

가 첨가된 MS 기본배지 10mL가 분주된 50mL 삼각 플라스크에 0.1g씩 접종하고
26℃,120rpm,암 조건으로 배양하였다.배양 12일과 30일 후의 생체중량과 안토시아
닌 생합성 변화를 측정하였다.

222)))JJJaaasssmmmooonnniiicccaaaccciiiddd효효효과과과
선발된 습관성 캘러스를 2.3.1과 동일하게 준비하여 0,5,10,20 μM jasmonicacid가

첨가된 MS 기본배지 10mL가 분주된 50mL 삼각 플라스크에 0.1g 씩 접종하고 2
6℃,120rpm,암 조건으로 배양하였다.배양 12일과 30일 후의 생체중량과 안토시아닌
생합성 변화를 측정하였다.

222...444자자자색색색 습습습관관관성성성 캘캘캘러러러스스스의의의 안안안토토토시시시아아아닌닌닌 분분분석석석
괴근과 자색 캘러스 6g을 0.1×0.1×0.1cm로 잘게 잘라,1% (v/v)HCL MeOH

용액 100mL에서 침지시켜 4℃ 암소에서 12시간 방치한 후,색소를 추출하였다.추출
액을 Whatman No.1여과지를 사용한 Buchnerfunnel을 사용하여 흡인 여과하여 잔
사는 시료의 색소가 완전히 제거될 때까지 동일 용매를 사용하여 반복 추출하였다.이
렇게 얻어진 추출액을 회전감압농축기를 사용하여 농축한 후,농염산을 첨가하여 10
0℃의 waterbath에서 1시간 정도 가열하여 색소를 완전히 가수분해하였다.가수분해
한 색소액을 냉각 후, 물을 첨가하여 원래 양의 2배로 희석하고, 희석액에
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isoamylalcohol를 첨가하여 강하게 흔든 후,잠시 방치해 두면 aglycone은 상층의 알코
올 층으로 전용된다.상층의 알코올 층을 다른 비이커에 옮긴 다음,ether혹은 벤젠을
첨가하여 여러 지질성분을 제거하는 과정을 3회 반복하여 실행하였다.이렇게 정제된
색소액에 소량의 isoamylalcohol을 첨가하여 상층의 aglycone 부분을 취하여 high
performanceliquid chromato- graphy (HPLC)시료로 사용하였으며,이때 색소 성분
을 확인하기 위해 표준물질의 aglycone (cyanidin,peonidin)을 구입하여 사용하였다.
HPLC 분석은 Instrument -Shimadzu LC10ADVP, Detector - UV detector,
Wavelenth - 520nm,Mobilephase- H2O:MeOH:CH3COOH=63:35:2(v/v/v),Column
- CapcellPak C18SG120(4.6mmI.D.×250mm),Flow rate- 1.0ml/min 등의 조건에
서 실시하였다.
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333...결결결과과과 및및및 고고고찰찰찰

333...111습습습관관관성성성 캘캘캘러러러스스스로로로부부부터터터 자자자색색색세세세포포포주주주의의의 선선선발발발
자색고구마의 잎 조직을 1 μM 2,4-D가 첨가된 MS 기본배지에 치상하여 26℃,6000

lux의 연속 광 조건에서 6개월 이상 배양하여 선발하였다.선발 당시 캘러스의 형태는
Fig.1에서 보는 바와 같이,일반적으로 조직배양으로 생장할 수 있는 최대크기인 직경
이 1.5㎝ (Fig.1.A)에 비교하여 3～ 5배 크기로 생장하였다 (Fig.1.B,C).
일반적으로 습관성캘러스 형성의 결정은 유전자형 (종,변종),세포와 조직의 발달단

계 등이 작용하는 것으로 보고되고 있는데 (Meins1989),설탕 무의 경우 호르몬과 저
온 처리로 (GreefandJacobs1979),고추는 고농도의 cytokinin의 처리로 습관성 캘러
스 유도는 가능하였다 (Kintziosetal.1996).본 실험에서 사용된 자색고구마는 저농
도의 2,4-D를 첨가하여 6개월 이상 배양한 결과 생장조절제가 첨가되지 않는 MS 기
본배지에서 빠르게 생장하는 습관성 캘러스를 선발하였다.자색고구마로부터 선발된
습관성 캘러스는 MS기본배지에서 4주 간격으로 계대배양하며 유지 증식시켰다.
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FFFiiiggguuurrreee 111.Externalmorphology ofnormalcallus (A)and habituated calli(B,C)
from thetissueculturesofleafdisksofsweetpotato.Bars=1cm.
(A):Four-week-oldnon-embryogeniccallusinducedfrom theleaftissue culture
ontheMSmedium supplementedwith1μM 2,4-Dand0.5μM BA.
(B,C):Six-month-oldhabituatedcalliculturedonthehormonefreeMSmedium.The
sizeofhabituatedcalli(B,C)was5timeslargerthanthatofthenormalcallus(A).
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333...111...111고고고체체체배배배지지지에에에서서서 생생생장장장조조조절절절제제제의의의 효효효과과과
선발된 습관성 캘러스를 이용하여 4주 간격으로 3회 MS 기본배지에서 배양한 후,

2,4-D와 BA가 조합 처리된 고체배지에서 4주간 배양하여 캘러스 형성을 조사한 결과
는 Fig.2에서 보는 바와 같다.배양 3주 이후 육안으로 생장 구별이 가능하게 변화하
였는데,MS 기본배지와 0.5～ 50 μM BA 단독 처리구에서 생장이 양호하였으며,1 μ

M 2,4-D 첨가 시 생장이 감소하였다.10 μM 2,4-D 처리구의 경우 배양 초기에는 캘
러스가 증식하였으나,3주 이후 생장이 멈추고 갈변하였으며 배양이 지속되면서 점차
괴사하였다.이러한 현상은 100 μM 2,4-D 처리구에서도 나타났다.즉,2,4-D와 BA의
첨가 없이 생장이 가능한 습관성 캘러스이지만 고농도의 2,4-D 처리 시에는 자색고구
마의 잎이나 괴근을 이용한 조직배양과 유사하게 캘러스가 갈변하며 괴사하였다 (Park
etal.2003).그러나 잎과 괴근 조직유래 캘러스와 달리 본 연구에서 선발한 습관성 캘
러스는 10 μM 2,4-D 이상의 고농도에서 배양 직후 갈변 괴사하는 것이 아니라 배양 3
주간은 생장이 양호하여 각종 배양 환경의 스트레스에 대한 내성이 강한 것으로 추측
되었다.
한편,1∼ 10μM 2,4-D단독 처리구,1∼ 10μM 2,4-D와 0.5∼ 5μM BA 조합 처리

구에서는 부분적으로 주황색 캘러스가 형성되어 색소의 생합성을 기대하였으나,지속적인
계대배양 결과 그 이상의 색소 침착과 캘러스 생장이 일어나지 않았다.또한,2,4-D와 BA
조합 처리 시와 동일한 농도로 NAA와 BA를 조합 처리한 결과,2,4-D와 BA 조합 처리와
유사한 생장 양상을 나타냈으나,주황색 캘러스 및 자색 캘러스는 형성되지 않았다.
Nozue등 (1987)은 자색고구마의 괴근에서 유래된 캘러스의 호르몬 처리에 의한 안토시

아닌 생합성량과 생장률 조사실험에서 cytokinin은 안토시아닌 생합성량과 생장률에 영향
을 주지 않으며 IAA나 NAA에 비교하여 2,4-D처리에서 생장률과 안토시아닌 생산량이 뛰
어나나 높은 농도에서는 오히려 안토시아닌 생합성을 방해한다고 보고했다.그러나 본 실
험에서는 생장조절제가 참가되지 않은 조건과,cytokinin의 첨가 조건에서 캘러스 생장이
양호하였으나 자색을 띄는 캘러스를 유도할 수 없었다.10 μM 2,4-D 이상 처리구에서는
위의 보고 내용과 같이 캘러스의 생장이 중지되고 괴사하였다.
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본 실험의 결과 생장조절제의 첨가를 통해 색소의 생합성은 유도할 수 없었으나,생장조
절제가 첨가되지 않은 조건에서 생장한 습관성 캘러스는 일반적으로 고구마에서 유래한
캘러스의 생장과 비교하여 3～5배의 높은 생장률을 나타냈다.고구마 유래 캘러스의 일반
적인 생장량에 크게 앞서는 습관성 캘러스는 여러 가지 적합한 배양 조건을 조성할 수만
있다면 목적으로 하는 2차 대사산물의 생산을 위한 안정적인 재료로 사용될 수 있을 것으
로 사료된다.
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  2,4D(μM)

BA(μM)
0 1 10 100

0

0.5

5

50

FFFiiiggguuurrreee 222... External morphology of the habituated calli cultured in various
combination ofmediacomponentsof2,4-D (0∼ 100 μM)andBA (0∼ 50 μM)
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after4weeksofculture.ThehormonefreeMS medium wasthebestcultureof
callusgrowth.
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333...111...222현현현탁탁탁배배배양양양에에에서서서 생생생장장장조조조절절절제제제의의의 효효효과과과
생장조절제로서 2,4-D와 BA를 첨가한 배지에서 현탁 배양한 후 7일 간격으로 4주

동안 계대배양하며 캘러스의 생장과 안토시아닌 생합성여부를 육안으로 관찰하였다.
대체로 BA 단독 처리구에서 캘러스의 생장이 양호하며 단단한 밀집형 캘러스를 형성
하였고,1 μM 2,4-D 처리에서는 캘러스가 부스러지기 쉬운 형태로 변하였다.이 결과
는 습관성 캘러스를 이용한 고체배지에서의 생장조절제 효과와 유사하였다.2,4-D는
농도가 높아질수록 생장이 지연되어 100 μM 2,4-D 처리 구에서는 계대배양 3주 후 모
두 괴사하였다 (Table1).
4주 동안 안토시아닌이 합성된 자색 캘러스는 관찰 되지 않았다.Konczak등(2000)은

2,4-D첨가배지에서 안토시아닌 생합성 세포주를 얻었으나,2,4-D의 존재가 안토시아닌 생
합성을 저해하는 문제가 있다는 결과도 보고되고 있다 (OzekiandKomamine1981).본
실험에서 선발한 습관성 캘러스는 생장조절제가 첨가되지 않은 배지에서 생장하기 때문에
생장조절제에 의존하지 않는 효과적인 방안이 될 것으로 사료된다.
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TTTaaabbbllleee111...Effectof2,4-D andBA onthegrowthrateofthehabituatedcalliinthe
suspensioncultureat26℃ inthedark.

  2,4D(μM)

BA(μM)
0 1 10 100 

0 ++++++++++++++++ +++ + -

0.5 +++ ++++++++++++++++ + -

5 ++ +++ + -

50 ++ +++ + -

calligrowthrate:-,none;+,rare;++,moderate;+++,good;++++,excellent.
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333...111...333현현현탁탁탁배배배양양양의의의 유유유지지지 및및및 증증증식식식
현탁 배양은 고체 배지 상에서 유도된 습관성 캘러스를 이용하여 시도하였다.습관성 캘

러스를 액체배지로 옮겨 배양 후 4주가 경과하면 엽록소가 감소되면서 캘러스 표면의 녹
색이 황색으로 변하고 8주 후부터 안정적으로 생장하였다.1주마다 계대배양을 실시하여
20회 계대배양이 경과하면서 안토시아닌 생합성을 통해 표면이 자색으로 변화하는 캘러스
들이 출현하기 시작하였으며 계속적인 계대배양을 통해 선발,증식 유지하였다.
계대배양 20회부터 안토시아닌의 생합성량을 1주일 간격으로 30회까지 측정하였다

(Fig.3).안토시아닌 생합성량은 20회 계대배양 시에 0.119 mg/mL,28회에 0.313
mg/mL로 주기적으로 변화하지만 미세하게 계속하여 증가하였다.선발을 계속하여 계
대배양 40회 경과 후에는 육안으로도 관찰이 가능한 뚜렷한 자색 표면을 가진 습관성
캘러스들을 얻었다 (Fig.4C,D).
본 실험에서 선발한 습관성 캘러스에서의 안토시아닌 생합성량은 Fig.3에서 보는

바와 같이 약 4주를 주기로 하여 변화하면서 계속하여 조금씩 증가하는 결과를 나타냈
다.따라서 이를 이용하면 안토시아닌을 대량생산할 수 있는 가능성은 매우 높을 것으
로 사료된다.
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FFFiiiggguuurrreee333...Changesin anthocyanin contentduring thesuspension cultureofpurple
habituatedsweet-potatocalli.ThecalliweresubculturedinthehormonefreeMSliquid
medium atintervalsof7 days.Verticalbarsrepresentstandard deviation offour
replications.Anthocyanincontentwasgraduallyenhanced.
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FFFiiiggguuurrreee 444.Colortones ofanthocyanin accumulated in the storage roots ofpurple
sweetpotatocv.Jami(A),cv.Borami(B),andpurplehabituatedcalli(C,D)inthe
suspensioncultures.ThecolortonesofA andBwereverysimilartothoseofCand
D.
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333...111...444자자자색색색 캘캘캘러러러스스스의의의 생생생장장장 곡곡곡선선선
3일 간격으로 생체중량을 측정한 결과는 Fig.5에서 보는바와 같이 전형적인 생장곡선으

로 나타나는데 접종 시 생체중량 (0.1g)이 12일 (생체중량 0.244g)까지 거의 변화가 없는
lagphase(준비기)를 거친 후,성장이 빨라져 21일에는 생체중량이 0.556g,30일에는
1.704g이 되어 처음 체중의 17배 이상이 되는 rapidgrowthphase(생장기)를 지나 생체
중이 최대 증가 (33일 생체중량이 1.897g)한 뒤,이후는 stationaryphase(안정기)를 나타
내고 있다.
본 실험에서 선발한 자색 고구마 유래 습관성 캘러스가 12일부터 30일까지 활발한

생장을 보이는 결과는 아스파라가스에서 유래된 습관성 캘러스 생장 조사 결과 보고
(GrevetALetal.2000)에서 20∼ 30일에 가장 활발한 생장을 하는 것과 유사하였다.
습관성캘러스가 일반적인 캘러스보다 빠른 생장률을 보이는 것에 대하여 Poder등

(1998)은 산소요구량이 많아 생장이 빠르다고 추측하였다.본 실험에서 선발한 자색의
습관성 캘러스는 배양 30일 후 각각 초기의 약 15∼17배 생장률을 보인 세포주를 얻었
다.
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FFFiiiggguuurrreee 555...Growth curve of fresh weights of the calliduring the suspension
cultures ofthepurplehabituated cell-linein thehormonefreeMS medium.Bars
representastandarddeviationoffourreplications.Thecellgrowthshowsatypical
curvewith theinduction period at12daysand theexponentialphasebetween at
12and30daysafterinoculation.Maximalfresh weightwasobservedon the33th
day.
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333...111...555안안안토토토시시시아아아닌닌닌 함함함량량량 측측측정정정
6일 간격으로 안토시아닌 함량을 측정한 결과 생합성량 변화는 lagphase에 안토시아닌

생합성량이 급격히 증가하여 초기배양 시 생합성량 (0.266mg/mL)에 비해 6일에 0.817
mg/mL로 가장 높은 안토시아닌 생합성량을 보이며,12일은 0.730mg/mL,18일에는 0.556
mg/mL등으로 낮아져 30일에 0.1mg/mL으로 가장 낮게 생성 된다 (Fig.6).자색 습관성
캘러스를 이용한 이 측정 결과는,당근의 고체와 액체 배양을 이용한 안토시아닌 생산에서
생장조절제의 내부기작을 연구 중인 Narayan등 (2005)의 결과 보고 내용인 현탁 배양 후
12일에 안토시아닌 생합성량이 최대인 것과는 약간의 차이가 있다.
자색고구마를 이용하여 안토시아닌의 기내 생산에 대한 연구를 하고 있는 Konczak등

(2000)의 보고에 따르면,괴근 유래 cellline으로 2mg/l의 2,4-D가 첨가된 조건에서 27일
간 배양하여 배양 초기의 3.5배의 생합성량을 보인 cellline을 얻은바 있다.본 실험에서는
배양초기의 4배의 안토시아닌 생합성량을 보여 안토시아닌 기내 생산에 더 효율적일 것으
로 판단된다.
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FFFiiiggguuurrreee666...Changesofpigmentaccumulationinthepurplehabituatedcell-lineofpurple
sweet-potato,maintainedinthehormonefreeMSmedium.Barsrepresentastandard
deviationoffourreplications.Thehighestanthocyanincontentwasobservedonthe6th
day.
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333...222선선선발발발된된된 자자자색색색 세세세포포포주주주의의의 배배배양양양조조조건건건 확확확립립립
333...222...111배배배지지지의의의 영영영향향향
MS,LO,LS,B5배지에서 나타난 캘러스 생체중량과 안토시아닌 생합성에 대한 결과는

Fig.7에서 보는바와 같다.배양 12일 후,캘러스 생체량은 MS배지에서 0.178g,LO 배지
에서 0.217g,LS배지에서 0.124g,B5배지에서 0.192g으로 LO 배지에서 2.2배로 가장
많이 증가하였고 MS,B5,LS배지 순이다.안토시아닌 생합성량은 MS에서 0.970mg/mL,
LO에서 0.553mg/mL,LS에서 0.342mg/mL,B5배지에서 0.180mg/mL으로 MS배지에
서 가장 높게 나타났다.
배양 30일 후,캘러스 생체량이 MS,LO,LS,B5배지에서 각각 0.560,0.399,0.152,

0.157g으로 배양 초기와는 달리 MS배지가 약 6배로 가장 큰 성장을 나타냈으며,안토시
아닌 생합성은 MS,LO,LS,B5배지에서 각각 0.670,0.195,0.279,0.218mg/mL로 MS
배지에서 가장 높게 나타났다.
결과적으로 습관성 캘러스는 다른 배지에 비교하여 MS배지에서 높은 생장률과 안정적

인 안토시아닌 생합성량을 나타냈다.따라서 MS배지가 선발된 자색 습관성 캘러스를 유
지하기에는 적당하다고 판단된다.
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FFFiiiggguuurrreee777...Growthrateofsuspensionculturesandchangesofpigmentcontentsinthe
purplehabituatedcalliculturedinthevariousculturemedia.Theresultsshow thatthe
MS medium was themostexcellent.BBBars representa standard deviation offour
replications.
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333...222...222당당당의의의 영영영향향향
당의 종류와 농도를 달리했을 때 자색 습관성 캘러스의 생체중과 안토시아닌 생합성량

변화를 조사한 결과는 배양 12일 후,캘러스 생장량은 0,3,6,9% sucrose,3,6,9%
glucose에서 각각 0.067,0.240,0.107,0.087,0.079,0.065,0.068g으로 MS배지에 기본적으
로 첨가되었던 3% sucrose에서 2.4배의 증가로 가장 많이 생장하였다.안토시아닌 생합성
량은 0,3,6,9% sucrose,3,6,9% glucose에서 각각 0.276,0.696,0.477,0.411,0.335,
0.652,0.440mg/mL으로 3% sucrose처리 시에 가장 많았다 (Fig.8A).
배양 30일 후 결과는 Fig.8B에서 보는 바와 같이 0,3,6,9% sucrose,3,6,9%

glucose처리시의 습관성 캘러스의 생체중은 각각 0.068,0.700,0.391,0.113,0.070,0.094,
0.072g으로 3% sucrose첨가 시 생체중이 7배 성장하였으며,안토시아닌 생합성량은 3,6,
9% sucrose첨가 시 0.393,0.435,0.242mg/mL로 나타났다.
이 실험 결과는 Nozue(1987)등이 실시한 자색고구마 괴근에서 유래된 캘러스의 안토

시아닌 생성과 생체중량 조사에서 대체로 sucrose농도가 높을수록 안토시아닌 함량이 높
아지며,세포 생장은 3% sucrose농도에서 가장 높고,9% sucrose첨가 시에서는 안토시
아닌 함량과 생장률 모두가 감소한 결과와 유사하였다.
sucrose를 고농도로 함유한 배지에서 세포 생장률이 감소하는 이유는 삼투압의 증가나

배지의 높은 점성도 때문에 영양물질의 흡수가 방해받기 때문이다 (Satoetal.1996).결과
적으로 당의 영향으로는 3% sucrose첨가가 선발된 습관성 자색 캘러스의 성장과 유지 및
안토시아닌 생합성에 가장 적합하다고 사료된다.
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FFFiiiggguuurrreee888AAA...EEEffectofvariousconcentrationsofsucroseandglucoseonanthocyanin
contentandgrowthrateinthecellsuspensioncultureofthepurplehabituatedcell-line
at12daysafterinoculation.Barsrepresentastandarddeviationoffourreplications.
Thehighestamthocyanincontentandthemaximum cellgrowthwereobtainedwith
additionofthe3% sucrose.
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FFFiiiggguuurrreee 888BBB...Influence of various concentrations of sucrose and glucose on the
anthocyanin contentand growth ratein thecellsuspension culturesofthepurple
habituatedcell-lineat30daysafterinoculation.Barsrepresentastandarddeviationof
fourreplications.Themaximum callusgrowthwasobtainedwithadditionofthe3%
sucrose.The highestamthocyanin contentwas obtained with addition ofthe 6%
sucrose.



- 29 -

333...222...333접접접종종종량량량의의의 영영영향향향
캘러스 접종량에 따른 생장률에 대한 결과는 Fig.9와 같다.배양 12일 후 캘러스 생장

증가율을 보면,배양액 당 캘러스 비율이 1%의 경우 1.3배,2.5% 접종의 경우 2.8배,5%
의 경우 2.6배,10% 접종 시 2.2배의 증가율을 보였다.
안토시아닌 생합성량에 있어서도 2.5% 캘러스 접종 시 0.741mg/mL를 생합성 하여 가

장 높게 나타났다.1g(10%)접종 시 배양 배지의 탁한 정도가 다른 처리구보다 심하며
캘러스가 무르게 변화하여 캘러스 조직 갈변과 괴사가 12일 이내에 시작된 것으로 추측된
다.따라서 캘러스 접종량을 배지의 10% 이상으로 할 경우 최대 12일 이내에는 계대배양
을 시행해야 할 것으로 판단된다.
배양 30일 후의 생체중량 변화는 1∼ 10% 접종 시 각각 6.7,6.5,4.0,2.2배 증가하여

0.1% 접종이 30일 가량 장기간 배양 할 경우 유리하게 판단된다 (Fig9).안토시아닌 생합
성량은 12일에 비교하여 약 50% 감소하여 5% 접종 시 0.442mg/mL로 가장 양호하게 나
타났으나,이는 생장이 낮고 또한 캘러스 유지 형태가 무르게 변화되어 그 이후 계대배양
할 경우 갈변 괴사율이 높아 비효율적이었다.
12일 이내,즉 단기간에 높은 생장량을 얻기 위해서는 2.5%로 접종하는 것이 생체중량

증가에 효과적이고,캘러스를 유지시키기 위해서는 1%로 접종하여 생장 속도를 조절하여
계대배양 횟수를 줄이는 것이 효과적인 것으로 판단된다.
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FFFiiiggguuurrreee999...Effectsofcellinoculum sizeoncallusgrowthandanthocyanincontentsand
growthrateinthecellsuspensionculturesofthepurplehabituatedcalli.Barsrepresent
astandarddeviationoffourreplications.
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333...222...444생생생장장장조조조절절절제제제의의의 영영영향향향
111)))AAABBBAAA의의의 효효효과과과
자색고구마 조직배양과 현탁 배양에서 ABA 처리는 2,4-D,BA,jasmonicacid처리에

비교하여 캘러스 생장과 안토시아닌 색소 생합성에 큰 효과가 없는 것으로 나타났다.
ABA 첨가 시 6일째 까지는 거의 변화가 나타나지 않았다.배양 12일 후,자색 습관성

캘러스의 생체량은 0,5,10,20,40 μM ABA 처리구에서 각각 0.406,0.487,0.550,0.633,
0.460g으로 MS기본배지 (대조구)의 생체중량에 비교하여 20 μM ABA 처리 시 1.5배 이
상 크게 증가하는 높은 생장 결과를 보였다 (Fig.10).안토시아닌 생합성량은 0,5,10,20,
40 μM ABA 처리구에서 각각 0.728,0.602,0.485,0.436,0.516mg/mL로 MS기본배지가
높았다.이 실험 결과는 ABA가 산소와 구리이온의 존재 하에서 안토시아닌을 분해 작용
하는 것으로 보고 (Markakis1982)된 예를 보여준다.
배양 30일 후,0,5,10,20,40 μM ABA의 농도에서 생체중은 각각 1.360,1.684,1.549,

1.562,1.430g으로 특히 5 μM ABA 처리에서 가장 높게 증가했다.안토시아닌 함량은 12
일에 비해 전체적으로 더 낮아져 각각 0.359,0.373,0.283,0.312,0.251mg/mL이었다.
ABA 첨가 시 나타나는 효과는 단기간에 높은 생장을 유도 할 수 있는 생장배지로

ABA가 첨가된 배지를 사용한 후,이를 다시 안토시아닌 생합성능이 높은 생산 배지로 계
대 배양하면 안토시아닌을 대량생산 할 수 있을 것으로 기대된다.
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FFFiiiggguuurrreee111000...EEEffectofvariousconcentrationsofABA ontheanthocyaninaccumulation
and growth ratein thesuspension cultureofthepurplehabituated cell-line.Bars
representastandard deviation offourreplications.Themaximum cellgrowth was
obtainedwithadditionof5μM ABA.
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222)))JJJaaasssmmmooonnniiicccaaaccciiiddd효효효과과과
자색 습관성 캘러스에 jasmonicacid를 처리한 결과 배양 12일 후 0,5,10,20 μM

jasmonicacid처리 시 캘러스 생체량이 0.141,0.304,0.210,0.303g으로 대조구의 3배,안
토시아닌 생합성량은 0.460,1.068,0.921,0.905mg/mL로 대조구의 2.5배 증가하는 결과를
나타냈다 (Fig.11).안토시아닌 생합성량의 증가와 더불어 생체중량도 증가된 이 실험 결
과는 포도의 현탁 배양에서 jasmonicacid첨가 시 안토시아닌 생합성은 증가하나 캘러스
의 생장량은 저해된다는 Zhang등 (2002)의 보고와는 매우 다른 결과이다.
배양 30일 후에도 캘러스 생체중량은 0,5,10,20 μM jasmonicacid처리 시 각각

1.306,1.328,1.412,1.278g으로 14배 증가하여 jasmonicacid는 캘러스 생장에 아주 효과
적이었다.안토시아닌 생합성량은 각각 0.399,0.399,0.335,0.460mg/mL로 선발된 습관성
자색 캘러스에서 jasmonicacid처리는 생장량 증가와 안토시아닌의 대량 생산에 많은 도
움을 줄 것으로 기대된다.
.
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FFFiiiggguuurrreee111111.Effectofdifferentconcentrationsofjasmonicacidonanthocyanincontent
andgrowthrateinthesuspensioncultureofthepurplehabituatedcalli.Barsrepresent
astandarddeviationoffourreplications.Anthocyanincontentwasthehighestat5 μM
jasmonicacid.
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333...333자자자색색색 습습습관관관성성성 캘캘캘러러러스스스의의의 안안안토토토시시시아아아닌닌닌 분분분석석석
자미 괴근과 선발된 자색 고함유 세포주의 안토시아닌을 HPLC 분석하여 비교한 결과,

괴근의 경우 cyanidinglucoside가 7.1ppm/g,peonidinglucoside가 2.15ppm/g함유되어
있는 것으로 조사되어 자색 고구마 세포의 안토시아닌 함량 분석에서 cyanidinglucoside
가 peonidinglucoside보다 많은 양이 함유되었다는 Nozue등 (1987)의 보고와 일치하나
본 실험에서 선발된 자색 습관성 캘러스는 cyanidinglucoside가 검출되지 않았으며,단지
peonidinglucoside만 0.55ppm/g으로 분석되었다.
spectrophotometer를 이용한 정량분석에서는 자색고구마 자미 괴근의 안토시아닌 함량은

1.3mg/mL함유되어 있는 것으로 조사되었고,선발된 자색 습관성 캘러스의 안토시아닌
함량은 1.1mg/mL함유되어 있는 것으로 나타났다.
안토시아닌 전체 함량은 유사하나 선발된 자색 습관성 캘러스의 안토시아닌은 본래 괴

근의 조직배양에서 생합성 축적된 안토시아닌 종류인 cyanidin glucoside와 peonidin
glucoside와는 달리,cyanidinglucoside이 검출되지 않았으며,peonidinglucoside가 소량
검출 되어 안토시아닌 전구체 물질이 상당량 축적되어 있는 것으로 추측되었다.따라서 자
색 습관성 캘러스에 함유된 전구체 물질을 안토시아닌으로 전환시키기 위한 조건 확립이
요구된다.
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