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            Abstract
          
        

        
          상처로부터 수목을 보호할 상처유합제를 개발하기 위하여 생장조절물질을 첨가한 MS 배지에 느티나무, 대추나무, 소나무, 은행나무 및 칠엽수의 가지 절편을 배양하고 유합조직의 형성률을 조사하였다. 기내시험 결과를 바탕으로 2,4-D, NAA, IBA 등을 후보물질로 선발하고 증량제인 잔탄검과 혼합하여 상처유합제를 조제하였다. 2 × 10 cm 크기로 수피를 완전히 제거한 절단면에 각각의 상처유합제를 충분히 바르고 12주 뒤에 유합조직의 크기를 조사하였다. 유합조직 형성량은 수종에 따라, 상처유합제의 유효성분에 따라 다르게 나타났다. 느티나무와 단풍나무에서는 2,4-D 2 mg/L가 가장 좋은 효과를 보였으며, 잣나무에서는 NAA 8 mg/L이, 그리고 은행나무에서는 IBA 1 mg/L이 가장 좋은 효과를 보였다. 은행나무는 다른 수종보다 유합조직 형성량이 현저히 적었다. 티오파네이트메틸 도포제는 느티나무에서만 효과가 뛰어났으며, 다른 수종에서는 모든 생장조절제제를 능가하지는 못했다. 수피의 상처처리제로 널리 사용되고 있는 바셀린은 4 수종 모두에서 상처부위에 오래 잔존하며 부후를 촉진시키는 역효과를 보였다. 따라서 활엽수의 상처유합제로는 2,3-D 제제가, 송백류에는 NAA 제제가, 그리고 은행나무에는 IBA 제제가 적당한 것으로 밝혀졌다.

        

        
          
            초록
          
        

        
          New tree wound-treatment formulations (WTF) were developed in this study. Stimulating effects of plant growth regulating substance on callus formation were evaluated in vivo twig disc culture of Zelkova serrata, Ziziphus jujuba, Pinus densiflora, Ginkgo biloba. and Aesculus turbinata. Based on the evaluation, WTF were prepared with 2,4-D, NAA, and IBA using xanthan gum as an extending agent. WTF were pasted on 2 × 10 cm artificial wound on the stem and the effects were evaluated 12 weeks later with the thickness of new callus-tissues. The effects varied with tree species and the growth regulators. In Z. serrata and A. turbinata, 2 mg/L of 2,4-D was the best WTF. In P. koraiensis and G. biloba, 8 mg/L of NAA and 1 mg/L of IBA were the best, respectively. Callus formation was quite lower in G. biloba compared to other species. Stimulating effect of thiophanate-methyl paste was excellent only in Z. serrata and lower than certain WTF in other species. Vaseline, which was used generally as an WTF, remained longer on the wound and causing decay. From the results, it could be recommended that 2,4-D, NAA and IBA were the best WTF for Z. serrata/A. turbinata, P. koraiensis and G. biloba, respectively.
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      서 론
      나무는 해를 거듭하여 살아가면서 태풍 등 자연재해는 물론, 관리를 위한 전정 등 여러 가지 인위적 상처를 받는다. 작은 상처는 큰 문제를 일으키지 않고 치료되는 경우가 많지만, 상처가 크다든지 관리가 잘못되면 나무의 경제적 가치를 떨어뜨릴 수도 있으며, 때로는 나무의 생명을 위협하기도 한다. 따라서 사람들은 오래 전부터 나무의 상처가 신속하게 잘 아물게 하기 위하여 석회나 재 등 여러 가지 물질들을 사용해 왔으며, 20세기에 들어와서는 일부에서 콜타르와 크레오소트(creosote)가 사용되었다(Hudler and Jensen-Tracy 2002).

      상처가 잘 아물지 않을 경우에는 부후로 진행되는 것이 일반적이므로(Kozlowski and Pallardy 1997; Tattar 1986) 살균제를 주성분으로 하여 상처도포제를 개발하려는 시도가 끊임없이 이어져, 건물이나 가구 등에 사용하는 일반 페인트에 황산구리(copper sulfate)나 bichloride of mercury를 혼합하여 사용하거나(Collins 1934), 보르도액과 펜타클로르페놀(pentachlorophenol) 등을 바셀린(petroleum jelly, vaseline)과 혼합하여 사용하기도 하였다(Padfield 1955).

      나무도 자기방어 체계를 갖추고 있어서 상처를 입으면 목재 부후균을 비롯한 다양한 미생물들의 침입을 봉쇄하기 위하여 CODIT (Compartmentalization of Decay in Tree) 개념으로 설명되는 조직구획화를 진행한다(Shigo 1988; 1991). 상처나 감염 부위의 구획화는 4개의 벽으로 이루어지는데, 네 번째 벽은 형성층으로부터 새로 만들어지는 보호조직으로서 4개의 벽 중에서 가장 강력한 방어벽이다. 상처가 생기면 형성층은 새로운 보호조직을 만들어 상처 발생 당시의 조직을 새로운 형성 조직으로부터 분리시키고, 노출된 상처의 외부를 에워싸서 더 이상 외부로부터의 감염을 차단한다.

      이와 같이 스스로 방어기작을 발동하는 나무의 특성을 고려한다면, 나무의 상처를 위한 처리가 오히려 수목의 정상적인 방어 반응을 저해할 수도 있다는 주장도 제기되었으며(Shigo and Shortle 1983; Shigo and Wilson 1977), 그 결과 미국 등 일부 선진국에서는 상처도포제의 사용을 권장하지 않고 있지만(Gilman and Sharon 2008; TCIA 2008) 우리나라는 물론 선진국에서도 새로운 상처도포제에 대한 요구는 계속 이어지고 있다.

      CODIT 이론에 따르면 수목의 상처부위 보호는 상처와 인접한 형성층이 왕성하게 활동하여 새로운 유합조직을 얼마나 빠르게, 얼마나 많이 형성하는가 하는 것이 관건이다(Ha et al. 2004). 따라서 형성층으로부터 만들어지는 유합조직의 형성을 촉진하는 방법 또는 물질을 이용하면 상처를 통해 감염되는 부후균으로부터 수목을 보호할 수 있다(Tattar 1986).

      대부분의 식물은 한 개의 세포나 조직으로부터 완전한 개체식물로 재분화 할 수 있는 능력, 즉 전형성능을 지니고 있다. 식물호르몬(plant hormones)은 극히 미량으로도 식물의 생장과 발육을 촉진시키거나 억제시킬 수 있으며, 이들 물질을 식물생장조절물질(plant growth regulator)이라고 한다(Kwak et al. 1996). 그 중 IBA (indol butylic acid)는 저농도에서 유합조직 생성을 촉진한다고 보고되었으며, 식물의 생장과 발육에 대한 식물생장조절제의 효과에서 옥신(auxin)은 세포의 증대, 뿌리발생, 유합조직 형성, 목질부 형성 등에, 사이토키닌(cytokinin)은 세포분열, 세포증대, 뿌리발생, 유합조직 형성 등의 효과와 함께 식물생장조절제의 효과와 기능을 가지고 있는 것으로 알려져 있다(Kim 1991; Leopold & Kriedemann 1975).

      하지만 식물생장조절제가 수목에 발생하는 상처를 치유하는데 관여하는 역할에 관한 연구는 현재 일부에서 제한적으로 이루어지고 있다. Seol et al. (2004)은 스트로브 잣나무 대량증식을 위한 기내배양에서 생장조절물질이 유합조직 형성에 미치는 영향을 조사한 결과 2,4-D와 BA 처리가 유합조직 형성률을 높였다고 보고하였으며, Ha et al. (2004)은 식물생장조절제 이외에 바셀린의 영향 등에 대해서도 검토하였다.

      따라서 본 연구에서는 형성층의 유합조직 형성을 촉진하여 수목의 상처치료 효과를 높일 수 있는 상처유합제를 개발하기 위하여 몇 가지 식물생장조절물질이 기내에서 유합조직 형성에 미치는 영향을 조사하고, 그 결과에 따라 실제로 수목의 상처에 처리할 수 있는 상처유합제를 만들고, 그 효과를 검정하고자 하였다.

    

    

  
    
      재료 및 방법
      
        생장조절제에 따른 유합조직 형성조사
        충청북도 청주시 소재 모 대학교 교내에 조경용으로 식재되어 있는 소나무(Pinus densiflora), 은행나무(Ginkgo biloba) 등 침엽수 2종과 느티나무(Zelkova serrata), 대추나무(Zizyphus jujuba), 칠엽수(Aesculus turbinata) 등 활엽수 3종의 1년생 가지들을 실험에 사용하였다(Table 1). 수목의 생육이 감소하는 시기인 9월에 각 수종의 1년지를 길이 0.5~0.7 cm로 자르고 흐르는 물로 5분간 씻은 후, 2% 차아염소산나트륨에 5분 동안 담가 표면살균하였다. 추가살균을 위하여 이들을 70% 에틸알코올에 2분간 침지한 후 꺼내어 멸균수로 3~4회 씻은 뒤 사용하였다. 소독한 가지는 멸균한 거름종이 위에서 표면의 물기가 제거될 때 까지 무균상 내에서 건조한 후에 조직의 단단함을 고려하여 종단면과 횡단면으로 절단하여 실험에 사용하였다. 모든 작업은 무균상 내에서 수행하였다.

        준비된 가지 절편을 식물호르몬과 2% sucrose, 0.23% gelrite (Duchefa, Haarlem, the Netherlands)가 함유된 MS배지(Murashige & Skoog, 1962)에 치상하였다. 캘러스유도를 위한 식물호르몬으로는 3종의 auxin (2,4-D: 2,4-dichlorophenoxy acetic acid, NAA: naphthalene acetic acid, IBA: indole-3-butyric acid)과 3종의 cytokinin (TDZ: thidiazuron, BA: 6-benzylaminopurine, kinetine: 6-furfurylamino purine)을 사용하였으며, 농도를 0.5, 1, 2, 4, 8 mg/L으로 조절하였다. 생장조절물질이 함유된 MS배지는 0.1 N NaOH를 이용하여 pH 5.8로 조정 후 121oC에서 15분간 고압멸균하고 플라스틱 페트리접시(6.0 × 1.5 cm)에 12 mL 씩 분주하여 사용하였다. 수종별 생장조절물질의 농도별로 각각의 배지에 길이 0.5 ± 0.1 cm의 가지 절편 3~4개씩을 치상하여 25 ± 2oC, 암조건에서 배양하며 관찰하였다. 페트리접시 하나를 한 반복으로 간주하였으며, 모든 처리는 3반복으로 수행하였다.

        배양 4주 후에 각 처리구별로 유합조직 발생여부를 조사하였고, 8주 후에 실체현미경(SMZ745, Nikon, Japan; 20x)을 이용하여 캘러스의 형태, 색깔, 생성률 및 생성량을 조사하였다.

        
          Table 1. 
				
          

          
            Species and size of trees used in this study
          
          

        

        
          
            
              	Common name
              	Scientific name
              	Height (m)
              	DBHa (cm)
              	WCb (m)
            

          
          
            	Zelova
            	
              Zelkova serrata
            
            	6.4 ± 1.2c
            	11.4 ± 1.9
            	4.3 ± 1.5
          

          
            	Maple
            	
              Acer palmatum
            
            	3.0 ± 0.7
            	9.3 ± 1.2
            	2.2 ± 0.9
          

          
            	Ginkgo
            	
              Ginkgo biloba
            
            	9.2 ± 2.0
            	18.7 ± 2.4
            	1.8 ± 0.3
          

          
            	Nut pine
            	
              Pinus koraiensis
            
            	7.6 ± 0.4
            	10.3 ± 1.7
            	5.0 ± 1.2
          

        

        
          
            a Diameter of main stem at breast height
          

          
            b Width of crown
          

          
            c Values represent by mean ± SD
          

        

        

      

      
        상처유합제 조제
        수목에 처리할 상처유합제에 첨가된 생장조절물질의 종류와 농도는 기내 유합조직 유도실험 결과를 토대로 결정하였으며, 대상 수목을 활엽수와 침엽수로 구분하여 처리하였다. 즉, 활엽수는 2,4-D 2 mg/L와 NAA 1, 2 mg/L이었으며, 침엽수는 2,4-D 1, 2 mg/L, NAA 4, 8, 10 mg/L, 그리고 IBA 1, 2, 4 mg/L였다.

        상처유합제의 제형을 만드는 데 필요한 증량제로는 예비실험에서 생장조절물질과의 친화성이 높고 상처에 도포 하였을 때 흘러내리지 않을 정도의 뛰어난 점증력을 가진 천연점증제인 잔탄검(xanthan gum)을 사용하였다. 우선 고온의 자석교반기를 사용하여 멸균수를 60 ± 5oC로 가열한 상태에서 잔탄검 분말 5%를 첨가하여 녹인 후 호르몬을 첨가하여 다시 잘 섞은 다음, 실온에서 60oC 이하로 식힌 뒤 마지막으로 살균제(베노밀)를 500 ppm이 되도록 첨가하였다. 만들어진 상처유합제는 4oC에 보관하며 실험에 사용하였다.

        이와 같이 조제한 상처유합제들을 유효성분의 첫 글자와 농도에 따라 D1, D2, N1, N2, N4, N8, N10, I1, I2, I4 등으로 명명하였다.

      

      
        상처유합제의 효과 조사
        실제 수목에서의 상처유합도를 조사하기 위하여 기내 유합조직 형성실험 결과를 토대로 충북 청주 소재 대학교 교내에 식재되어 있는 조경용 느티나무, 단풍나무 등 활엽수 2종과 은행나무, 잣나무 등 침엽수 2종 등을 선정하여 각 수종별로 7~10그루씩을 실험에 사용하였다(Table 1). 선발된 개체들은 모두 외관상 건강하며 병해가 없이 정상적으로 생장하고 있었으며, 형성층 전기저항치 측정기인 Shigometer(OZ-93, OSMOSE, USA)를 이용한 수목활력 측정에서 높은 활력도를 보였다. 실험 수행 중에 기온, 일조량, 토양 습도 등 환경요인들이 나무의 유합조직 형성에 미치는 영향을 최대한 배제하기 위하여 수종별로 모두 같은 장소에 식재되어 있는 개체들을 사용하였다.

        실험에 선정된 나무들에는 수목이 활발하게 생장하는 시기인 6월 중순에 주간의 가슴 높이에 70% EtOH로 소독한 칼을 사용하여 길이 10 cm, 너비 2 cm의 인위적 상처를 내고 목질부가 드러나도록 수피를 제거하였다. 그리고 수피의 형성층을 포함하여 절단면에 위와 같이 제조한 상처유합제를 처리에 따라 충분량을 고르게 도포하였다. 상처유합제에 대한 대조구로는 수목류의 상처 살균 및 보호제로 널리 사용되는 티오파네이트메틸 도포제(thiophanate-methyl 3%)와 바세린(vaseline)을 사용하였으며, 처리 방법은 동일하였다. 티오파네이트메틸 도포제처리구는 T 처리구라고 명명하였다.

        상처유합제 처리에 따른 유합조직의 유도 및 상처 치유도를 조사하기 위하여 상처유합제 도포 후 2주 간격으로 버니어캘리퍼스를 사용하여 상처유합 정도를 조사하였다. 그리고 상처, 즉 좌우측 절단면에서 자라나오는 유합조직의 수치를 각각 측정하여 그 평균값을 그 처리의 치유도로 정하였다. 유합조직 형성량 조사는 상처유합제를 처리한 2주 후부터 나무가 휴면기에 접어드는 시기인 9월 초순까지 조사하였다.

      

      
        자료 분석
        본 실험은 모두 3반복 이상으로 수행되었으며 통계처리는 SAS 프로그램(Statistical Analysis System, Cary, NC)을 이용하여 5% 유의수준에서 Duncan 다중검정으로 비교하였다.

      

    

    

  
    
      결과 및 고찰
      
        유합조직 형성에 미치는 생장조절물질의 영향
        여러 수준의 옥신과 사이토키닌을 처리한 MS배지에서 느티나무와 소나무 등 두 종의 가지절편은 유합조직을 형성하였으나, 나머지 3종은 어떤 처리구에서도 유합조직을 형성하지 않았으며, 배양 6주 뒤에는 조직이 갈변되며 죽었다.

        느티나무와 소나무에서 각각 배양 4주 후부터 가지 절단면의 형성층 부위에서 유합조직이 만들어지기 시작하였는데, 호르몬 농도에 따라 유합조직의 형성량과 조직의 형태, 색깔 등에 차이가 있었다(Fig. 1). 느티나무는 2,4-D와 NAA 등 옥신 처리구에서 유합조직이 형성되기 시작하였으나, IBA와 TDZ, BA, kinetin 등 사이토키닌 처리구에서는 캘러스가 만들어지지 않았다. 이 결과는 옥신은 조직배양에서 세포분열을 촉진하며, 특히 사이토키닌과 공존하여 유합조직의 형성을 촉진한다고 한 Lee (2005)의 결과와 부합하는 것이다. 옥신의 단독 첨가 시에는 배양 조직의 세포분열이 일어나지 않고 세포 크기만 현저히 커지는 현상이 관찰된 바 있으나(Kim, 1991), 본 실험에서는 유합조직의 불규칙한 덩어리들이 만들어지는 것으로 미루어 세포분열이 일어나는 것으로 보인다. 유합조직을 형성하지 못한 가지절편들은 배양 6주 후에는 절단면이 마르면서 죽는 것이 확인되었다.

        느티나무 가지절편은 옥신 중 2,4-D 1 mg/L 처리구와 NAA 2 mg/L 처리구에서 다른 농도의 처리구 보다 유합조직이 더 균일하게 형성되었으며 형성률도 높았다. 특히 NAA 2 mg/L 처리구에서는 반복 간에 유합조직이 일정량 이상으로 높은 형성률을 보였을 뿐 아니라, 2,4-D 및 다른 농도의 NAA 처리구에서 보다 더 많은 양의 유합조직을 확인할 수 있었다(Table 2). 따라서 느티나무의 경우 상처의 유합조직 형성에는 NAA 2 mg/L 처리가 가장 효과적이었다.

        느티나무 가지절편에서 형성된 유합조직은 형성 초기에는 대부분 옅은 노란색 내지 투명한 느낌이었으나, 구성 세포간에 부착이 약한 편으로 잘 부서지는 특성을 보였다. 하지만 배양 5주 후에는 유합조직이 옅은 갈색으로 변색되었으며, 구성 세포 간에 부착이 강하고 단단한 특성으로 바뀌었다(Figs. 1, 2A). 고등식물 조직으로부터 기내 배양을 통해 유도되는 유합조직의 생체성분은 배지의 종류와 생장조절제의 농도 및 종류 그리고 광, 온도, 시간 등 배양환경의 영향에 민감한 것으로 알려져 있는데(Lee, 2005), 느티나무의 유합조직 형성도 환경의 영향을 많이 받는 것으로 보인다.

        소나무도 느티나무와 같이 2,4-D, NAA, IBA 등 모든 옥신에서 유합조직이 형성된 반면, 사이토키닌에서는 캘러스가 전혀 만들어지지 않았으며(Table 2), 배양 4주 후부터는 단면이 진한 갈색으로 변하면서 죽기 시작하였다. 유합조직을 만들지 않은 소나무 가지절편이 느티나무 가지절편보다 더 빨리 죽었는데, 그 이유에 대해서는 좀 더 많은 연구가 필요할 것으로 보인다. 반면, 소나무의 유합조직 형성은 전반적으로 느티나무보다 더 좋아, 2,4-D와 NAA의 모든 처리농도에서 캘러스가 형성되었다. NAA에서는 처리 농도 증가에 따라 유합조직 형성률도 증가하였으며, 반복 간에 유합조직의 양도 큰 편차 없이 많은 것을 확인할 수 있었다. 소나무 가지절편은 2,4-D 1 mg/L와 NAA 8 mg/L에서 유합조직 형성률이 가장 좋았다. 육안관찰의 결과, 호르몬의 종류나 처리농도에 따라 소나무 가지 절편의 유합조직 형성이 달라지는 것은 발견할 수 없었다. 유합조직은 전체적으로 연녹색을 띄는데, 표면이 부드러운 느낌을 주면서 광택이 있고, 느티나무에 비해 수분함량이 많고 세포조직이 치밀하게 보였다(Figs. 1, 2B).

        
          
          

          Fig. 1. 
				
          

          
            Callus formation on twig explants of Zelkova serrata (left two columns) and Pinus densiflora (right two columns) after 4 weeks on MS medium amended with 2 mg/L (Z. serrata) and 8 mg/L (P. densiflora) of NAA.
          
          

          

        

        
          
          

          Fig. 2. 
				
          

          
            Callus formation of twig explants of Zelkova serrata (A) and Pinus densiflora (B) after 4 weeks on MS medium amended with 2,4-D and NAA. Con: control (no growth regulator amendment).
          
          

          

        

        
          Table 2. 
				
          

          
            Effects of plant growth regulators on callus formation on twig explants of Zelkova serrata and Pinus dendiflora
          
          

        

        
          
            
              	Plant growth regulatora
              	
                Zelkova serrata
              
              	
                Pinus dendiflora
              
            

            
              	Concentration (mg/L)
              	Callus formationb
              	Concentration (mg/L)
              	Callus formationb
            

          
          
            	2,4-D
            	0.5
            	+
            	0.5
            	++
          

          
            	1
            	++
            	1
            	+++
          

          
            	2
            	+
            	2
            	++
          

          
            	4
            	-
            	4
            	++
          

          
            	8
            	-
            	8
            	++
          

          
            	NAA
            	0.5
            	-
            	0.5
            	+
          

          
            	1
            	++
            	1
            	+
          

          
            	2
            	+++
            	2
            	++
          

          
            	4
            	-
            	4
            	++
          

          
            	8
            	-
            	8
            	+++
          

          
            	IBA
            	0.5
            	-
            	0.5
            	-
          

          
            	1
            	-
            	1
            	+
          

          
            	2
            	-
            	2
            	+
          

          
            	4
            	-
            	4
            	+
          

          
            	8
            	-
            	8
            	-
          

          
            	TDZ
            	0.5
            	-
            	0.5
            	-
          

          
            	1
            	-
            	1
            	-
          

          
            	2
            	-
            	2
            	-
          

          
            	4
            	-
            	4
            	-
          

          
            	8
            	-
            	8
            	-
          

          
            	BA
            	0.5
            	-
            	0.5
            	-
          

          
            	1
            	-
            	1
            	-
          

          
            	2
            	-
            	2
            	-
          

          
            	4
            	-
            	4
            	-
          

          
            	8
            	-
            	8
            	-
          

          
            	Kinetin
            	0.5
            	-
            	0.5
            	-
          

          
            	1
            	-
            	1
            	-
          

          
            	2
            	-
            	2
            	-
          

          
            	4
            	-
            	4
            	-
          

          
            	8
            	-
            	8
            	-
          

          
            	Control
            	0
            	-
            	0
            	-
          

        

        
          
            a 2,4-D: 2,4-dichlorophenoxy acetic acid, NAA: naphthalene acetic acid, IBA: indole-3-butyric acid, TDZ: thidiazuron, BA: 6- benzylaminopurine, kinetine: 6-furfurylamino purine
          

          
            b -: no callus, +: callus covers camabial area only, ++: callus covers up to the width of the twig, +++: callus more than the twig width
          

        

        

      

      
        상처유합제의 효과
        기내시험 결과를 바탕으로 상처유합제를 조제하여 느티나무, 단풍나무, 은행나무, 잣나무 등에 인위적으로 균일게 만든 상처에 처리한 결과, 유합조직 형성은 느티나무, 단풍나무의 순으로 많았다. 은행나무와 잣나무는 상대적으로 낮은 형성도를 보였으며, 유합조직이 만들어지는 시기에서도 차이를 보였다.

        잔탄검을 이용한 제형은 상처에 도포 후 일주일 까지 도포부위에서 유분기를 보였으며 2주일 이후에는 상처 부위에서의 흡수 및 수분 증발로 인해 유분기가 관찰되지 않고 건조되는 것으로 보였다. 또 잔탄검 제제는 점도가 뛰어나 5% 이상으로 제조하여 도포하였을 경우 약한 빗물로는 쉽게 소실되지 않는 특징도 확인되었다.

      

      
        느티나무에 대한 상처유합제의 효과
        각 처리결과는 통계분석에서 T 처리구와 NAA 처리구만이 유합조직 촉진효과를 보였으며, 나머지 처리구는 모두 무처리 대조구와 유의차를 보이지 않았고, 바셀린 처리구는 오히려 억제효과를 보였다. 가장 높은 촉진효과를 보인 T처리구에서 도포 2주 후부터 4.58 mm로 가장 많은 유합조직이 만들어졌으며, 12주가 지난 후에는 14.56 mm로 상처 너비 20 mm 대한 피복률(유합조직이 상처 표면을 덮은 비율) 73%로 가장 높았다(Figs. 3A, 4A). 다음으로 N2 처리구에서 9.59 mm, N1 처리구에서 8.94 mm의 유합조직이 만들어져 두 처리 간에 통계적 유의차는 없었으나, 호르몬을 포함하지 않은 잔탄검 처리구의 7.71 mm 및 무처리구의 6.54 mm 보다는 통계적으로도 더 많은 유합조직을 형성하였다. N 처리구들의 상처피복률은 50%에 근접하였다.

        이러한 결과는 기내 유합조직 형성실험(Table 2)과 부합하는 결과로서, 상처유합제의 사용가능성을 제시하는 것이었다. 반면 바셀린 처리구에서는 유합조직이 형성되지 않았으며, 상처 부위에 도포 10주 후까지도 유분기가 남아있어 도포한 안쪽의 상처부위가 심하게 부패한 것을 확인할 수 있었다(Fig. 4A). Ha et al. (2004)도 외과수술 후 수목의 효율적인 유합조직 형성방법에 관한 연구에서 느티나무의 상처 유합 실험 결과 바셀린 처리에서 유합조직이 형성되지 않았으며 부분적으로 부패가 일어났다고 보고하였다.

        상처유합제 별 유합조직 형성에 걸리는 시간을 조사한 결과, T 처리구, N1 처리구 및 무처리구에서는 제형 도포 2주 후부터 유합조직이 만들어지기 시작하는 것을 확인하였으며, D2 처리구 및 N2 처리구에서는 4주 후 부터 캘러스가 만들어지기 시작했다. 잔탄검 처리구에서는 6주 후부터 유합조직이 관찰되었다(Fig. 4A).

        대조구로 사용한 살균제인 티오파네이트메틸 도포제의 상처치유효과에 대해서는 Lee and Lee (2010)와 Ha et al. (2004) 등이 이미 언급한 바 있는데, Chung (2008)은 그의 박사논문에서 식물생장조절물질을 이용한 약품처리 실험 결과 소나무의 톱신페스트(도포제) 처리에서 유합조직 형성이 가장 우수하였으며, 바셀린이 가장 더딘 유합 조직 형성속도를 보였다고 보고하였다. 본 연구에서도 티오파네이트메틸 도포제는 상처에 도포하였을 때 표면에 고체막을 만들었으며, 이 처리구에서 가장 많은 유합조직이 형성되었다. 그러나 촉진 기작에 대해서는 아직까지 밝혀진 바가 없으며, 다만 표면에 만들어진 막이 상처부위를 부후균의 침입 등으로부터 보호하여 유합조직 형성에 도움을 준 것으로 생각된다. 한편, 이 도포제는 상처에 도포 시 아래로 쉽게 흘러내렸으며, 상처 표면의 기울기에 따라서 부착이 어렵고, 굳기 전에는 빗물에 쉽게 씻기는 단점이 있었다.

        
          
          

          Fig. 3. 
				
          

          
            Effects of the wound-treatment formulations on callus formation in Zelkova serrata (A) and Acer palmatum (B). Extending agent of the formulation was xanthan gum and the formulation D2, N1, and N2 contains 2 mg/L of 2,4-D, 1 mg/L of NAA, and 2 mg/L of NAA, respectively. T: thio- phanatemethyl paste, V: vaseline, x: xanthan gum, Con.: control (wound only).
          
          

          

        

        
          
          

          Fig. 4. 
				
          

          
            Callus formation on the wound of Zelkova serrata (A) and Acer palmatum (B) main stem 12 weeks after wounding and application of wound-treatment formulation. Extending agent of the formulation was xanthan gum. Con.: control (wound only), D2: 2,4-D 2 mg/L, N1: NAA 1 mg/L, N2: NAA 2 mg/L, T: thiophanate-methyl, V: vaseline, X: xanthan gum.
          
          

          

        

      

      
        단풍나무에 대한 상처유합제의 효과
        단풍나무는 느티나무와는 다소 다른 결과를 보여, D2, N2 및 바셀린 처리구를 제외한 나머지는 모두 무처리 대조구와 통계적으로 유의한 차이가 나지 않았다. 특히, 느티나무에서 가장 좋은 효과를 보였던 T 처리구 역시 무처리 대조구와 차이가 없었다. D2와 N2 처리구는 촉진효과가 좋았던 반면 바셀린 처리구는 오히려 억제하는 효과를 보였다.

        도포 2주 후 부터 D2, N1 처리구 및 무처리 대조구에서 유합조직이 만들어지기 시작하였으며, D2 처리구에서는 4주 후에 3.86 mm로 다른 처리구에 비해 유합조직 형성이 빨랐다(Figs. 3B, 4B). 도포 12주 후 최종조사 때의 유합조직 형성은 D2 처리구에서 10.88 mm (상처피복률 54%), N2 처리구에서 8.62 mm, 그리고 N1 처리구에서 8.03 mm이었다. 생장조절물질이 포함되지 않은 잔탄검 처리구와 무처리 대조구의 유합조직 형성은 각각 7.22 mm와 6.82 mm이었다.

        바셀린 처리구에서는 느티나무의 경우와 같이 유합조직이 전혀 만들어지지 않았으며 12주 경과 후에도 환부에 유분기가 남아있었다(Fig. 4B). T 처리구에서도 유합조직이 전혀 만들어지지 않았는데, 이것은 단풍나무의 특성 및 환경의 영향 때문일 가능성이 있다. Chung (2008)은 약품 처리별 유합조직 형성 실험에서 티오파네이트메틸 도포제에 의한 유합조직 형성은 도포 후 환부에 암막 처리 여부와 수종 등에 따라서 차이가 있었다고 하였다.

      

      
        잣나무에 대한 상처유합제의 효과
        대부분의 처리가 무처리보다 높은 촉진효과를 보였으며, 그 중에서도 통계적으로 높은 유의차를 보인 것은 N8, N10, D2 및 I2 처리구였고 나머지 처리구들은 무처리 대조구보다 다소 높은 결과를 보였다(Fig. 5A).

        유합조직 형성은 N8 처리구에서 상처도포 12주 후 10.88 mm에 달하여, 상처 너비 20 mm에 대한 상처피복률 54%로 처리구들 중 가장 높았으며, D2 처리구가 10.75 mm로 그 뒤를 이었다. 다음으로 N10과 I2 처리구에서 각각 10.12 mm와 9.93 mm이었다. N8, N10, D2 및 I2 간에는 통계적인 유의차는 없었다. N4 처리구는 8.57 mm로 I4 처리구와 비슷한 수준의 상처피복률을 보였다. 나머지 상처유합제 처리구들의 상처피복률은 30% 내외로 높지 않은 수준이었으나 2.25 mm의 유합조직을 형성하여 상처피복률이 11%로 저조했던 무처리 대조구와 비교하면 낮은 수준도 아니었다. 잔탄검 처리구와 T 처리구는 각각 8.64 mm와 7.99 mm의 유합조직을 형성하였던 반면, 바셀린 처리구에서는 유합조직이 전혀 만들어지지 않았다(Fig. 6A).

        상처를 만들고 4주 후부터 유합조직이 형성되기 시작하였는데, 아무 것도 처리하지 않은 무처리 대조구에서의 유합조직 형성은 상처발생 12주 후에도 2.25 mm으로 활엽수인 느티나무(6.54 mm)나 단풍나무(6.82 mm)에 비하여 1/3 수준에 불과하였다. 잣나무는 활엽수와는 달리 상처 발생 직후부터 다량의 송진이 분비되기 시작하여 약 4주간 지속되었는데, 이러한 생리기작 때문에 유합조직의 형성은 상대적으로 낮았던 것으로 추측한다. 또한 계속 분비되는 송진으로 인하여 상처유합제가 조직에 제대로 전달되었는지도 의문이다. Lee (2008)는 소나무, 잣나무 등의 송백의 수지 분비량은 1년 중 본 연구를 수행한 6월∼7월에 가장 많이 측정되었다고 하였다. 따라서 수지가 많이 분비되는 시기에는 수지가 상처유합제의 흡수에 미치는 영향이 검토되어야 할 것으로 생각한다.

        
          
          

          Fig. 5. 
				
          

          
            Effects of the wound-treatment formulations on callus formation in Pinus koriensis (A) and Ginko biloba (B). Extending agent of the formulation was xanthan gum. The formulation name means active ingredient and concentration (mg/L). D: 2,4-D, I: IBA, N: NAA, T: thiophanate-methyl paste, V: vaseline, X: xanthan gum, Con.: control (wound only).
          
          

          

        

        
          
          

          Fig. 6. 
				
          

          
            Callus formation on the wound of Pinus koriensis (A) and Ginko biloba (B) main stem 12 weeks after wounding and application of wound-treatment formulation. Extending agent of the formulation was xanthan gum. The formulation name means active ingredient and concentration (mg/L). D: 2,4-D, I: IBA, N: NAA, T: thiophanate-methyl paste, V: vaseline, X: xanthan gum, Con.: control (wound only).
          
          

          

        

      

      
        은행나무에 대한 상처유합제의 효과
        은행나무는 다른 수종에 비하여 유합조직이 늦게 형성되어 처리 6주 후부터 확인이 가능하였으며, 유합조직 형성률도 매우 낮았다. 또한, 상처유합제에 대해서도 다른 수종들과는 구분되는 반응을 보였다. 생장조절제 처리구에서는 I2를 제외하고는 모두 무처리 대조구보다 높은 유합조직 형성률을 보였다. 통계분석 결과 I1과 D2의 효과가 가장 좋았고, 그 다음이 N4였으며, 다음으로 D1, N8, N10 및 I4가 서로 비슷한 효과를 보였다. 하지만, 전반적으로 모든 처리구에서 유합조직의 형성이 매우 적은 편으로서 다른 수종들의 반이하에 머물렀다(Fig. 5B).

        상처유합제 도포 12주 후에 I1 처리구에서 가장 많은 유합조직이 형성되었음에도 불구하고 그 두께는 4.51 mm로 상처피복률이 23%에 불과하였다. 그 다음으로 D2 처리구에서 4.37 mm로 I1 처리구와 통계적 유의차가 없었으며, N4 처리구에서 3.30 mm의 유합조직이 형성되었다. 반면, 잣나무에서 가장 좋은 효과를 보였던 N8 처리구에서는 촉진효과가 크지 않았다(Figs. 5B, 6B). 무처리 대조구에서의 유합조직 형성은 1.4 mm였으며, 바셀린 처리구에서는 유합 조직이 전혀 만들어 지지 않았다(Fig. 6B).

        McDougall and Blanchette (1996)은 상처가 만들어졌을 당시에 상처를 비닐랩으로 감싸주면 유합조직 형성이 빨라진다는 사실을 보고하였으며, 우리나라에서도 Chung (2008)은 약품처리별 유합조직 형성 실험에서 은행나무의 상처에 약품을 처리한 후 암막으로 환부를 밀폐하면 햇볕의 차단과 암막으로 인한 수분 유지가 도움이 되어 유합조직 형성에 도움이 된다고 보고하였다. 또 은행나무에서 암막 처리한 실험구가 암막처리 하지 않은 실험구 보다 높은 유합조직 형성률을 보였다고 하였다. 따라서 은행나무와 같이 유합조직 형성률이 낮은 수종에서는 암막처리 등의 실험을 추가하는 것도 의미가 있을 것이라고 판단된다.
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