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요   약   문

Ⅰ. 제  목

  작약(Paeonia lactiflora)과 마(Dioscorea spp.) 유전자원의 초저온 

동결보존방법 확립

Ⅱ. 연구개발의 목적 및 필요성

  최근 지구상의 인구의 증가와 산업화, 경작지 확대를 위한 산림의 개발, 산업화와 공업

화에 따른 환경오염 등과 같은 인위적인 요인에 의한 식물 생태계의 파손으로 다양한 유

전자원의 소멸이 가속화되고, 지속적인 신품종의 확대 보급으로 과거에 재배되었던 재래

종과 육성종들 또한 소멸되고 있는 실정이다. 식물의 유전자원을 장기적이고 효과적인 활

용이라는 측면에서 유전자원을 어떠한 상태로 보존하느냐 하는 것이 중요한데 영양번식작

물의 경우는 보존대상이 영양기관이기 때문에 일반 종자와 같은 저온 건조저장이 불가능

하여 대부분 포장재배에 의해 그들의 유전자원이 보존되고 있다. 따라서 인적, 물적 자원

이 많이 소요될 뿐만 아니라 재배기간 동안의 유전적 퇴화와 병충해 발생 등과 같은 여러 

가지 문제점이 야기되고 있다.  최근 초저온 동결보존은 기존의 유전자원 보존의 한계점

을 극복하는 차원에서 다양한 작물을 대상으로 시도되고 있다. -196℃의 초저온에서는 모

든 세포 분열과 대사과정이 중단되어 영구적으로 유전적인 변이 없이 자원을 보존할수 있

으며, 저장되는 재료의 부피가 적고, 각종 오염으로부터 안정하며, 유지비용과 노력이 적

게 드는 장점이 있다. 동결보존된 자원은 품종을 개선하는데 사용될 수 있을 뿐만 아니라, 

무병조직을 보존함으로써 자원의 품질을 향상 시키는 기능도 하기 때문에 식물 뿐만 아니

라 동물, 미생물에 이르기 까지 더 많은 자원에서 초저온 동결보존의 성공사례가 보고되

고 있다(Helliot et al., 2002). 그러나 대부분의 경우는 아직도 동결보존에 필요한 재료의 

선택, 동결전처리 효과, 동결보호제 처리와 동결방법, 저장과 해빙 방법, 식물체 재생 등에 

대한 기초 연구가 수행 중에 있어서 이 방법이 유전자원 보존법으로 실용화되기 위해서는 

앞으로 해결되어져야 할 부분이 많은 실정이다. 

  작약(Paeonia lactiflora)과 마 (Dioscorea spp.)는 영양번식성 작물로 지하부를 수확 건조

하여 한약제로 쓰는 대표적인 약용작물이다.  작약의 경우 타식을 주로하는 다년생 초본



- 4 -

식물로 4∼6년을 주기로 영양체 분리재배를 통하여 증식한다. 노두 부분만을 번식수단으

로 이용하므로 3∼5배 정도의 증식체를 확보하기 위해서 최소한 3년 이상의 시간이 필요

하다는 단점이 있으며, 개체 당 포장 소요면적을 많이 필요로 하는 특징이 있어 한정된 

포장 면적과 노동력으로 인해 작약의 모든 유전자원을 유지하는데 어려움이 있다.  마의 

경우 작약과 마찬가지로 한약재로 이용될 뿐만 아니라 말리지 않는 괴경을 생식하는 건강

식품으로서 최근 인기가 높아지고 있는 작목으로 단위 면적당 소득이 높은 작물에 속한

다.  지하부에서 발달된 괴경과 지상부 덩굴의 액아부위에 착생하는 영여자(주아)를 번식

체로 이용하는 마는 다년생으로 노지에서 유지가 가능한 작물이기는 하지만 우리나라의 

대부분지역에서 겨울을 견디지 못하기 때문에 해마다 10월 하순경부터 수확하여 이듬해 

봄 파종까지 종서가 얼지 않도록 저장해 주어야 하는 번거러움이 있다. 안전한 저장을 위

해서 4℃로 유지되는 저장고를 이용하기도 하는데 이는 설치비용과 유지비용이 많이 소요

되는 단점이 있다.  또한 기후가 다른 지역으로부터 도입된 유전자원의 경우 기후의 변동

에 민감하여 도입 후 극기온 하에서 일괄 도태될 위험성도 가지고 있다. 이러한 이유들로 

작약이나 마와 같은 작물의 유전자원을 유지․저장하는데 어려움이 있는 영양 번식성 식

물의 경우 유전자원의 보다 안정적인 보존방법의 개발이 필요한 실정이다.  

  따라서 한약제로 널리 이용되고 있는 작약과 마의 유전자원을 안정적으로 보존할 수 있

는 초저온 동결 보존법이 확립되어진다면 이 결과는 작약이나 마의 유전자원 보존뿐만 아

니라 이와 유사한 영양번식 작물의 유전자원 안전 보존에 광범위하게 활용될 수 있을 것

이다.
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Ⅲ. 연구개발 내용 및 범위

  본 연구는 작약(Paeonia lactiflora)과 마(Dioscorea spp.) 유전자원의 초저온 동결보존방법 

확립에 관한 연구로 2세부과제로 구성되어 있으며, 3년 동안 수행된 주요 연구 개발 내용

과 범위를 과제별로 요약하면 다음과 같다.

 세부과제 : 작약의 초저온 동결보존 방법 확립

구 분 연구개발목표 연구개발 내용 및 범위

1 차

년 도

(2002)

◇ 초저온 동결보존에 필요한 식

물재료의 획득

o. 작약 조직배양 재료의 확보

o. 작약의 약, 화사 및 자엽 조직배양에서 

embryogenesis의 genotype간 차이 구명

o. 작약의 캘러스와 체세포배 유도

◇ 식물재료의 건조․ 동결 저항

성 조사

o. 건조 저항성 측정 ; 실리카겔 및 자연건조

o. 동결 저항성 ; desiccation , vitrification법

2 차 

년 도

(2003)

◇ 조직배양체계 확립 o. 접합자 배의 동결처리 후 발아율 향상

o. 체세포배 발생효율 향상 

o. 동아(winter bud) 배양 효율 향상

◇ 초저온 동결보존 방법 선발 o. 작약의 동결보존방법 선정 

◇ 동결보존 방법에 따른 적정 조

건구명

o. 동결전처리와 동결보호제의 조성

o. 저장과 해빙방법

o. 생존력 검정 및 식물체 재분화

◇ 초저온 동결보존 효율의 

genotype간 차이 비교

o. 작약의 genotype간 초저온 동결보존 효율 비교

3 차
년 도

(2004)

◇ 동결과정을 통한 재분화 식물

체의 체세포변이 조사

o. 재생식물의 형태적 및 세포유전학적 특성 조사

◇ 작약의 안전 초저온 동결보존 

방법 확립

o. 작약의 동결보존방법 확립
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  협동과제 : 마의 초저온 동결보존 방법 확립

구 분 연구개발목표 연구개발 내용 및 범위

1 차

년 도

(2002)

◇ 초저온 동결보존에 필요한 

식물재료의 획득

o. 조직배양을 통한 마의 동결보존 재료육성

o. Genotype별 식물재료 획득

◇ 식물재료의 건조․동결 저항

성 조사

o. 건조 저항성 측정 

o. 동결 저항성 측정 ; Encapsulation - dehydration, 

vitrification법

2 차

년 도

(2003)

◇ 동결보존 단계별 적정 조건 

구명

o. 동결전처리 방법과 동결보호제의 조성 구명

o. 저장과 해빙방법

o. 동결방법별 생존력 조사

◇ 초저온 동결보존 효율의

    genotype 간 차이 비교

o. 마의 genotype 및 보존방법별 동결보존 효율 비

교

3 차

년 도

(2004)

◇ 동결과정을 통해 재분화된 

식물체의 체세포변이 조사

o. 형태적 특성 분석

o. 세포 유전학적 특성

o. 기외 적응 및 식물체 특성조사

◇ 마의 안전 초저온 동결보존 

방법 확립

o. 마의 동결보존방법 확립
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Ⅳ. 연구개발 결과 및 활용에 대한 건의

제 1 절. 연구개발 결과

   본 연구과제는 작약(Paeonia lactiflora)과 마(Dioscorea spp.) 유전자원의 초저온 동결보존

방법 확립을 위하여 1개의 세부과제와 1개의 협동과제로 수행하였다.

1. 세부과제 : 작약 (Paeonia lactiflora Pall.)의 초저온 동결보존법 확립

   한국에서 자생 또는 재배되고 있는 작약의 유전자원을 초저온에 안전하게 동결보존 시킬 

수 있는 방법을 개발 하고자 이에 관여하는 여러 가지 요인에 대한 연구를 수행하여 얻어진 

결과를 요약하면 다음과 같다.

  가. 작약의 종자로부터 분리된 접합자배를 0.3 mg/L의 GA3 가 첨가된 MS배지 배양했을

때 상배축의 신장이 64%로 높아지는 경향이었다. ABA가 첨가된 배지에서 작약의 자

엽조직을 배양할 경우 캘러스발생과정을 거치지 않고 직접 체세포배가 발생되며 1 

mg/L의 ABA가 첨가된 MS 배지에서 61.0%의 높은 체세포배 발생율을 나타내었다.  

  나.  pH 4.0과 7.0 완충용액에 48시간 침지처리된 작약종자를 발아시켜 얻어진 자엽조

직을 배양했을때 체세포배 발생율이 각각  84, 85%높았고 배양된 조직 100개당 얻

어지는 체세포배의 수도 가장 많았다.

  다. 작약종자의 다배발생비율은 4%로 대부분 한 종자 내에 2개의 배를 포함하는 쌍배이

었으나, 낮은 빈도 (0.2%)이지만 한 종자에 3개 혹은 4개의 배가 존재하는 것도 발견

되었다. 대부분의 다배종자의 배 (94%)는 2개의 자엽을 가지는 정상적인 형태이었으

나, 두 배중 어느 한 배가 1개나 혹은 3개의 자엽을 가지는 경우도 있었다. 다배종자

의 배 발아율은 90%로 정상종자 (97%)에서 보다 낮았다. 다배종자 배의 배수성은 대



- 8 -

부분 고유의 염색체 수를 가진 2n=10이였으나, 2n=8인 경우와 3배성 종자에서 세 개

의 배가 각각 2n=10, 15, 20인 경우도 있었다. 

  라. 작약의 조직부위별 캘러스 유도와 이들 캘러스로부터 체세포배 획득을 위한 실험 

결과, 자엽조직의 경우 2,4-D가 2mg/L 첨가되거나 2,4-D (1mg/L)와 BA(0.5mg/L) 가 

혼용 배지에서 캘러스 발생이 각각 71%와 88%로 높게 나타났다. 작약의 하배축, 뿌

리, 자엽조직의 경우는 2,4-D(1∼2mg/L)가 첨가된 MS배지에서 높은 캘러스 형성률을 나타

내었으나 이들 캘러스로부터 체세포배는 형성되지 않았다. 작약의 자엽조직도 다양

한 농도의 2,4-D 조건에서 캘러스는 형성되었지만 embryogenesis는 일어나지 않았다. 

그러나 식물생장조절제가 첨가되지 않은 배지에 배양된 자엽조직에서는 6.9%의 배형

성률을 나타내었다

  바. 작약 genotype에 따른 약배양 효율을 검토하고자‘의성작약’ 외 20계통에 대한 약배양

을 실시한 결과, '의성작약'의 배발생률은 20∼31.2%로 높았으나 그 외 계통의 배발

생률은 3%이하로 낮았다.  4℃에 5일간 저온처리된 작약화뢰로부터 약을 절취하여 

생장조절제가 첨가되지 않은  MS배지에 배양했을때 배형성률이 31.2%로 가장높게 

나타났다.

  사. 작약종자에서 절취한 접합자배를 sodium alginate로 encapsulation하고 5시간 건조시켜 

동결보존하였을 때 생존률이 85%로 가장 높았고, 건조 (1시간)만 시키거나 vitrification

된 배의 생존률은 각각 71%, 65%로 낮은 경향이었다. 동결보존된 접합자배를 40℃의 

water bath에서 해동시켰을 때 생존률이 68%로 55℃의 40%보다 높았다. 1시간 자연건

조시킨 접합자배를 액체질소에 30일간 보존하면서 생존률을 조사한 바, 동결보존기간

에 따른 생존률의 차이는 인정되지 않았다.

 아. 체세포배의 크기에 따른 동결보존 후의 생존률을 조사한 바, 배의 크기가 2∼3mm인 것

이 다른 것에 비해 생존률이 높게 나타났으며, 체세포배의 경우도 접합자 배에서와 

동일하게 1시간 자연 건조시켰을 때 동결 후의 생존률이 66%로 가장 높게 나타났다.
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  자. 11월 중순경에 지상부가 고사한 작약의 지하부 뇌두에서 동아를 채취하여 5시간 건조시킨 

다음 동결하였을 때 생존률이 69.2%로 높게 높았다. 

  차. 동아의 채취시기별 동결보존 후의 생존률을 조사한 바, 11월에서 2월(월동 전)사이에  

채취된 동아의 생존률은 70% 가까이 높게 나타나는 반면에 3월(월동 후)에 채취한 동

아에서는 생존개체가 없었다.

  카. 동아를 재료로한 동결보존법은 desiccation(5시간 자연건조), vitrification (PVS2 30분), 

encapsulation-dehydration(3% sodium alginate)법 모두 60% 이상의 생존률을 보였으나 

encapsulation-dehydration법에서 88.1%의 가장 높은 생존률을 나타내었다.

  타. 보존용기의 크기(cryovial size)가 동아의 동결보존에 미치는 영향 조사한결과, 1ml, 

2ml, 5ml의 cryovial을 사용한 것에서 80% 가까운 높은 생존룰을 보였으나 15ml 

cryovial 이용에서는 58.1%의 낮은 생존률을 보였다. 

  파. 작약의 genotype(태백, 미강, 사곡, 의성, 거풍 작약)에 따른 동아의 동결보존효율을 

조사한 결과 미강작약에서 74.9%의 높은 생존률을 나타내었다. 동결한 동아를 해빙 

시켜 GA3(0.1mg/L)와 BAP(0.5mg/L)가 혼용된 배지에 배양했을때 shoot가 분화되었고 

이들 shoot를 0.1 mg/L의 NAA가 첨가된 1/4MS 배지에 이식하여 뿌리를 분화 시켰

다(20%).

  하. 동결과정을 통한 재분화 식물체의 변이를 조사하기위해서 동결 전에 동아에서 얻은 

포엽과 동결 후 정아를 RAPD 분석법을 이용하여 분석한 결과, 대부분의 major band 

들이 일치하였다. 
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2. 협동과제 : 마(Dioscorea spp.)의 초저온 동결보존법 개발

  한국에서 자생 또는 재배되고 있는 마의 유전자원을 초저온에 안전하게 동결보존 시킬 수 

있는 방법을 개발 하고자 이에 관여하는 여러 가지 요인에 대한 연구를 수행하여 얻어진 결

과를 요약하면 다음과 같다.

  가. 마의 기내 배양묘에서 절취한 액아의 신초조직을 재료로 encapsulation-dehydration 법에 

의해 초저온에 성공적으로 동결보존 시킬 수 있었다. Encapsulation-dehydration 법을 이

용한 마 신초조직의 초저온 동결보존은 재료의 발육환경, 신초크기, 전배양 배지내 삼

투압 조절물질의 종류와 농도, 건조시간, 동결 및 해동 방법에 따라 그 효율이 다르게 

나타났다.

  나. 16시간/8시간 일장조건에서 배양된 기내 식물체에서 액아 착생 부위에 상관없이 1 

mm 크기의 신초조직를 절취하여 재료로 이용하였다. 절취된 신초조직을 0.3M의 

sucrose나 sorbitol이 첨가된 MS 배지에서 16~24 시간 전배양한 후 3%의 Na-alginate로 

직경 4~5 mm의 bead를 만들어 2M glycerol과 0.5M sucrose가 첨가된 MS 액체배지에서 

1시간 동안 진탕배양하고, 3.5~4 시간정도 무균상에서 자연 건조한 재료를 동결보존 

시켰을 때 식물체 재생률이 40~45%로 높게 나타났다. 

  다. 건조된 재료를 별도의 저온처리 없이 바로 액체질소(-196℃)에 저장하고 40℃의 항온

수조에서 3~5분간 해동하는 것이 효과적이었다. 해동된 신초조직을 0.2 mg/L BAP와 

0.2 mg/L kinetin이 혼용된 배지에 배양하였을 때 캘러스 발생 없이 정상적인 신초로 

발달하였다. 

  라. 이상에서 확립된 재료와 방법을 적용할 경우 둥근마는 40%의 식물체 생존률을 나타

내는 반면, 단마의 경우는 29%로 다소 낮은 생존을 보였으며, 야생종인 세장방추형 

마에서는 동결보존 후 정상적인 식물체를 획득할 수 없었다

  마. 액아 채취전 재료의 stress 내성 확보를 위해 ABA나 자스몬산 계열의 호르몬을 일정
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기간 동안 처리해 주는 것이 재료의 동결저항성을 높이는데 유리한 것으로 나타났다. 

  바. 또한 해동된 신초조직을 0.3M의 sorbitol에 첨가된 배지에 배양하여 1∼3일 정도 암상

태에서 배양하여 세포의 급격한 삼투 stree를 경감시킨 후 0.2 mg/L BAP와 0.2 mg/L 

kinetin이 혼용된 배지에 옮겨 배양할 경우 동결보존효율이 유의적으로 높아지는 경향

을 보였다.  

  사. 동결보존하여 제생된 식물체를 대상으로 동결보존전의 모주와의 유전적 변이 유무를 

RAPD법으로 분석한 결과 PCR 산물의 벤드 패턴상에 변화가 없는 것으로 나타났다.

  아. 동결보존후 재생주를 대상으로 IC-RT-PCR을 이용하여 YMV-K 이병률을 조사한 결과 

90%가 바이러스 무병주로 나타났다. 이는 동결보존재료로 액아를 절취하는 과정에서 

재료의 40%가 무병주가 되고 동결보존을 거치면서 무병주율이 90%로 증가하는 것으

로 나타났다.

  자. D. batatas 야생종과 D. nipponica (부채마)의 접합자 배를 절취하여 동결보존을 실시한 

결과, 배를 30분간 자연 건조한 후 초저온에 보존하는 경우 96.6%의 높은 보존률을 

나타내었다. 액아를 재료로한 동결보존에 효과적이었던 encapsulation-dehydration법은 

상대적으로 낮은 효율(62%)을 나타내었다. 30분간 배를 건조한 후 동결보존 할 경우, 

D. batatas 야생종과 D. nipponica 각각 96.6%와 90%의 재생률을 나타내었다.

  차. D. batatas 야생종의 접합자배를 재료로한 실험에서 배 성숙정도별로 동결보존 효율이 

다르게 나타났는데, 개화 후 35일 경과한 배의 경우 동결보존후 재생률이 23%인데 비

해 50일 정도 성숙된 배에서는 경우 79%의 높은 재생률을 나타내었다. 이러한 배성숙 

정도에 따른 동결보존 효율의 차이는 각각의 재료를 30분간 자연 건조처리 과정을 통

해 재생률과 발아율을 향상 시킬 수 있었다.

  카. 보존 후에 재생된 자원의 기내 대량증식을 위한 배양재료와 배지조건에 관한 연구에

서 마디절편 배양의 경우 식물생장조절제를 첨가하지 않거나 0.1 mg/L NAA, 0.5 
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mg/L BA 또는 kinetin이 첨가된 배지에서 신초의 발육이 좋았고 둥근마의 경우 0.5 

mg/L kinetin 처리구에서 평균 7.5개의 마디를 포함하는 가장 높은 신초신장을 보였다. 

GA3 처리는 신초 신장을 억제 하였다. 

  타. 기내에서 얻어진 소괴경은 4℃에서 2개월 이상 저온처리로 휴면을 타파할 수 있었는

데 3개월 이상의 저온처리로 맹아율을 높이고 맹아일수를 단축시킬 수 있었다. 소괴

경의 적정 맹아온도는 26~30℃ 정도였으며, genotype과 소괴경 크기별 맹아율 차이는 

나타나지 않았다. 

제 1 절. 활용에 대한 건의

  1. 본 연구에서 개발된 작약과 마의 초저온 동결보존 방법은 유전자원의 보존기술로서 

field genebank의 대체방법으로 활용될 것임.

  2. 작약과 마의 유전자원보존에 있어서 성공적인 초저온 동결보존 방법이 확립되면, 이들 

과정과 특이적 처리방법에 대한 특허출원이 가능할 것임.

  3. 다양한 약용작물 유전자원 초저온 동결보존을 위한 기초자료로서의 이용가치도 매우 

높을 것임.

  4. 지금까지 확립된 작약과 마의 초저온 동결보존법에 대한 효율성을 분석하여 육종현장

에서 이용될 수 있는 실용화 방안 제시

  5. 『영양체유전자원 초저온 동결보존법 확립』 경상북도 주요사업으로 채택(2003-2005, 

경북농업기술원)

  6. 실험에서 얻어진 마의 virus-free 개체를 이용하여 무병주 대량생산과 보급에 활용.
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SUMMARY

Ⅰ. Development of cryopreservation system in peony(Paeonia lactifolra Pall.)

   This study was carried out to establish a suitable cryopreservation method using the 

zygotic, somatic embryos and shoot-apices of winter buds in herbaceous peony (Paeonia 

lactiflora Pall).

1. Establishment of tissue culture method of peony

   To develop an efficient tissue culture protocol for several peony tissues, such as 

cotyledons, roots, leaves, and anthers etc., various plant growth regulators were applied 

on tissue culture medium. Effect of pretreatment for somatic embryogenesis from tissues 

and callus was also checked on peony.

   The experiments were carried out to determine the optimum conditions for the direct 

embryogenesis from the cotyledon culture of Paeonia lactiflora Pall. Different peony tissues 

derived from zygotic embryos were cultured on MS medium with and without 2,4-D. 

Somatic embryos were formed from cotyledons cultured on the medium without 2,4-D. The 

maximum frequency (61%) of embryo formation was obtained from the cotyledons cultured 

on MS medium containing 1.0 mg/L of ABA. Shoot and roots of somatic embryos were 

elongated by the supplement of 0.3 mg/L GA3 in the medium or the pretreatment for 8 

weeks at 4℃. The anthers of a herbaceous peony were cultured on MS medium with PAA, 

IAA, TDZ, BA, AC. The MS medium with or without 2 mg/L PAA was superior to a 

medium containing IAA, TDZ, BA, and AC in enhancing of direct embryogenesis and 

producing of normal embryo with two cotyledons from the cultured anthers.

   The polyembryonic rate was approximately 4% among 4,114 seeds harvested at peony 

field. Most of polyembryony were twin-embryo seeds, while three or four-embryo seeds 
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appeared at low frequency (0.2%). About 94% of twin embryos were normal embryos 

with two cotyledons, but 6% of those were abnormal embryos with one or three 

cotyledons. The germination rate of polyembryos was 90% in MS medium containing 

0.3mg/L GA3, whereas that of normal embryos was 97%. Almost all of polyembryonic 

seedlings had a diploid chromosome complement (2n=10), but aneuploid (2n=8) and/or 

2n-3n-4n triplet were observed by karyotype determination using root-tip staining.

2. Cryopreservation of zygotic embryos in peony
   A simplified technique which cryoprotects zygotic embryos was developed for the 

germplasm conservation of herbaceous peony (Paeonia lactiflora Pall.). Cryopreservation 

efficiency was higher in mature embryos than that of immature embryos. The highest 

survival rate (85%) was obtained from the embryos treated by encapsulation-dehydration, 

followed by desiccation (71%), and then vitrification (65%). The plant recovery from 

encapsulated embryos after cryopreservation  was enhanced by desiccation for 5h in a 

laminar air-flow system. Cryopreservation methods did not affect survival - whether they 

were rapid or slow cryopreservation. The thawing in a water bath at 40℃ for 5 min 

produced much higher survival of cryopreserved embryos than thawing in a water bath 

at 55℃. The cryostorage durations in liquid nitrogen did not affect the survival of  

embryos cryopreserved in the range from 1 h to 30 days. 

3. Cryopreservation of somatic embryos in peony

   Somatic embryos induced from cotyledon tissues and anthers were tested for their 

ability to survive cryopreservation. The rate of somatic embryogenesis was a maximum 

(61%) from the cotyledons culture on a MS medium〔15〕supplemented with 1.0 mg/L  

of abscisic acid (ABA). Embryos were also obtained from anthers directly on a MS 

medium with and without 2.0 mg/L of phenylacetic acid (PAA). Embryos were dried 

under a stream of air and frozen by immersion in liquid nitrogen. Thawed axes were 
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grown in vitro on a medium containing 0.3 mg/L of gibberellic acid (GA3). The 

survival rate of the cryopreserved somatic embryos changed according to their size and 

desiccation time which ranged from 0 h to 2 h. When the somatic embryos were 

desiccated for 1h, the survival rate was above 66%. The survival rate of the 

cryopreserved somatic embryos from anthers and cotyledon tissues was generally high 

when they were 2~3 mm in size. Desiccation may be a suitable method for the 

cryopreservation of somatic embryos in a herbaceous peony. 

4. Cryopreservation of winter buds in peony

   A simplified technique which cryoprotects dormant shoot tips was developped for the 

germplasm conservation of herbaceous peony (Paeonia lactiflora Pall.). Cryopreservation 

efficiency was higher in air-dried dormant shoot tips than that of silica gel. No 

differences in survival to cooling were obtained between the cold-acclimated (79%) and 

non-acclimated (77%) plant dormant shoot tips of herbaceous peony. The survival of P. 

lactiflora. vr. 'Mikang' was the highest (74.9 %) among five genotypes tested.  

   The highest survival rate (88.1 %) was obtained from the dormant shoot tips treated by 

encapsulation-dehydration, followed by desiccation (79%), and then vitrification (60%). The 

highest survival rate (88.1%) was recorded with 28.6% water content after 5 h of 

dehydration, any further dehydration reduced survival rate. The survival rate (80%) of 

cryopreserved shoot tips in 1, 2, 5 ml of cryovials produced much higher than that (59%) of 

15 ml of cryovial. The survival rate of the cryopreserved dormant shoot tips excised from 

November to February was attained about 70%. The survival rate of the cryopreserved 

dormant shoot tips excised from March, however, was 0%. Frequency of shoot formation 

and subsequent shoot growth in cryopreserved dormant shoot tips culture were promoted in 

the MS medium containing 1 mg/L of GA3, 0.5 mg/L BAP. The elongated shoot were 

rooted on the 1/4 MS medium containing 0.1 mg/L of NAA. This cryopreservation method 

appears to be a promising technique for germplasm cryopreservation of a herbaceous peony.
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Ⅱ. Development of cryopreservation system in yam(Daioscorea spp.)

1. Factors affecting cryopreservation using shoot apices in Dioscorea spp.

   Plantlet initiation from shoot-apices : The effects of plant growth regulators and 

inorganic salt strength of a culture medium on bud induction and shoot growth from 

shoot-apices were examined. The combinations of 0.2 mg/L of BAP + 0.2 mg/L of 

kinetin, 0.01 mg/L of NAA + 0.2 mg/L of kinetin and a single treatment of 0.2 mg/L 

of BAP were equally effective for bud and shoot formation from the apices in the three 

cultivars. Auxin (2,4-D, NAA) treatment enhanced callus formation. 

   Cryopreservation using shoot-apices :  In vitro grown shoot-apices of the Dioscorea 

batatas were successfully cryopreserved by encapsulation-dehydration. Encapsulated apices 

were precultured in a MS medium supplemented with 0.3M of sucrose for one day. Following 

preculturing, encapsulated apices were dehydrated prior to direct immersion in liquid nitrogen 

for 1 h. After thawing, the cryopreserved shoot-apices were post-cultured on a post-culture 

medium (MS medium containing 0.2 mg/L of BAP plus 0.2 mg/L of kinetin) for survival. 

When cryopreserved apices were post-cultured on the post-culture medium (MS), 

supplemented with 0.2 mg/L of BAP and 0.2 mg/L of kinetin, they showed direct shooting 

without callusing. Optimal survival of cryopreserved shoot-apices was achieved when 

encapsulated apices were dehydrated to 40% water content.  The thawing method markedly 

affected the survival of cryopreserved apices, and thawing at 40℃ for 3 min was determined as 

providing the best results. With these optimized parameters, survival rates of 29 and 40% for 

cryopreserved apices were obtained for the 'Ma1' and 'Db037', respectively.  Virus-free 

plantlets were obtained from the cryopreserved apices of D. batatas cv. 'Db037' at high 

frequency of up to 90%. At this temperature, all cellular divisions and metabolic processes 
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are stopped. The plant material can thus be stored without alteration or genetical 

modification for an unlimited period of time.

2. Development of cryopreservation system using zygotic embryos in wild yam species.

  The maximum survival of a zygotic embryo (96.6%) could be achieved when the 

embryos were cryoprserved by the desiccation method, whereas, the 

encapsulation-dehydration method showed poor results with a low frequency (below 

62%) on regrowth from control (LN-) and cryopreserved (LN+) embryos. The survival 

frequencies of the cryopreserved zygotic embryos was above 90% for the two wild 

species of Dioscorea (D. batatas  wild type and D. nipponica). 

3. Production of yam masaic virus(YMV-K) free plants from the cryopreserved yam 

apices. 

   In this study, we were able to produce virus-free plant form cryopreserved apices derived 

from a virus infected plant. The frequency of the virus infected plantlet was reduced to 60% 

when they were grown from the excised apex and that further reduced to 10% in recovered 

apices after cryopreserving.  Virus-free plantlets were obtained from the cryopreserved 

shoot-apices of D. batatas cv. 'Db037' at a high frequency of up to 90% for the total number 

of indexed plants. 

4. In vitro propagation and micro tuber formation by the tissue culturing

   In vitro propagation through nodal segment culture of yam : The medium with 0.1 
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mg/L of NAA, 0.5 mg/L of BAP, 0.5 mg/L of kinetin and without using a growth 

regulator were suitable for shoot production from the nodal segment of two yam 

cultivars 'Ma1' and 'Db037'. 0.5 mg/L of 2,4-D also provided good results for shoot 

formation in 'Db037'.  Plant growth regulators also affected shoot elongation. The node 

numbers of shoots varied with the plant growth regulators used especially in 'Db037'. 

The addition of 0.2 mg/L of kinetin provided good results in shoot elongation. The 

shoots of 'Db037' grown on a medium containing 0.5 mg/L of kinetin had average 7.5 

nodes.  The addition of GA3 to the culture medium suppressed shoot induction and 

growth, while it increased microtuber formation. 

   In virto microtuber induction and their sprouting :   Microtubers were either directly 

formed at the axil of the explant or at the leaf axils of the developed plantlet.  The in vitro 

microtubers that were chilled (4℃) for three months could be successfully sprouted with in in 

vivo conditions. The best results in the tuber-sprouting were obtained from incubating the 

chilled microtuber at 30℃. There was no significance difference in terms of an genotypic 

microtuber sprouting. 

  Yam in vitro culturing contributes to the safe guarding of the biodiversity of the genus 

Dioscorea. An application of the results obtained showed that cryopreservation to more species 

should allow a transfer of technology. The use of current techniques, on the one hand, for 

pathogene eradication, in addition to the existent ones, and in the other hand, for plants resistant 

to some viruses (transformation), should guarantee the yam a virus-free plant state and allow for 

international exchanges. In the long term, the cultivars that are distributed to the farmer will be 

free of viruses.  We should not forget, however, as previously said by Hanson (1986), that, for 

better security of germplasm conservation, different conservation methods have to be combined 

(in situ -field genebanks , ex situ - seed genebanks, in vitro genebanks). 



- 19 -

CONTENTS

page

Chapter 1. Outline of research project

Section 1. Objective and necessity of the study …………………………… 22

Section 2. Content and scope of the study ………………………………… 24

Chapter 2. Current status of research area

Section 1. Context for technology development in home and abroad ……… 27

Section 2. Prospect in future and propriety of technology introduction …… 29

Chapter 3. Contents and result of the research
Section 1. Development of cryopreservation system in peony 
        (Paeonia lactiflora Pall.) …………………………………………… 30

1. Establishment of tissue culture method of peony  ………………… 30

2. Cryopreservation of zygotic embryos in peony ……………………… 45

3. Cryopreservation of somatic embryos in peony …………………… 54

4. Cryopreservation of winter buds in peony ………………………… 59

Section 2. Development of cryopreservation system in 
          yam (Daioscorea spp.) …………………………………………… 69

1. Factors affecting cryopreservation using shoot apices in 
  Dioscorea spp. ………………………………………………………… 69
2. Development of cryopreservation system using zygotic 
  embryos in wild yam species. ………………………………………… 95
3. Production of yam mosaic virus(YMV-K) free plants from 
  the cryopreserved yam apices ………………………………………… 100
4. In vitro propagation and micro tuber formation by the 
  tissue culturing ………………………………………………………… 102



- 20 -

page

Chapter 4. Achivement and contribution for related field

Section 1. General plans ……………………………………………………… 107

Section 2. Accomplishment of the research development ………………… 108

Section 3. Contribution for related fields …………………………………… 110

Chapter 5. Application plan of the results

Section 1. Achievements of research development ………………………… 111

Section 2. Plan for practical application …………………………………… 115

Chapter 6. Foreign scientific information related the project………… 116

Chapter 7. Reference…………………………………………………………… 118



- 21 -

목        차

페이지

제 출 문 ………………………………………………………………………… 1
요 약 문 ………………………………………………………………………… 2
SUMMARY …………………………………………………………………… 12
CONTENTS …………………………………………………………………… 18
목     차 ………………………………………………………………………… 20

제 1 장   연구개발과제의 개요

제 1 절. 연구개발의 목적 및 필요성 …………………………………… 22
제 2 절. 연구개발의 내용 및 범위 ……………………………………… 24

제 2 장   국내외 기술개발 현황

제 1 절. 국내․외 기술 개발의 현황 ………………………………… 27
제 2 절. 앞으로의 전망과 기술도입의 타당성 ………………………… 29

제 3 장   연구개발수행 내용 및 결과

제 1 절. 작약(Paeonia lactiflora Pall.)의 초저온 동결보존 방법 확립

1. 작약의 조직배양법 확립 …………………………………………… 30

2. 접합자배를 이용한 작약의 초저온 동결보존 …………………… 45

3. 체세포배를 이용한 작약의 초저온 동결보존 …………………… 54

4. 동아를 이용한 작약의 초저온 동결보존 ………………………… 59

제 2 절. 마(Dioscorea spp.)의 초저온 동결보존 방법 확립

1. 마 액아조직을 이용한 초저온 동결보존 ………………………… 69

2. 접합자배를 이용한 야생마 유전자원의 초저온 동결보존 ……… 95

3. 초저온 동결 처리를 통한  Yam mosaic virus (YMV-K) 
  무병 마 생산……………………………………………………………

100

4. 조직배양기술을 이용한 동결보존 식물체의 증식법 개발 ……… 102



- 22 -

페이지

제 4 장   목표달성도 및 관련분야에의 기여도

제 1 절  총괄 추진 계획표 ……………………………………………… 107

제 2 절 연구개발 목표의 달성도 ……………………………………… 108

제 3 절 관련분야에의 발전에 기여도…………………………………… 110

제 5 장   연구개발결과의 활용계획

제 1 절 연구개발 성과 ………………………………………………… 111

제 2 절 연구개발의 활용 계획 ………………………………………… 115

제 6 장   연구개발과정에서 수집한 해외과학기술정보 ……………… 116

제 7 장   참고문헌 ………………………………………………………… 118

  

  



- 23 -

제 1 장   연구개발과제의 개요

제 1 절 연구개발의 목적 및 필요성

   식물의 제반특성은 유전인자에 의해 발현되며 이들 유전인자는 개체단위로 보존되고 

유전되어 후대에 유지되고 있어서 이러한 유전인자를 갖는 개체 즉 유전자원을 보존하지 

않으면 쉽게 멸종되게 마련이며, 없어진 자원은 재생이 불가능하다. 최근 지구상의 인구의 

증가와 산업화, 경작지 확대를 위한 산림의 개발, 산업화와 공업화에 따른 환경오염 등과 

같은 인위적인 요인에 의한 식물 생태계의 파손으로 다양한 유전자원의 소멸이 가속화되

고, 지속적인 신품종의 확대 보급으로 과거에 재배되었던 재래종과 육성종들 또한 소멸되

고 있는 실정이다. 식물의 유전자원을 장기적이고 효과적인 활용이라는 측면에서 유전자

원을 어떠한 상태로 보존하느냐 하는 것이 중요한데 종자로 번식되는 식물은 저장에 필요

한 온도와 습도가 조절되는 시설만 갖춘다면 비교적 적은 면적에 많은 종류의 식물종자를 

오랫동안 보존할 수 있다. 그러나 영양번식작물의 경우는 보존대상이 영양기관이기 때문

에 일반 종자와 같은 저온 건조저장이 불가능하여 대부분 포장재배에 의해 그들의 유전자

원이 보존되고 있다. 따라서 인적, 물적 자원이 많이 소요될 뿐만 아니라 재배기간 동안의 

유전적 퇴화와 병충해 발생 등과 같은 여러 가지 문제점이 야기되고 있다. 이러한 영양번

식작물의 유전자원 보존법으로 기내 배양된 식물조직이나 세포를 액체질소내의 초저온

(-196℃) 에 동결하여, 세포나 조직을 불활성 상태로 장기간 보존하였다가 필요할 때 해빙

과정을 거친 후 식물체로 재분화시켜 이용하는 초저온동결 보존법이 1970년대 중반부터 

연구가 시작되어 최근 Citrus를 포함한 일부식물에서는 큰 연구성과를 얻고 있다. 그러나 

대부분의 경우는 아직도 동결보존에 필요한 재료의 선택, 동결전처리 효과, 동결보호제 처

리와 동결방법, 저장과 해빙 방법, 식물체 재생 등에 대한 기초 연구가 수행 중에 있어서 

이 방법이 유전자원 보존법으로 실용화되기 위해서는 앞으로 해결되어져야 할 부분이 많

은 실정이다 (Reed et al. 2001).

   우리나라에서 작물육종은 식량 및 원예작물 위주로 이루어져 오고 있는데, 최근 소득수

준 향상에 따른 국민 건강에 대한 관심이 높아지면서 약용식물 연구의 중요성도 과거 어느 

때보다 강조되고 있다. 1990년대에 와서는 약용식물 특산지를 중심으로 약용식물을 연구하

는 특화 시험장이 설립되면서 품종개량과 재배법에 대한 연구가 수행되고 있지만 그 동안 
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체계적인 유전자원의 수집활동이 전개되지 못하였을 뿐만 아니라 그 보존 실적도 저조한 것 

등이 이들 작물의 연구에 가장 큰 문제점이 되고 있다. 

   작약(Paeonia lactiflora)과 마 (Dioscorea spp.)는 영양번식성 작물로 지하부를 수확 건조

하여 한약제로 쓰는 대표적인 약용작물이다.  십전대보탕, 사물탕등의 재료로 사용되는 작

약의 경우 타식을 주로하는 다년생 초본식물로 4∼6년을 주기로 영양체 분리재배를 통하

여 증식한다. 노지상태에서 월동이 가능한 특성 때문에 따로 저장시설이 필요하지는 않지

만 노두 부분만을 번식수단으로 이용하므로 3∼5배 정도의 증식체를 확보하기 위해서 최

소한 3년 이상의 시간이 필요하다는 단점이 있으며, 연작장해로 인한 피해를 줄이기 위한 

돌려짓기가 필요하며 개체 당 포장 소요면적을 많이 필요로 하는 특징이 있어 한정된 포

장 면적과 노동력으로 인해 작약의 모든 유전자원을 유지하는데 어려움이 있다.  마의 경

우 작약과 마찬가지로 한약재로 이용될 뿐만 아니라 말리지 않는 괴경을 생식하는 건강식

품으로서 최근 인기가 높아지고 있는 작목으로 단위 면적당 소득이 높은 작물에 속한다. 

다년생의 덩굴성 초본식물인 마의 경우는 자웅이주 식물이며 타식으로 종자를 형성하고 

지하부에서 발달된 괴경과 지상부 덩굴의 액아부위에 착생하는 영여자(주아)를 번식체로 

이용한다. 마는 다년생으로 노지에서 유지가 가능한 작물이기는 하지만 열대성 작물의 특

징을 가지고 있어 우리나라의 대부분지역에서 겨울을 견디지 못하기 때문에 해마다 10월 

하순경부터 수확하여 이듬해 봄 파종까지 종서가 얼지 않도록 저장해 주어야 하는 번거러

움이 있다. 저장에 필요한 종서의 부피가 큰 마의 저장법으로 소규모 재배농가에서는 움

저장으로 관리하기도 하지만 저장량이 많거나 안전한 저장을 위해서 4℃가 유지되는 저장

고를 이용하기도 하는데 이는 설치비용과 유지비용이 많이 소요되는 단점이 있다.  또한 

기후가 다른 지역으로부터 도입된 유전자원의 경우 기후의 변동에 민감하여 도입 후 극기

온 하에서 일괄 도태될 위험성을 가지고 있다. 이러한 이유들로 작약이나 마와 같은 유

지․저장에 어려움이 있는 영양 번식성 약용작물의 경우 이들 유전자원의 보다 안정적인 

보존방법의 개발이 필요한 실정이다.   

   따라서 한약제로 널리 이용되고 있는 작약과 마의 유전자원을 안정적으로 보존할 수 

있는 초저온 동결 보존법이 확립되어진다면 이 결과는 작약이나 마의 유전자원 보존뿐만 

아니라 이와 유사한 영양번식 작물의 유전자원 안전 보존에 큰 혁신을 가져오게 될 것이

다.
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 제 2 절 연구개발의 내용 및 범위

 본 연구 개발은 대표적인 영양번식성 작물인 작약과 마 유전자원의 초저온 동결보존에 관

한 내용으로 ‘작약의 초저온 동결보존 방법 확립’이라는 세부과제 하에 작약의 조직배양 방

법확립, 체세포배와 캘러스의 초저온 동결보존 방법 구명, 초저온 동결보존된 조직으로부터 

식물체 분화, 동결보존후의 체세포 변이 분석 등을 수행하였으며, ‘마의 초저온 동결보존 방

법 확립’이라는 협동과제로 genotype별 생장점 배양 효율 비교와 배양방법 확립, 마 조직 부

위별 동결 내성과 동결보존 방법 구명, 초저온 동결보존법 의해 재분화된 개체의 체세포변

이 분석, 동결조직으로부터의 식물체 재분화 등에 관한 연구를 수행하였다. 수행한 주요 연

구내용과 범위를 요약하면 다음과 같다.

세부과제 : 작약의 초저온 동결보존 방법 확립

구 분 연구개발목표 연구개발 내용 및 범위

1 차
년 도

(2002)

◇ 초저온 동결보존에 

필요한 식물재료의 

획득

o. 작약 조직배양 재료의 확보

   - 재료확보 : 경북농업기술원 신물질 연구소

   - 공시재료 : Paeonia lactiflora의 화뢰 및  종자

o. 작약의 약, 화사 및 자엽 조직배양에서 embryogenesis의 

genotype간 차이 구명

   - 배양재료 : 지름 1.5∼2cm되는 화뢰의 약 및 화사조직 성숙종

자의 배

   - 실험내용 : genotype별 약 및 화사배양 효율 검토,  접합자 

배의 자엽조직으로부터 체세포배 유도

o. 작약의 캘러스와 체세포배 유도

   - 약, 화사, 자엽조직으로부터 캘러스와 체세포배 유도

◇ 식물재료의 건조․ 

동결 저항성 조사

o. 건조 저항성 측정 ; 실리카겔 및 자연건조

   - 건조 시간 : 0∼1개월(재생률 0%까지 건조)
o. 동결 저항성 ; desiccation , vitrification법
   - 1시간 액체질소에 동결, 해동후 재생률 조사
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구 분 연구개발목표 연구개발 내용 및 범위

2 차 

년 도

(2003)

◇ 조직배양체계 확립 o. 접합자 배의 동결처리 후 발아율 향상
o. 체세포배 발생효율 향상 
  - 자엽 및  화사 조직
o. 동아(winter bud) 배양 효율 향상

◇ 초저온 동결보존 
방법 선발

o. 작약의 동결보존방법 선정 ;
  - 공시계통 : 의성작약
  - 공시재료 : 약 및 화사조직배양에서 얻어진 캘러스 및 체세포배
  - 동결보존방법 : Desiccation, Encapsulation- dehydration, 

Vitrification, Encapsulation - vitrification

◇ 동결보존 방법에 
따른 적정 조건구
명

o. 동결전처리와 동결보호제의 조성
 - 동결전처리 효과 : 전배양과정, 건조시간, encapsulation 유무 등 
 - 동결보호제 조성 : PVS 종류별
o. 저장과 해빙방법
  - 동결방법 : 단계적인 동결과 급속동결, cryogenic vial의 종류 등
  - 해빙방법 : 해빙온도와 시간
o. 생존력 검정 및 식물체 재분화
  - 재분화 배지 배양후 생존률 및 배양반응 조사

◇ 초저온 동결보존 
효율의 genotype간 
차이 비교

o. 작약의 genotype간 초저온 동결보존 효율 비교
  - 공시재료 : 조직배양으로 재료확보가 가능한 계통의 캘러스나 

체세포배 조직
  - 내용 : 상기 동결보존 방법에 대한 genotype간 보존 효율 비교

3 차
년 도
(2004)

◇ 동결과정을 통한 

재분화 식물체의 

체세포변이 조사

o. 재생식물의 형태적 및 세포유전학적 특성 조사

  - 형태적 특성조사 

    조사대상 : 약 및 화사배양에서 얻어진 체세포배

    조사내용 : 비정상 체세포배 발생빈도, 변이 분포

               비정상배가 많이 발생하는 조건

  - 세포 유전학적 특성

    조사대상 : 약배양에서 얻어진 분화 식물체,
    조사내용 : 식물체의 배수성 분포

  - 분화 식물체 특성조사

     : 화색, 초형, 수량, RAPD 밴드페턴 분석 등

       (순화 재배 4∼5년경과 후 조사가능)

◇ 작약의 안전 초저

온 동결보존 방법 

확립

o. 작약의 동결보존방법 확립

  - 동결후 생존률이 높을 고, 변이 없는 재생 식물체 획득이 가

능한 방법 구명
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협동과제 : 마의 초저온 동결보존 방법 확립

구 분 연구개발목표 연구개발 내용 및 범위

1 차
년 도
(2002)

◇ 초저온 동결보존에 
필요한 식물재료의 
획득

o. 조직배양을 통한 마의 동결보존 재료육성
   - 재료확보 : 경북농업기술원 생물자원연구소 마 유전자원포
   - 배양재료 : 지상부 액아부위 생장점
   - 배양배지 : 1/2MS 혹은 MS + BAP, Kinetin 
                  ↓26±1℃,1500 Lux
               1/2MS, 계대 배양
                  ↓마디 배양, 개체수 확보
o. Genotype별 식물재료 획득
   - 공시계통 : Dioscorea opposita(둥근마, 장마, 단마) 
   - 재료획득 : 상기 방법과 동일함

◇ 식물재료의 건조․
동결 저항성 조사

o. 건조 저항성 측정 ; 실리카겔 및 자연건조
   - 건조 시간 : 0∼24시간(재생률 0%까지 건조)
o. 동결 저항성 측정 ; Encapsulation-dehydration, vitrification법
   - 1시간 액체질소에 동결, 해동후 재생률 조사

2 차 

년 도

(2003)

◇ 동결보존 단계별 
적정 조건 구명

o. 동결전처리 방법과 동결보호제의 조성 구명
  - 동결전처리 효과 : 전배양배지 조성, 전배양시간, 건조시간,
                     encapsulation 유무 등 
  - 동결보호제 조성 : PVS 종류별
o. 저장과 해빙방법
  - 동결방법 : 단계적인 동결과 급속동결 등
  - 해빙방법 : 해빙온도와 시간
o. 동결방법별 생존력 조사
  - 재분화 배지 배양후 생존률 및 배양반응 조사

◇ 초저온 동결보존 
효율의

    genotype간 차이 
비교

o. 마의 genotype 및 보존방법별 동결보존 효율 비교
  - Desiccation, Encapsulation-dehydration, virification,
    Encapsulation-virification법 이용
  - 동결후 재생 배지에서의 생존률 및 배양반응 조사

3 차
년 도
(2004)

◇ 동결과정을 통해 

재분화된 식물체

의 체세포변이 조

사

o. 형태적 특성 분석

  - 계대배양, 동결보존 후 얻어진 식물체의 형태적 특성

    (잎의 형태, 기내소괴경 발생 등) 
o. 세포 유전학적 특성

  - 대상 : 계대배양 과정중 발생하는 변이조사

          동결보존 과정중 발생하는 변이조사

  - 방법 : RAPD 벤드 패턴 분석

o. 기외 적응 식물체 특성조사

  -  순화방법 : 기내 소괴경 생산 → 휴면타파(저온처리) →  Pot 
파종 → 출아 신장

  - 모 식물체와의 형태적 특성과 세포유전학적 특성 비교
◇ 마의 안전 초저온 동

결보존 방법 확립

o. 마의 동결보존방법 확립

  - 변이가 없고 생존률이 높은 동결보존법의 확립
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제 2 장   국내외 기술개발 현황

제 1 절 국내․외 기술 개발의 현황

 1. 국내․외 관련분야의 환경변화 

  가. 유전자원보존에 대한 인식이 국․내외적으로 꾸준히 높아지고 있는 실정임.

  나. 약용식물에 대한 선호도가 높아지면서 국내 여러 연구기관에서 이에 대한 연구가 다

양하게 이루어지고 있으나 영양번식에 의존하고 있는 약용 식물들의 유전자원은 포장

재배로 보존 되고 있는 실정임.

  다. 마의 경우 재배농가의 소득이 증가하는 추세이며, 이들 유전자원 보존에 여전히 많은 

노력을 투여하고 있음.

  라. 국내에서는 제1회 생물자원 초저온 동결보존에 관한 국제심포지엄이 농촌진흥청의 주

관으로 개최(2003년 6월 3∼5일)되는 등 국내의 식물유전자원 초저온 동결보존을 위한 

연구에 조직적인 기틀이 마련되고 있음

 2. 국외 기술개발 현황

   작약의 액아배양을 통한 식물체 대량증식과 캘러스 배양에 의한 체세포배 유도에 대한 실험

이 이루어지고 있고, 마의 경우는 일본에서 생장점배양을 통한 무병종서 생산, 기내대량증식, 이

차대사산물의 생산을 위해 다양한 연구가 이루어졌다. 인도의 NBPGR에서는 마 속 식물의 초저

온동결을 위한 과정으로 encapsulation- dehydration 기법의 성공적인 사용에 대해 보고한 바 있으

며, 나이지리아, 유고슬라비아, 러시아 등에서도 마 (Dioscorea deltoidea, D. sausasica, D. alata)의 

초저온동결보존에 대한 연구가 수행 중에 있다.

 3. 국내 기술개발 현황

   일부 농진청 소속의 연구소와 대학에서 벼, 국화, 마늘 등을 재료로 초저온 동결보존에 
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대한 연구를 수행중에 있으나, 외국과는 달리 아직도 초저온 동결보존을 통한 유전자원 관

리 체계가 미확립된 실정이다. 2005년 농촌진흥청의 유전자원 보존센터의 설립을 시작으로 

국내에서 동결보존 방법이 확립된 일부 자원을 위주로 하여 초저온 동결보존 계획을 수립하

고 이를 실용화시켜 나갈 예정이다. 본 연구실에서는 작약의 품종개량을 위하여 경북농업기

술원과 공동으로 작약의 유전자원 수집과 특성을 조사하면서 약배양에 의한 반수체 생산, 

배배양, somatic embryogenesis 등에 대한 연구를 수행해 오고 있다. 경상북도 농업기술원 생

물자원연구소에서는 마의 유전자원 수집과 품종개량을 위해 수집종의 특성조사와 조직배양

에 대한 연구를 수행해오고 있다. 그러나 작약이나 마의 초저온 동결 보존에 대한 국내의 

연구 성과는 전무하다.

4. 문제점

 식물의 조직이나 기관을 이용한 초저온 동결보존체계를 확립하고 이를 실용화하기 위해서는 

우선 각각의 식물에 대한 세포 및 조직배양방법이 구명되고 그효율성이 제고되어야 한다.

작약은 다른 작물에 비해 조직배양 반응이 느리고 체세포배를 얻을 수 있는 재료도 한정되

어있을 뿐만 아니라 품종에 따른 배양효율의 차이 또한 비교적 크므로 초저온 동결보존에 

앞서 재료의 선택에 신중을 기해야 할 것이며 genotype별 기내배양체계의 확립도 동시에 요

구된다. 마는 genotype과 조직부위에 따라 동결 보존효율이 다른 것으로 보고되고 있어서 우

리나라에 자생 또는 재배되는 종의 동결보존을 위해서는 이에 맞는 별도의 연구가 이루어 

져야 할 것이다. 따라서 다소 증식정도가 낮은 계통이나 품종의 증식체계가 확립되고 이들

의 초저온 동결보존 조건이 밝혀진다면 이들 영양 번식성 약용작물의 유전자원 유지와 보존 

효율을 극대화시킬 수 있을 것이다. 
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 제 2 절 앞으로의 전망과 기술도입의 타당성

  1. 앞으로의  전망

  본 연구에서 작약과 마의 유전자원을 초저온에 안전하게 동결보존 시킬 수 있는 방법을 

확립하였다. 이방법은 앞으로 이용가치가 높은 영양번식성 작물의 유전자원 보존 기술로 

활용될 수 있을 것이다. 그리고 영양번식 식물의 유전자원 보존에 초저온 동결보존법을 

이용하게 육종재료의 유지․관리에 소요되는 인력과 경비도 크게 줄일 수 있다. 식물의 

무병조직인 생장점을 이용한 초저온 동결보존법은 유전자원의 안전저장 뿐만 아니라 무병

주의 대량급속증식도 가능하여 영양번식계의 생산성향상에는 크게 기여하게 될 것이다. 

앞으로 따라서 영양번식 식물의 유전자원 보존 및 이용에 광범위하게 이용될것으로 전망

된다.

 

  2. 기술도입의 타당성

  우리나라에 자생하면서 영양계로 번식되는 자원식물의 유전자원 보존에 적합한 방법이 

미확립 되어 있어서 이들 식물의 유전자원은 모두 포장재배에 의해 그 특성이 유지․보존

되고 있는 실정이다. 포장재배에 의한 유전자원 보존은 취급 자원의 수가 많을수록 노동

력과 비용이 크게 소요되고, 보존과정에서의 유전적인 퇴화나 유전자원의 소실의 우려도 

매우 크므로 보다 안전하고 장기적으로 보존할 수 있는 초저온 동결 보존법의 확립이 시

급히 요구되고 있다. 마는 열대지방의 주요작물로 열대마 종류에 대한  초저온 동결보존

에 대한 연구가 활발히 진행되어 효과적인 방법이 발표되고 있으나 이들 방법들은 

genotype 별로 효율에 상당한 차이를 보이므로 우리나라에 자생하는 마에 대한 별도의 검

토가 필요하며, 작약의 초저온 동결보존에 대해서는 도입하거나 참고할 기술은 거의 없는 

실정이다.
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제 3 장   연구개발수행 내용 및 결과

 제 1 절 작약(Paeonia lactiflora Pall.)의 초저온 동결보존 방법 확립

  1. 작약의 조직배양법 확립

   가. 연구개발수행 내용

   1) 접합자 배배양과 자엽조직으로부터 체세포배 유도 : 작약의 성숙종자에서 배를 절취

하여 MS배지에 치상한후 26±1℃로 유지되는 항온실에서 30일간 배양하여 자란 자엽조직을 

가로, 세로 0.5cm되도록 잘라 체세포 배 획득을 위한 배양 재료로 이용하였다. 배의 전처리 

조건에 따른 체세포 발생정도를 조사하기 위해 종피를 제거한 작약종자를 1~2일정도 pH 

buffer solution (YAKURI pure chemical사 제품)에 침적처리 하고 70% 에탄올과 2% NaOCl에 

소독한 후 배를 절취하여 MS 기본배지에 30일간 배양후 배 발달 정도를 조사하였으며, 여

기에서 얻어진 자엽조직을 ABA가 1.0mg/L 첨가된 MS배지에 치상하여 90일간 암상태에서 

배양한 후 이들로부터 체세포 배발생정도를 조사하였다. 작약 종자의 배 배양 과정 중에 발

견된 다배 현상의 발생 빈도와 유전적인 차이 등을 조사하기 위하여, 한 개의 종자가 가지

는 배의 수,  배의 형태적 차이와 염색체 수,  발아 양상 등을 조사하였다.

   2) 작약의 뿌리, 잎, 자엽조직배양을 통한 캘러스와 배형성 유도 : 작약 실생묘로부터 절취

한 자엽, 하배축, 뿌리 조직과 생육이 왕성한 작약묘로부터 절취한 엽육조직을 2,4-D(0.0∼

2.0mg/L)단용 혹은 2,4-D(1.0mg/L)와 BAP(0.5mg/L)를 혼용한 MS배지에 60일간 배양한 후 캘러스 

형성정도와 배형성률을 관찰하였다. 각 조직에서 발생한 캘러스는 생장조절제가 첨가되지 않은 

MS배지에 배양하여 배발생정도를 조사하였다.

   3) 약, 화사조직으로부터 캘러스 및 체세포배 유도 

약배양 : 조직 배양 효율의 genotype 간 차이를 조사하기 위하여, 경북농업기술원 신물질연구

소(의성)에서 보존중인 작약계통을 1년차에는 P064, P079, P123과 의성작약의 화뢰를 2년차

에는 의성작약외 17계통의 화뢰를 채취하여 70% 에탄올로 표면소독하고 약을 절취하여 MS
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기본배지에 배양하였다. '의성작약‘ 화뢰를 4℃의 암상태에서 5∼15일간 저온처리한 다음 약

배양을 실시하여 저온처리 기간별 배양효율을 비교해보았다. 또한 PAA가 계통별 소포자 유

래의 배발생에 미치는 영향을 조사하고자 2mg/L의 PAA가 첨가된 MS배지에 '의성작약'을 포

함한 홑꽃 6계통의 약을 배양하였다. 활성탄의 첨가효과를 조사하고자 생장조절제와 활성탄

이 첨가된 배지에 '의성작약'의 약을 배양하였다. 

 화사조직으로부터 캘러스 및 체세포배 유도 : 4℃에서 5∼15일간 저온처리한 '의성작약' 외 1차년

도의 3계통과 2차년도의 17계통의 화뢰로부터 절취한 화사조직을 2mg/L 의 2,4-D가 첨가된 MS배

지에 배양한 뒤 캘러스 형성율을 조사하였고, 형성된 캘러스는 ABA가 0∼2mg/L 첨가된 MS배지

에 배양하여 체세포배를 유도하였다.

  나. 연구개발 결과

   1) 종자의 배배양과 자엽조직으로부터 체세포배 유도

    가) 종자의 배배양

   작약의 종자로부터 배를 절취하여 GA3가 0.3 mg/L 첨가된 MS 배지에 배양하여 GA3가 

배 발아에 미치는 영향을 조사한 결과(표 1),  배의 뿌리 발육은 처리별로 차이를 나타내지 

않았으나 0.3 mg/L의 GA3 첨가구에서 상배축의 신장이 64%로 높아지는 경향이었다.

Table 1. Effect of GA3 on zygotic embryo germination in P. lactiflora Pall.

GA3 (mg/L)
No. of cultured 

embryos

Rate (%) of

Rooting (%) Epicotyl elongation (%)

0.0 70 95.0  7.2

0.3 100 97.0 64.0
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   pH 4.0, 7.0 ,10.0의 완충용액(YAKURI pure chemical사)에 종피가 제거된 종자를 24∼48시

간 침지 처리한 후 배를 절취하여 MS 기본배제에서 발아시킨 결과 증류수에 처리된 종자에 

비해 뿌리 발생이나 신초 발생율이 크게 낮아졌다(표 2). 그러나 완충액에 처리되지 않은 배

에서는 자엽 및 뿌리 발생이 정상적인 반면에 pH 7.0 완충액에 48시간 처리된 배에서는 뿌

리 신장은 되지 않고 자엽만 전개되는 비정상적인 생육을 나타내었다(그림 1).

Table 2. Effect of buffer solution (pH 4.0, 7.0, 10.0) on zygotic embryo germination in P. 

lactiflora Pall 

Buffer sol. 
(pH)

Soaking 
duration (h)

No. of cultured 
embryos

Rooting 
(%)

Epicotyl elongation 
(%)

Control(D.W) 24 70 95.0 7.2

4.0 24
48

75
85

37.3
 8.2

5.3
0.0

7.0 24
48

69
76

62.3
10.5

4.3
0.0

10.0 24 76 30.3 6.6

Fig. 1. Germinated seedlings from zygotic embryos non-treated(A) and  treated with pH buffer 

solution (B)

BA
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   나) 자엽조직으로부터 체세포배 유도  

    ABA가 첨가된 배지에서 작약의 자엽조직을 배양할 경우 캘러스발생을 거치지 않고 자

엽조직에서 직접 체세포배가 발생하게 되는데 자엽조직 배양 배지에 ABA를 0, 1.0, 2.0 mg/L 

첨가하여 ABA농도별 체세포배 발생율을 조사한 바(그림 2, 3), ABA가 1 mg/L 첨가된 MS 배지에

서 61.0%의 높은 체세포배 발생율을 나타내었다.
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Fig. 2. Effects of ABA concentration on somatic embryogenesis from cotyledon tissue of P. 

lactiflora Pall. In each ABA concentration, more than 100 cotyledon tissues were cultured with 

three replicates per treatments. Bars represent standard error (mean ± SE).

   완충용액에서 침적 처리된 작약종자의 배를 발아시켜 얻어진 자엽조직을 ABA가 1.0 

mg/L 첨가된 MS배지에 배양하여 체세포배 발생정도를 조사한 결과(표 3), pH 4.0과 7.0 완

충용액에서 48시간 침지처리한 구에서 체세포배 발생율이 각각 84, 85%로 높게 나타났고 

배양된 조직 100개당 얻어지는 체세포배의 수도 232개와 280개로 가장 많았다.
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Table 3. Effects of pH buffer solution on somatic embryogenesis from cotyledon tissue of P. 

lactiflora Pall.

Buffer sol. 
(pH)

Soaking 
duration (h)

Cotyledons forming 
somatic embryos (%)

No. of somatic embryos per 100 
cotyledons

Control(D.W) 24 65 148

4 24
48

60
84

185
232

7 24
48

70
85

190
280

10 24 65 140

* Zygotic embryo culture medium : MS + 30g/L sucrose + 2g/L gelrite

* Cotyledon culture medium(somatic embryo inducing medium) : MS + 30g/L sucrose + 2g/L 

gelrite + 1mg/L ABA 

 

  Fig. 3. Direct somatic embryogenesis from cotyledon tissue of P. lactiflora Pall.

  다) 다배종자의 분포

 작약 종자에서 다배종자의 발생비율을 조사한 결과, 4,114개의 종자중에서 정상배를 가진 

종자는 96%였으며, 2개 이상의 배를 포함하고 있는 다배종자의 비율은 총 4%로 나타났다. 

다배종자의 대부분은 배가 두 개씩 있는 쌍배종자이었으나, 3개 혹은 4개의 배가 존재하는 

종자도 발견되었다 (표 4). 다배현상은 자연계에서 드물게 일어나는 현상으로 식물의 종이나 

품종에 따라서도 그 발생빈도가 크게 다른 것으로 알려져 있는데, 벼의 경우 쌍배종자의 발
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생비율이 0.01%라는 보고 (Choi & Chung 1961)가 있고, 밀에서는 쌍배종자의 발생율이 

0.03%였다고 보고된 바 있다 (Wilson & Ross 1961). 본 연구에서 조사된 작약종자의 다배종

자 발생빈도는 4%로 다른 식물에 비해서 상당히 높은 빈도를 나타내었다. 쌍배의 발생양상

에서는 배의 위치로 보아 정상적인 수정에 의해 형성된 배가 발육 도중에 분할 (그림. 4-A)

된 경우가 대부분이었으나 종자의 양쪽에 각각 1개씩의 배가 위치한 경우도 있었는데, 이 

경우는 난세포외에 반족세포와의 접합에 의해 형성된 쌍배로 보여지고 앞으로 이에 대해서

는 깊이 있는 연구가 있어야 될 것으로 생각된다. 

Table 4. Polyembryonic rate in seeds of P. lactiflora Pall.

No. of investigated 

seed  

Variance of embryo numbers in a seed (%)

one(normal) twin triplet quadruplet

4,114 3,938(95.72) 169(4.11) 6(0.15) 1(0.02)

 종자를 크기별로 나누어서 다배현상을 관찰한 바, 큰 종자 (>10mm)에서는 정상배를 가진 

종자가 945개로 97%를 차지하였고, 배가 2개인 쌍배종자는 22개로 2.2%, 배가 3개인 종자는 

4개로 0.4%로 조사되었다. 반면 크기가 상대적으로 작은 종자 (<5mm)에서는 정상배를 가진 

종자가 937개로 95%를 차지하였고, 쌍배종자는 48개 (5.0%), 3개의 배를 가진 종자는 4개 

(0.4%)로 조사되어 다배종자의 발생비율은 큰 종자에 비하여 약간 높게 나타났으나, 종자 크

기만으로 다배종자의 구분은 불가능할 것으로 추정되었다 (표 5).

Table 5. Rate of polyembryonic seeds according to seed size in P. lactiflora Pall. 

Seed size(mm) Normal seeds(%) Polyembryonic seeds(%)

Large(>10mm) 97 3

Small(<5mm) 95 5

 조사된 작약종자 중  다배현상의 가장 많은 발생비율을 차지하는 쌍배 (그림 4-A)의 형태적
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인 특성을 조사하기 위하여 배 배양을 실시하였다. 배양된 쌍배 64개중에서 대부분의 배 

(94%)가 2개의 자엽을 가지는 정상적인 형태의 배 구조 (그림 4-B)를 보였으나, 전체의 약 

6%는 두개의 배 중에서 어느 하나가 1개 혹은 3개의 자엽을 가지는 경우도 있었으며, 두 

배의 배축이 붙은 샴쌍둥이 형태의 배 (그림 4-C)도 관찰되었다. 약배양에서 형성된 배에서

도 다배종자에서 발견된 것과 같이 1개나 3개의 자엽을 가지는 배가 발견되었으나, 이것은 

발아율이 낮고 정상식물체로 발달하는 비율이 10%이하로 현저히 떨어진다고 보고된 바 있

다 (Sohn et al. 1995). 배 배양에서 정상적인 두 개의 자엽을 가진 개체들은 4℃의 암상태에

서 8주간 저온처리를 하여 정상적인 개체로 생장시킬 수 있었다.

Fig. 4. Germination of twin embryos in P. lactiflora Pall. 

A: Twin embryos in a seed, B: Germination of twin embryos cultured on MS medium 

containing 0.3mg/L GA3, C: Abnormal seedling derived from twin embryos. Bar marks 5mm.

 

 배를 하나만 보유하는 정상적인 종자와 다배현상을 보이는 종자의 배를 0.3mg/L GA3가 첨

가된 MS배지에 배양하고 26℃의 명조건 하에서 배의 발아율을 조사한 바, 정상종자의 발아율

이 97%로 다배종자 (90%)에서 보다 높았다 (표 6). 정상종자에 비해 다배의 발아율이 다소 낮은 

것은 다배종자에서 자엽이 1개 혹은 3개인 비정상적인 배가 포함되어 있었기 때문인 것으로 추정

되어 진다.  

A B C
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Table 6. Comparison of germination ratio between normal embryos and polyembryos in P. 

lactiflora Pall. 

 Embryos No. of embryos cultureda) Germination rate(%)

 Normal embryos 100 97

 Polyembryos 157 90
a)MS basal medium containing 0.3mg/L GA3, 30g/L sucrose and 2g/L gelrite.

  한 종자 내에 포함된 다배의 배수성을 조사한 결과, 쌍배 종자 45개 중에서 단 한 개를 

제외한 모든 쌍배가 고유의 염색체 쌍인 2n=10으로 조사되었고, 한 개의 종자에서 2n=8인 

이수체가 발견되었다. 배를 세 개씩 가진 다배 종자 9개 중, 8개의 종자에서 3개의 배가 모

두 2n=10으로 조사되었으나 1개의 종자에서 3개의 배가 각각 2n=10, 15, 20 으로 나타났다 

(그림 5). 아몬드의 경우에서 정상적인 생육양상을 보이는 다배로부터 유래한 유묘에 root tip의 핵

형은 2배체 (2n=16)이고, 왜성유묘의 경우에 이수체 (2n-1=15)도 관찰되었다고 보고 된 바 있다 

(Martínez-Gómez & Gradziel 2003). 

Fig. 5. Root tip cells from polyembryonic seedlings showing a diploid chromosome complement〔2n=1

0〕(A) and a double-diploid chromosome complement〔2n=20〕(B) in P. lactiflora Pall. 
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  라) 작약의 뿌리, 잎, 자엽조직배양을 통한 캘러스 유도 

    작약의 조직부위별 캘러스 유도와 이들 캘러스로부터 체세포배 획득을 위한 실험 결과

(표 7), 자엽조직의 경우 2,4-D가 2mg/L 첨가되거나 2,4-D (1mg/L)와 BA(0.5mg/L) 가 첨가된 

배지에서 캘러스 발생이 각각 71%와 88%로 높게 나타났고 다른 조직부위에 비해 캘러스 

생장도 양호하였다. 뿌리의 경우에는 BA를 혼용처리한 경우 보다 2,4-D 단용에서 캘러스 형

성률이 높게 나타났으며 특히 2,4-D가 1 mg/L 첨가된 배지에서 캘러스 생장상태가 좋은 것

으로 나타났다. 하배축의 경우도 2,4-D 첨가구에서 높은 캘러스 형성률을 나타내었지만, 생

육이 왕성한 시기에 채취한 잎조직 배양에서는 첨가된 식물생장조절제의 조성과 농도에 관

계없이 캘러스가 발생되지 않았다.  위와 같이 작약의 하배축, 뿌리, 자엽조직의 경우는 

2,4-D(1∼2mg/L)가 첨가된 MS배지에서 높은 캘러스 형성률을 나타내었으나 이들 캘러스로부터 

체세포배는 형성되지 않았고 포장상태에서 절취한 잎 배양한 경우에는 배양초기부터 배양체 주위

에 발생하는 페놀성 물질 때문에 모든 생장조절제 처리에서 기관형성이나 탈분화 현상을 관찰할 

수 없었다. 작약의 자엽조직도 다양한 농도의 2,4-D 조건에서 캘러스는 형성되었지만 캘러스로부

터 체세포배는 유도되지 않았다. 그러나 식물생장조절제가 첨가되지 않은 배지에 배양된 자엽조

직에서는 6.9%의 배형성률을 나타내었다(그림 6).

  마) 약, 화사조직 배양을 통한 캘러스 및 체세포배 유도

    작약 genotype에 따른 약배양 효율을 검토하고자 1차년도에 ‘의성작약’ 외 3계통에 대한 약배

양을 실시한 결과(표 8), '의성작약'의 배발생률은 20%로 높았으나 그 외 계통의 배발생률은 3%이

하로 낮았다. 2년차 실험에서도 ‘의성작약’ 외 17계통에 대한 약배양을 실시하여 genotype별 열개

약의 비율과 배형성정도를 조사하였다. 그 결과 의성작약의 배발생률이 31.2%로 다른 품종에 비

해 다소 높은 배발생률을 나타내었다. 

    화뢰의 저온처리 기간별 약배양 효율을 조사한 바(표 9), 1차년도 실험에서는 4℃에 15일간 저

온처리된 약에서 배형성률이 20%로 가장 높았으나 2년차 실험에서는 5일간 저온처리 한 약의 배

형성률이 31.2%로 가장 높게 나타나 년차간 차이를 보였다. 
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Table 7. Effect of plant growth regulators and their concentration on callus and somatic embryo 

formation from different tissues of P. lactiflora Pall.

  Tissues

Conc. of plant 
growth regulators 
(mg/L)

Callus formation Somatic embryogenesis

No. of
cultured 
tissues

Forming 
rate
(%)

Growth 
degree
(+∼+++)a

No. of 
calli
cultured

Forming 
rate
(%)

Cotyledon control
2,4-D 0.5
2,4-D 1
2,4-D 2
2,4-D 1 + BA 0.5

116
120
122
 98
 65

0
36
50
71
88

-
+
++
+++
+++

-
50
50
50
50

6.9
-
-
-
-

Hypocotyl control
2,4-D 1
2,4-D 2

 45
 26
 27

2
100
100

+
++
+++

-
50
50

-
-
-

Root control
2,4-D 0.5
2,4-D 1
2,4-D 2
2,4-D 1 + BA 0.5

 62
 39
 63
 40
 66

0
95
100
73
20

-
+
++
+
+

-
50
50
50
50

-
-
-
-
-

Leaf control
2,4-D 0.5
2,4-D 1
2,4-D 2
2,4-D 1 + BA 0.5

100
100
100
100
100

0
0
0
0
0

-
-
-
-
-

-
-
-
-
-

-
-
-
-
-

* a Degree : - none, + rare, ++ moderate, +++ good 

 Fig. 6. Callus (A ) and somatic embryo(A) formed from cotyledon tissues of P. lactiflora Pall..
                       A: Callus forming on MS medium containing 1mg/L of 2,4-D
                       B: Direct somatic embryogenesis on hormone-free MS medium
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Table  8. Variated difference of embryogenesis in anther cultured of 21 cultivars of P. 

lactiflora  Pall.

Cultivars No. of cultured 
anthers

Rate of ruptured 
anthers (%)

Embryo forming rate (%) 

2004(Year) 2003(Year)

P013 160 0.7 0.0 -
P015 120 0.8 0.0 -
P016 336 3.5 0.0 -
P024 200 4.5 0.0 -
P036 40 2.5 12.5 -
P040 140 7.8 0.0 -
P041 300 0.0 0.0 -
P046 340 0.9 0.0 -
P064 200 6.5 - 2.5
P079 180 3.0 - 0.0
P110 137 0.0 0.0 -
P112 240 0.0 0.0 -
P119 360 8.0 8.3 -
P120 360 1.9 0.0 -
P123 170 5.4 - 3.0
P128 320 5.4 0.0 -
P136 120 0.4 0.0 -
P143 180 17.8 0.0 -

92-1-1 320 11.6 0.0 -
94-6-1 280 3.2 0.0 -

Uisung zakyak 380 77.2 31.2 20.0

* Anther culture medium : MS medium containing 30g/L of sucrose and 2 g/L of  gelrite

Table 9. Effect of low temperature treatment on embryogenesis from anther cultures of P. lactiflora Pall.

Low temperature treatment

(4℃, day)

Embryo forming rate (%) 

2004(Year) 2003(Year)

5 31.2 3.0

10 12.7 5.0

15 5.0 20.0

* Variety : Uisungzakyak
* Anther culture medium: MS medium containing 30g/L sucrose and 2 g/L gelrite 
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  작약의 약배양에서 PAA첨가효과를 알아보기 위하여 2mg/L의 PAA가 첨가된 MS배지에 '의성작

약'외 5계통의 약을 배양한 결과(표 10),  PAA가 첨가된 배지에서 열개된 약의 비율이 생장조절제가 없

는 MS배지에서보다 다소 높게 나타났으나, 배형성율 면에서는 PAA가 첨가되지 않은 배지에서 다소 높

게 나타났다.

Table 10. Effect of PAA on embryogenesis from anther cultures of  P. lactiflora Pall.

Cultivars Conc. of PAA 
(mg/L)

No. of 
cultured anthers

Rate of ruptured 
anthers (%)

Embryo forming 
rate (%) 

P016 0 126 11.9 0.0

2 130 19.2 0.0

P046 0 124 1.6 0.0

2 180 18.8 0.0

P119 0 120 10.0 8.3

2 100 11.0 0.0

P120 0 220 0.9 0.0

2 170 0.0 0.0

92-1-1 0 160 1.3 0.0

2 140 2.9 0.0

Uisungzakyak 0 380 77.2 31.2

2 360 88.7 18.8

    IAA, BA, TDZ 등이 단용 또는 혼용되거나 활성탄이 첨가된 배지에 저온 처리된 약을 배양한 결

과(표 11), 0.3 mg/L의 IAA와 0.4 mg/L의 BAP가 혼용된 배지에서 약 열개율이 33.1%로 다소 높게 

나타났으며, 배형성율 면에서는 0.3 mg/L의 IAA, 0.4 mg/L의 TDZ와 3 mg/L의 활성탄이 첨가된 배지에

서 배형성율이 18%로 가장 높게 나타났다.
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Table 11. Effect of plant growth regulators on embryogenesis from anther cultures of  P. lactiflora Pall.

 

   2,4-D가 화사조직으로부터 캘러스 형성에 미치는 영향을 조사한 결과(표 12), 1 mg/L의 2,4-D가 

첨가된 배지에서 캘러스 형성률이 51.5%로 높게 나타났다. 화사조직으로부터 유도된 캘러스를  0

∼2mg/L의 ABA가 첨가된 MS배지에 배양하여 배형성을 유도한 결과(표 13, 그림 7), 1.5mg/L의 

ABA가 첨가된 배지에서 배형성률이  6%로 가장 높았다.

Conc. of plant growth regulators and activated 
charcoal(AC) No. of 

cultured 
anthers

Rate of 
ruptured 
anthers (%)

Embryo 
forming rate 
(%) 

IAA
(mg/L)

BA
(mg/L)

TDZ
(mg/L)

AC
(mg/L)

0.3 0.2 3 220 16.4 4.5

0.3 0.2 260 20.0 0.0

0.3 0.4 3 220 19.1 13.0

0.3 0.4 160 33.1 0.0

0.3 0.2 3 240 15.0 0.0

0.3 0.2 220 15.0 0.0

0.3 0.4 3 200 12.5 18.0

0.3 0.4 240 11.3 0.0

0.6 0.2 3 220 4.1 0.0

0.6 0.2 220 10.5 7.3

0.6 0.4 3 240 20.8 0.0

0.6 0.4 220 25.9 0.0

0.6 0.2 3 300 4.0 0.0

0.6 0.2 360 8.3 0.0

0.6 0.4 3 260 13.8 0.0

0.6 0.4 180 15.0 2.3
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Table 12.  Effect of  2,4-D on callus formation from anther filament tissues of  P. lactiflora Pall.

Conc. of 2,4-D (mg/L) No. of cultured filaments Callus forming rate (%)

0 270 0.0

1 480 51.5

2 310 37.4

* Variety : Uisungzakyak

Table 13. Effect of  ABA on somatic embryogenesis form filament callus of P. lactiflora Pall.

Conc. of ABA (mg/L) No. of calli transferred Embryo forming rate (%)

Control 534 4.3

1.5 200 6.0

2.0 192 2.0

            (A)                                                                                                        (B)

Fig. 7. Callus formed from anther filaments on callus induction medium containing different 2,4-D 

concentration(A)  and somatic embryo formed from filament callus
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작약 genotype별 화사 배양 효율을 비교하기 위하여 4℃에서 5일간 전처리한 '의성작약‘ 외 1차

년도의 3계통과 2차년도의 17계통의 화뢰로부터 절취한 화사조직을 1mg/L의 2,4-D가 첨가된 MS

배지에 배양하여 캘러스 형성정도를 조사한 바(표 14), '의성작약'에서 캘러스 형성률이 51.2%로 

가장 높게 나타났다. 

Table 14.  Genotypic difference in callus formation from anther filament tissues of 21 cultivars in P. 

lactiflora Pall.

Cultivars
No. of cultured 
filaments

Callus forming rate (%)

2004(Year) 2003(Year)
P013 300 0.0 -
P015 280 0.0 -
P016 160 0.0 -
P024 210 0.0 -
P036 120 3.3 -
P040 140 0.0 -
P041 320 0.0 -
P046 280 0.0 -
P064 190 - 15.3
P079 180 - 19.6
P110 330 0.0 -
P112 240 0.0 -
P119 360 24.4 -
P120 360 0.0 -
P123 170 - 13.2
P128 320 10.0 -
P143 180 0.0 -
P1312 80 3.5
92-1-1 320 19.3 -
94-6-1 280 9.6 -
Uisungzakyak 380 51.2 51.5

* Filament tissue culture medium : MS medium containing 30g/L of sucrose, 2g/L of gelrite and  1mg/L of 

2,4-D.
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   화뢰 저온처리 기간에 따른 화사배양 효율을 검토하고자 4℃에서 5∼15일간 처리한 화뢰

로부터 화사조직을 절취하여 2,4-D가 2mg/L 첨가된 MS 배지에 배양하여 캘러스 형성률을 

조사한 바(표 15), 배양 60일 정도에는 처리간 뚜렷한 차이를 보이지 않다가 90일 경과 후에

는 4℃에서 5일간 처리된 화뢰에서 절취한 화사에서 63.3%의 가장 높은 캘러스 형성률을 

보였다.

Table 15. Effect of low temperature treatment duration on callus formation from filament tissues 

of  P. lactiflora Pall.

Storage duration of flower buds 
(4℃, days)

Callus forming rate 
(%)

 5 63.3

10 28.3

15 38.6

 2. 접합자 배를 이용한 작약의 초저온 동결보존

  가. 연구개발수행 내용

   1) 접합자배의 초저온 동결보존

  접합자 배의 건조시간에 따른 생존률 : 작약 종자에서 절취한 배를 GA3 (0.3 mg/L) 첨가된 

MS 배지에서 0∼5일 동안 전배양한 후 무균상에서 여과지를 깐 샤레에 배열하여 1,200 lux 

정도의 조명 하에 0∼5시간 건조하여 전배양 기간 및 건조 시간별 동결보존후의 생존률을 

조사하였다. 또한 전배양 배지내 삼투압 조절물질의 농도(sucrose; 0.088M∼0.6M)가 동결보존

에 미치는 영향을 조사하였다. 작약의 미숙종자(수정 후 50일에 채종)와 완숙종자에서 절취한 

배를 각각 여과지를 깐 샤레에 배열하여 1,200 lux 정도의 조명하에 두고 무균상의 air-flow system

을 이용하여 건조시간별 수분함량과 동결보존후의 생존률을 조사하였다. 동결처리 방법은 건조된 

재료를 2ml들이 cryovial에 넣어 밀봉 후 -196℃의 액체질소에 급속 냉동하였다. 1시간 이상 냉동보
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존시킨 재료를 40℃ water bath에서 5분간 해동시킨 다음 재배양배지로 이식하여 26±1℃의 항온실

에서 배양하면서 재생률을 조사하였다. 재생률 조사에 사용된 배지는 0.3mg/의 GA3가 첨가된 MS 

배지를 사용하였다. 수분함량은 무균상에서 건조시간마다 배의 무게를 측정하고, 이들을 110℃의 

건조기에서 24시간 건조시킨 다음 각각의 생체중에 근거하여 측정하였다. 

   접합자배의 동결보존 방법별 생존률 비교:  Encapsulation에 따른 접합자배의 건조 및 동결저항성

을 알아보기 위해 1일간 전배양된 접합자배를 3% sodium alginate로 bead화하여 0∼7시간동안 상

기의 조건과 동일한 방법으로 건조하여 bead의 건조시간별 배 발아율과 동결후의 재생률을 조사

하였다. Vitrification 방법의 적용을 검토하고자 접합자배를 PVS2에 30분간(26℃) 처리하여 동결·

해빙 후 배양하여 생존률을 조사하였다. 

  급속 및 완만동결에 따른 생존률 조사: 접합자배를 4℃, -20℃, -80℃에서 각각 30분씩 처리한 후 

액체질소에 담그는 완만동결법과 액체질소에 직접 담그는 급속동결법간의 생존률을 비교하였다. 

  해빙온도 및 동결보존기간에 따른 생존률 조사: 동결처리된 배를 20, 40, 55℃에서 각각 5분간 해

빙시킨 후 재생배지에 배양하여 각 처리별 생존률을 조사하였다.동결보존기간이 생존률에 미치는 

영향을 조사하고자 접합자배를 -196℃의 액체질소에 1시간, 1일, 7일, 30일간 동결보존한 다음 재

생배지에 배양하였다. 재생배지에서 분화된 식물체는 4℃의 암상태에서 8주간 저온처리하고 본엽

과 뿌리가 충분히 분화된 후에 pot에 이식하였다.

 

  2) 캘러스를 이용한 초저온 동결보존

  자엽이나 뿌리 조직에서 형성된 캘러스는 무균상에서 접합자배와 동일한 방법으로 건조시켜 건

조시간별로 캘러스의 재생정도와 동결후의 재생률을 조사하였다. 재생배지로는 2,4-D가 1mg/L 첨

가된 MS배지를 사용하였으며, 항온실내 암조건에서 15일간 배양하였다. 약과 화사로부터 얻어진 

캘러스도 동일한 방법으로 0∼4일간 건조시켜서 재생배지에 배양하여 건조시간별 재생률을 조사

하는 동시에 각각의 건조단계별로 동결후의 배양반응도 비교하였다

  나. 연구개발 결과

     1) 접합자배를 이용한 초저온 동결보존

  미숙종자(수정 후 50일에 채종한 종자)와 완숙종자에서 절취한 배의 건조처리에 따른 동결 후의 

생존률을 비교한 결과(그림 8), 완숙종자의 경우에는 1시간 자연건조(수분함량 26%)된 배에서 



- 48 -

79.3%의 높은 생존률을 나타내었으나 미숙종자에서 절취된 배의 생존률은 대체로 완숙종자에 비

해서 낮게 나타났다. 완숙종자에서 분리된 접합자배의 수분함량은 건조1시간 이후부터 거의 일정

하게 유지되는 경향이었다(그림 9).  
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Fig. 8. Effect of desiccation times on cryopreservation of zygotic embryos from mature (A) and 

immature seeds (B) of P. lactiflora Pall. Bars represent standard error.
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Fig. 9. Changes in the water content of the zygotic embryos excised from mature ( ) and 

immature ( ) seeds during desiccation by air drying. Bars represent standard error.
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  종자에서 절취한 배의 전배양기간과 건조처리에 따른 동결 후의 생존률을 조사한 결과(표 

16), 1∼3일 정도 전배양한 배를 1∼2시간 정도 건조처리 후 동결보존할 경우 생존률이 71.

5∼80.0%로 높게 나타났으며, 전배양하지 않은 배의 경우도 1시간의 건조 처리로 동결 후의 

생존률을 79%로 높일 수 있었다.

Table 16. Effect of preculture, desiccation time on cryopreservation of zygotic embryos of P. 

lactiflora Pall

Preculture
(GA3 0.3mg/L, days) 

Desiccation 
(h)

LN
(-, +)

Survival 
rate (%) 

Preculture
(GA3 0.3mg/L, days) 

Desiccation 
(h)

LN
(-, +)

Survival 
rate (%) 

0 0 - 97.0 3 0 - 97.0

+ 15.2 + 64.7

1 - 82.0 1 - 75.2

+ 79.3 + 74.9

2 - 67.3 2 - 72.4

+ 67.0 + 71.5

1 0 - 97.0 5 0 - 97.0

+ 53.3 + 39.2

1 - 97.0 1 - 60.0

+ 80.0 + 43.3

2 - 73.3 2 - 56.7

+ 73.3 + 40.0

   전배양  배지내 삼투압 조절물질의 농도가 접합자배의 동결보존에 미치는 영향을 조사한 

결과, sucrose 농도가 0.3M 첨가된 배지에 배양된 액아에서 동결후의 생존률이 다소 높게 나

타났다(그림 10).
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Fig. 10. Effect of sucrose concentration contained in preculture medium on cryopreservation of 

zygotic embryos of P. lactiflora Pall.

   접합자배의 동결보존 방법별 생존률을 조사하기 위하여 1일간 전배양된 배를 각각 desiccation(1

시간 자연건조), PVS2 처리(26℃, 30분), 3%의 sodium alginate로 encapsulation 시켜 5시간 건조처리

한 것 등을 동결보존시킨 다음 각각의 생존률을 조사한 결과(그림 11), 건조만으로도 높은 생존률

(71%)을 얻을 수 있었으며 encapsulation- desiccation시킨 것에서 85%의 가장 높은 생존률을 나타내

었다. 
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Fig. 11. Effect of desiccation, vitrification, and encapsulation-dehydration on survival of non- 

cryopreserved (-LN) and cryopreserved (+LN) zygotic embryos of P. lactiflora Pall.
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Fig. 12. Germination of cryopreserved embryos by desiccation (A), vitrification (B), and 

encapsulation-dehydration (C) on MS medium containing 0.3 mg/L GA3.

  Encapsulation-desiccation법에 의한 동결보존에 알맞은 desiccation시간을 구명하고자 3%의 sodium 

alginate로 bead화한 배를 무균상에서 0∼7시간 동안 건조시키고 이들을 동결한 다음 생존률을 비

교한 바(그림 13), 건조하지 않은 것의 동결 후 생존률은 2.0%인데 비해 5시간 건조한 bead의 생존

률은 66.7%로 높게 나타났다.    그리고 동결방법별 배의 재생률을 비교한 바(표 17),  급속동결과 완

만 동결 두 방법간에 통계적인 유의성이 인정되지 않았다.
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Fig. 13. Effect of desiccation on survival of encapsulated  embryos of P. lactiflora Pall. Bars 

represent standard error.
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Table 17. Effect of cryopreservation methods on survival of cryopreserved embryos of P. lactiflora Pall

Cryopreservation methods
No. of embryos 

cultureda

Survival rate

(%)b

Rapid cryopreservation LN(+) 50 58.8±6.5

Slow cryopreservarion 4℃→LN(+) 50 57.1±10.7

4℃→-20℃→LN(+) 50 61.1±7.3

4℃→-20℃→-80℃→LN(+) 50 51.4±8.9

aMS + 0.3 mg/L GA3. 
bMean ± standard error.

  해빙온도에 따른 접합자배의 생존률을 조사한 결과(표 18), 20℃와 40℃에서 해빙된 것의 생존률

이 각각 67.2%, 68.4%로 높게 나타난데 비해 상대적으로 높은 온도인 55℃에서 해빙된 배의 생존

률이 40%로 크게 낮아졌다. 

Table 18. Effect of thawing temperature on survival of cryopreserved zygotic embryos of P. 

lactiflora Pall

Thawing temperature

(℃)

No. of embryos 

cultureda

Survival rate

(%)b

20 90 67.2±5.5

40 90 68.4±3.2

55 90 40.0±7.0

aMS + 0.3 mg/L GA3.
bMean ± standard error.

   작약 접합자배의 동결보존 기간(1시간∼30일)에 따른 생존률을 비교한 결과(그림 14), 동결보존

기간의 경과에 따른 해빙 후의 생존률은 76∼78%로 동일한 경향이었다.
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Fig. 14. Changes in survival rate of cryopreserved embryos according to the periods of 

cryopreservation in LN. Bars represent standard error.

   동결 보존된 접합자배를 발아시켜 얻어진 어린 식물을 별도의 처리 과정없이 온실내 pot에 직접 

이식할 경우 대부분 고사하여 생존개체를 확보할 수 없었으나, 4℃의 암상태에서 8주 동안 저온 

처리시켰 후 이식할 경우 상배축이 신장되고 본엽이 전개된 정상적인 식물체로 발달되었다(그림 

15). 지난 3년간 연구된 결과를 근거로하여 작약의 접합자배를 이용한 초저온 동결보존과정을 요

약하면 그림 16과 같다. 

 

 (A)                                                     (B)                                                     (C)     

Fig. 15. Plants recovered from cryopreserved embryos at 50 days after culture (A), transplanted 

in potting soil (B) and grown for 1 year after transplanting(C). 
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Dissect out of zygotic embryo from matured seeds

↓

 Preculture for 24h on MS medium containing 0.3 
mg/L GA3

↓

Zygotic embryo in seed of 
herbaceous peony

Encapsulation of embryo in 3% sodium-alginate 
solution
↓

Germination from the 
encapsulated embryos after 

cryopreservation

Suspending for 1h in MS medium containing  2M 
glycerol and 0.5M sucrose

↓

Desiccation for 5h by drying in laminar air-flow 
cabinet

↓

Cryopreservation in LN using 2 ml cryovial

↓

Thawing in a water bath at 40℃ for 5min

↓

Recultrure on MS medium containing 0.3 mg/L GA3

↓

Cold pretreatment (8 weeks at 4℃) of in vitro 
plants recovered from cryopreserved embryos

Plant recovered from 
cryopreserved embryos

↓

Transplanting of regenerated plants into pot with 
vermiculite

Fig. 16. Cryopreservation procedure of herbaceous peony using zygotic embryos.
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  2) 캘러스를 이용한 초저온 동결보존

   작약의 자엽, 뿌리, 하배축 조직에서 얻어진 캘러스와 약 및 화사에서 얻어진 캘러스의 건조시간

에 따른 동결보존 후의 생존률을 조사한 바(그림 17), 건조하지 않은 캘러스의 생존률은 비교적 높

았으나 건조시간이 경과함에 따라 생존률이 크게 감소하였다. 캘러스를 동결보존 재료로 이용할 

경우 동결된 캘러스를 해빙하고 이들 캘러스로부터 배형성을 유도하여야 한다. 그러나 약과 화사

조직배양에서 형성된 캘러스에서는 배가 형성되었으나 그 외 체세포 조직으로부터 얻어진 캘러스

에서는 배가 형성되지 않았다. 
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Fig. 17. Survival rate of  cryopreserved callus formed from cotyledon, root, hypocotyl tissues (A), anther 

filament(B) and anther(C) 
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 3. 체세포배를 이용한 작약의 초저온 동결보존

  가. 연구개발수행 내용

   작약의 약과 자엽조직배양에서 형성된 배를 무균상에서 0∼2시간 자연건조시킨 다음 -196℃의 

액체질소에 1시간 이상 동결보존하고, 40℃에서 5분간 해빙한 후 재생률을 조사하였다. 또한 체세

포배의 크기별로 동결보존 후의 생존률도 조사하였다. 체세포배의 크기별 동결보존후 생존률을 

조사하기 위하여 자엽조직과 약조직에서 유래한 배를 크기별로 (1~2mm, 2~3mm, 3~5mm) 나

누어 접합자배와 같이 동일한 방법으로 실험하여 생존률을 조사하였다. 체세포 배의 재생배지와 

배양조건도 접합자배의 경우와 동일하게 실시하였다.

  나. 연구개발 결과

   자엽조직과 약으로부터 캘러스를 거치지 않고 발생한 배(그림 18)를 크기별로 구분하고 동결보

존 후의 생존률을 조사한 결과(그림 19),  자엽조직으로부터 발생한 배의 경우는 배의 크기가 작을

수록 생존률이 높은 경향이었다. 그러나 약에서 발생한 배의 경우는 그 크기가 2∼3mm 일 때 

87.5%의 가장 높은 생존률을 나타내었다. 비교적 자엽에서 발생한 배의 경우 약조직으로부터 유

래된 배에 비해 높은 동결보존율을 보이는데 이는 이들 체세포배의 염색체 배수성의 차이에 기인 

한 것으로 생각되어진다. 자엽에서 유도된 체세포배의 경우 모든 개체가 접합자배와 동일한 

2n=10의 염색체 쌍을 가지는 반면 약에서 유도된 배의 겨우는 haploid (55.8%), diploid (31.2%), 

triploid (1.3%), tetraploid (5.2%) and aneuploid (6.5%)의 다양한 염색체를 포함하고 있다

Fig. 18. Somatic embryos formed from cotyledon tissue (A) and anthers (B) of P. lactiflora Pall. 

Scale bar = 10 mm.
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Fig. 19. Effect of embryo size derived from cotyledon tissue and anthers on the cryopreservation 
of somatic embryos of P. lactiflora Pall. In each size of embryos, 30 embryos were 
tested with three replicates. Bars represent standard error (mean ± SE).

   2,4-D 1mg/L를 첨가한 MS배지에서 형성된 약유래 캘러스를 MS기본배지에 이식하여 체세포배

를 유도하였다. 약캘러스에서 유래한 체세포배를 무균상에서 건조시간별 동결보존 후의 생존률을 

조사한 바(그림  20), 1시간 건조된 배에서 65%의 높은 생존률을 나타내었다.
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Fig. 20. Changes in the water content and survival rate of cryopreserved somatic embryos of 
Paeonia lactiflora Pall. during desiccation. The somatic embryos (3~5mm) derived form 
cotyledon tissues were used for cryopreservation. In each treatment,  60 embryos were 
tested with three replicates. Bars represent standard error (mean ± SE).
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  체세포배의 동결보존 방법별 생존률을 조사하기 위하여 1일간 전배양된 배를 각각 desiccation(1

시간 자연건조), PVS2 처리(26℃, 30분), 3%의 sodium alginate로 encapsulation 시켜 5시간 건조처리

한 것 등을 동결보존시킨 다음 각각의 생존률을 조사한 결과(그림 21), 건조만으로도 높은 생존률

(62%)을 얻을 수 있었으며 encapsulation- desiccation시킨 것에서 80%의 가장 높은 생존률을 나타내

었다. 
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Fig. 21.  Effect of desiccation, vitrification, encapsulation-dehydration on survival of 
non-cryopreserved (-LN) and cryopreserved (+LN) somatic embryos of P. lactiflora Pall.

Fig. 22.  Plant regeneration from the cryopreserved somatic embryos of P. lactiflora Pall. A: 

Somatic embryos in cryovial, B: Plant regeneration from the non-cryopreserved (B-1) and 

cryopreserved (B-2) somatic embryos 30 d after transfer to MS medium with 0.3 mg/L of GA3, 

C: A well developed peony plant 2 months after transplanting into pot.  Scale bars =10 mm.
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  작약의 자엽조직이나 약배양에서 형성된 배를 이용한 초저온 동결보존과정을 요약하면 그

림 23와 같다. 앞으로 작약의 genotype별 배발생정도, 체세포배의 동결보존방법별 보존효율 

등에 관한 실험을 수행하여 체세포배를 이용한 동결보존 방법을 확립하고자 한다.  

Direct embryogenesis

Cotyledon tissues; Culture for 90 days on MS medium containing     1.0 mg/L ABA

Anthers; Culture for 90∼120 days on hormone-free MS medium or   MS medium with 
2.0 mg/L PAA

↓

Somatic embryogenesis from cotyledon tissues and anthers

  ↓

Desiccation for 1h by air drying in laminar air-flow cabinet

(embryo size : 2∼3 mm)

  ↓

Cryopreservation in LN using cryovial (2 ml)

  ↓

Thawing  in a water bath at 40℃ for 5min

  ↓

Culture on MS medium containing 0.3 mg/L GA3

Fig. 23. Cryopreservation procedure of herbaceous peony using somatic embryos.
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 4. 동아(winter buds)를 이용한 작약의 초저온 동결보존

가. 연구개발수행 내용

   작약의 동아를 건조 및 전초리 방법에 따른 동결보존 후의 생존률을 조사하기 위하여 무균상태에서 

0∼7시간 자연건조하거나 silica gel을 이용하여 건조한 다음 액체질소에 넣어 보존하고 해빙 후 생존

률을 비교하였다.  월동전인 11월중순과 월동후인 3월경에 지하부의 동아를 채취하여 채취시기별 동

결보존 효율을 비교하였다. 그리고 cryovial size가 동아 동결보존에 미치는 영향을 알아보기 위해서 

capsulation된 동아를 1, 2 , 5, 15ml의 cryovial을 이용하여 동결보존후 생존율을 조사하였다.  또한 

PVS2를 이용한 vitrification방법 과 3% sodium alginate로 encapsulation 시킨 동아를 5시간 건조시켜서 

동결보존 후의 생존률을 조사하였으며, 전처리(4℃, 16일)의 유무가 동결보존에 미치는 영향도 조사

하였다. 수분함량은 무균상에서 건조시간 경과에 따라 capsulation된 동아의 무게를 측정하고, 이들을 

110℃의 건조기에서 24시간 건조시킨 다음 각각의 생체중에 근거하여 측정하였다. 품종별 동아의 동

결보존 효율 비교를 위해서 ‘태백, 미강, 사곡, 의성, 거풍’의 5품종의 동아를 5시간 자연건조한 다음 

액체질소에 보존하고 해빙 후 생존률을 비교하였다. 동결처리된 동아의 재생을 위해  1.0 mg/L의 GA3

와 0.5 mg/L의 BAP가 첨가된 MS배지에 배양하였다. 동아의 뿌리형성을 위해서 동결후 4주간 배양한 

신초 조직을 다양한 농도(0.01∼0.2M)의 NAA가 첨가된 1/4MS, MS배지에 배양하고 신초로부터 뿌리 

발생 정도를 조사하였다. 동결보존 후 재생된 개체의 유전적 변이유무를 분석하기 위하여 RAPD 법

을 이용하였는데 동결전후의 동아 조직에서 추출한 genomic DNA를 Primer OPB 13, 14, 15, 16, 17, 

19를 이용하여 PCR 하고 이들 산물을 전기 영동하여 밴드 패턴변화를 관찰 하였다. 동결 전 시

료로는 동아의 포엽을 사용하였고 동결 후에는 재분화한 식물체를 이용하였다. 

 

1 0 m

m

5mm

Fig. 24. Crown root(A),  winter buds(B) and  axillary buds(c)  in bracts of  winter bud of  P. lactiflora 

Pall.
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  나. 연구개발 결과

  경북농업기술원 신물질연구소(의성)의 포장에서 11월 중순경에 지상부가 고사한 작약의 지하

부 뇌두에서 동아를 채취한 후 무균상에서 5시간 자연건조 한 다음 동결 후의 생존률을 조사한 

결과, 건조를 하지 않고 동결한 동아의 경우에는 생존률이 30%이였으나 5시간 건조된 것의 동

결 후 생존률이 69.2%로 높게 높았다. 그리고 silica gel을 이용하여 건조하였을 경우에는 자연건

조에 비해서 생존률이 낮게 나타났다.(그림 25)
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           (A)                                        (B)         

 Fig. 25  The survival rate (%) of shoot apices dissected from winter bud  by desiccation time with 

different desiccation methods ; silicagel- drying(A) and air- drying(B).

Fig.  26.  Growth of cryopreserved shoot-apices by desiccation time(A) and their shoot growth(B)
         A: Recoverd shoot from air-dried apices during 0(a), 3(b), 5 h(c) and silica gel-dried apice during2 

(d), 4 h (e) .
         B: Shoot growing from non-cryoperserved(a) and cryopreserved apices (b).
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  채취시기별 동아의 동결보존 후의 생존률을 조사하기 위하여 11월 중순경부터 3월중순경

까지 작약의 지하부로 부터 동아를 채취하여 무균상에서 5시간 건조 후 동결․해동된 개체

의 생존률을 조사한 바 (그림 27), 11월에서 2월(월동 전)까지 동아의 생존률이 70% 가까이 

높게 나타나는 반면해 3월(월동 후)에 채취한 동아에서는 생존개체가 없었다.
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Fig. 27.  Seasonal variation of survival rate (%) of cryopreserved shoot-apices in P. lactiflora 

Pall. with different collection periods.

         
 B A

        

Fig. 28.  Comparison of regrowth after cryopreservation of shoot apices excised from 

November(A) and March(B).
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동결보존방법에 따른 동아의 동결보존 후 생존률을 비교해 보기 위해 desiccation(5시간 자연건조), 

vitrification (PVS2 30분), Encapsulation-dehydration(3% sodium alginate)법으로 동결보존을 수행한 결과

(그림 29) Encapsulation-dehydration법에서 88.1%의 높은 생존률을 보였다.
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Fig. 29.  Effect of desiccation, vitrification, encapsulation-dehydration on survival of 
non-cryopreserved (-LN) and cryopreserved (+LN) shoot-apices in P. lactiflora Pall.

        

A B C

Fig. 30.  Shoot growth after cryopreservation of shoot apices pretreated by desiccation(A), 
vitrification(B), encapsulation-dehydration(C)
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  Encapsulation-dehydration법을 이용한 동아의 동결보존법에 적정 bead 건조시간 설정을 위

하여 3% sodium alginate로 bead화된 동아를 0∼7시간 동안 건조시키고 이들을 동결한 다음 

생존률을 조사하였다(그림 31). 5시간동안 건조한 bead의 생존률이 86.3%로 가장 높게 나타

났다. 3% sodium alginate bead를 이용하여 건조시간이 경과함에 따른 수분함량 변화를 조사

한 결과(그림 32), 수분함량이 감소하기 시작해서 가장 높은 동결저항성을 갖는 5시간에서의 

수분함량은 28.6%로 나타났다.

 

D e s ic c a t io n (h )

0 1 3 5 7 9

Su
rv

iv
al

 ra
te

(%
)

0

2 0

4 0

6 0

8 0

1 0 0

L N (- )
L N (+ )

Fig. 31. Effect of desiccation time on survival of encapsulated shoot-apices in P. lactiflora Pall. 

Bars represent standard error.
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Fig. 32. Changes in water content of the encapsulated shoot-apices from winter buds during 
desiccation by air drying. Bars represent standard error.
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A B C

D E F

Fig. 33. Shoot growth from cryopreserved apices at 0(A), 5(B), 10(C), D(15), E(20) and 30(F)   

   days after thawing. 

  동결보존용기의 크기(cryovial size)가 동아 동결보존에 미치는 영향을 알아보기 위해서 

capsule 화된 동아를 1ml, 2ml, 5ml, 15ml의 cryovial에 넣어 동결보존 후 해동후 생존률을 조

사한 결과(그림 34), 1ml, 2ml, 5ml의 cryovial을 사용하여 동결 보존한 동아는 80% 가까운 

높은 생존룰을 보였으나 15ml cryovial을 이용하여 동결시킨 동아는 58.1%의 다소 낮은 생존

률을 보였다.
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 Fig. 34. Effect of cryovial size on survival of cryopreserved shoot-apices of in P. lactiflora Pall. 
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A B

Fig. 35. Capsulated apices of peony(A) and apices in cryovials(B)

  경북농업기술원 신물질연구소(의성)의 포장에서 보존되고 있는 태백, 미강, 사곡, 의성, 거

풍 작약을 채취하여 5시간 자연건조 후 동결처리하여 genotype간 동결보존 효율을 조사한 

결과(표 19), genotype에 따라 동결후의 생존률이 유사하였으나, 미강작약의 경우 다른 품종

보다 다소 높은 74.9%의 생존률을 나타내었다(그림 36).

Table 19. Genotypic difference of survival rate of shoot apices cryopreserved at -196℃ by 

desiccation

Genotype
Survival rate(%)

LN(-) LN(+)

Taebaek 81.8±4.5 53.7±2.6

Mikang 88.1±5.0 74.9±4.7

Sagok 91.9±3.3 55.7±8.4

Uisuong 74.4±6.5 64.2±2.5

Geopung 94.0±7.3 62.4±6.0
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A B C

D E

Fig. 36 Comparison of survival of cryopreserved shoot-apices in five cultivars of P. lactiflora   

Pall. (A:Taebaek, B:Mikang, C:Sagok, D:Uisung, E:Geopung-zacyak)

  동결한 동아를 해빙시켜 GA3(1.0mg/L)와 BAP(0.5mg/L)가 혼용된 배지에 배양했을때 shoot

분화가 용이 하였으며, 뿌리분화를 위해서 다양한 농도의 NAA를 첨가한 배지에 재생된 신

초를 배양하였다. 그 결과 0.1 mg/L의 NAA가 첨가된 1/4MS 배지에서 20%의 뿌리 분화률을 

나타내었다(표 20, 그림 37).

Table 20. Effect of NAA concentration on root formation from cryopreseved shoot-apices of in 

P. lactiflora Pall.

NAA concentration(mg/L) Root formation(%)

1/4 MS+NAA 0.01  0

1/4 MS+NAA 0.1 20

1/4 MS+NAA 0.2  0

 MS+NAA 0.1  0

 MS+NAA 0.2  0

* Root forming medium : 1/4MS medium containing 30g/L of sucrose, 2g/L of gelrite 
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A B

Fig. 37.  Root formation from the cryopreserved apices(A) and peony plant(B) developed after 

transplanting into pots. 

  동결과정을 통한 재분화 식물체의 변이 조사를 조사하기위해서 동결 전에 동아에서 얻은 

포엽과 동결 후 정아를 RAPD 분석법을 이용하여 분석 하였다. Primer는 OPB 13, 14, 15, 

16, 17, 19를 이용하여 비교한 결과(그림 38), 대부분의 major band 들이 일치하였다. 이와 같

이 동결 후 재생된 개체는 동결 전과 동일함을 알 수 있다.

      Primer :  OPB13    OPB14    OPB15   OPB16    OPB17   OPB19

      

a a a a a a b  b b b b b

      

Fig 38. Analyze of genetic variation between non-cryopreserved(a) and cryopreserved shoot- 

apices(b) of peony using RAPD marker.

  작약의 동아를 이용한 초저온 동결보존과정을 요약하면 그림 39와 같다. 
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Winter bud excised from crown root of peony

Peony root(A) and winter bud(B)
↓

Surface sterizing of winter bud for 1min in 70% ethanol and for 5min in 1% sodium 
hypochlorite solution 

                           

5mm 

Desiccation of sterized or encapsulated winter bud for 5h by drying in laminar air-flow cabinet

↓

 Cryopreservation in LN using cryovial(2ml)

↓

Thawing  in a water bath at 40℃ for 5min

↓

Shooting from cryopreserved buds on MS medium containing

 1.0mg/L GA3 + 0.5mg/L BAP

    

Rooting from cryopreserved dormant shoot tips on 1/4 Ms medium containing 

0.1mg/L of NAA

Fig. 39. Cryopreservation procedure of herbaceous peony using apices of winter buds.
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제 2 절 마(Dioscorea spp.)의 초저온 동결보존 방법 확립

  1. 마 액아조직을 이용한 초저온 동결보존

가. 연구개발수행 내용

  1) 마 액아 분열조직배양을 통한 기내배양묘 육성 :  경북농업기술원 생물자원연구소의 

마 유전자원 포장에서 유지․보존중인 마(Dioscorea spp.)자원 중 괴경의 형태가 긴 장마, 곤

봉형태인 단마, 둥근형태의 둥근마를 재료로 이용하였다. 7월 상순에서 8월 중순까지 공시품

종의 지상부 액아 분열조직을 절취하여 BAP, kinetin가 단용 혹은 혼용 처리된 MS 배지에 

배양하여 26±1℃가 유지되는 항온실에서 명배양(1200 lux)하였다. 

   보존에 사용할 재료의 적정크기를 설정하기 위한 실험에서 액아크기에 따른 배양반응을 

조사하였는데, 둥근마의 기내배양묘로부터 크기가 1mm이하 되는 액아와 1∼3mm크기의 액

아를 이들 재료가 묘에서 차지하는 위치별로 상부, 중부, 하부로 구분하여 kinetin (0.5mg/L)

이 함유된 MS 배지에 배양하여 위의 실험과 동일한 조건에서 40일간 배양하면서 신초 및 

뿌리의 형성률과  배양재료별 배양경과에 따른 신초 신장 정도를 조사하였다. 액아배양에서 

분화된 유묘의 마디조직을 배양하여 개체수를 기내 증식하고 이들 기내 배양묘로부터 크기

가 1mm이하 되는 액아만을 절취하여 동결보존 재료로 이용하였다.

  2) 재료의 건조 및 동결저항성 조사 : 재료의 종류별로 건조시간경과에 따른 생존률을 조

사하기 위하여  포장상태에서 자란 장마, 단마, 둥근마의 지상부로부터 절취한 액아와 이들 

마 종류별로 기내에서 배양된 묘의 액아를 각각 여과지를 깐 샤레 위에 배열하여 무균상에

서 수분간 air-dry하면서 건조시간별로 생존률을 조사하였다. 건조 처리된 재료를 BAP와 

kinetin이 각각 0.5mg/L씩 첨가된 MS 배지에 60일간 배양하면서 각 처리별 재생률을 비교하

였다. 이들 재료는 동시에 액체질소에 1시간 이상 보존후 40℃에서 5분간해동 배양후 생존

률을 조사하였다.

  3) 초저온 동결보존 방법 선발 : 마 기내배양 묘의 액아조직을 재료로 preculture- dehydration, 

encapsulation-desiccation, vitrification, encapsulation-vitrification 법으로 동결보존을 수행하였다.

Preculture dehydration 법 :  Sucrose의 농도가 0.3∼0.6 M인 MS 기본배지에서 0∼48시간 전배양 
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후 -196℃의 액체질소에 급속 동결하고 1시간 후 40℃ 수조에 5분간 해빙 후 kinetin (0.2 mg/L)과 

BAP (0.2 mg/L)가 첨가된 MS배지에 명상태로 배양 (26±1℃)하면서 정상적인 생장여부를 조사하였

다.

Encapsulation-desiccation 법 :  액아조직을 MS 배지에서 1일간 전배양후 3% sodium alginate

를 이용하여 직경 5 mm 미만의 bead로 만들어 0.5 M의 sucrose와 2M의 glycerol이 포함된  

액체 배지에 1시간 200 rpm의 속도로 loading 하고 무균상에서 0∼8시간 건조, 동결보존 후 재생 

정도를 조사하였다. 액체 질소 내 저장 기간과 해빙후의 처리는 preculture-dehydration과 동일한 방법

으로 수행하였다. 

Vitrification 법 :  0.3M의 sucrose가 함유된 MS 기본 고체배지에서 1일 전배양된 재료를 상

온에서 동결보존용액(PVSⅠ, Ⅱ, Ⅲ, Ⅳ)에 30분간 처리하고 동결 보존하였다. 해빙과 동시에 

20분 정도 1.2 M의 sucrose 용액에 loading하여 vitrification 용액을 제거하고 kinetin (0.2mg/L)

과 BAP (0.2mg/L)가 첨가된 MS기본배지에서 정상적인 생장여부를 조사하였다. 

Encapsulation-vitrification 법 : Encapsulation-dehydration 법과 vitrification법을 동시에 사용하는 

방법으로 캡슐화된 액아를 3.5시간 건조 후 PVS2용액에 처리하여 동결보존 하였다.

  4) 동결보존 과정 중 각 단계별 조건 구명

 이상의 실험에서 선발된 동결보존법인 encapsulation-desiccation method을 기본으로 동결조직

의 생존률을 높이기 위하여 전 배양단계에서 배지내 삼투압 조절물질의 농도(sucrose와 

sorbitol; 0.3∼0.6M), 전배양 기간 및 일장조건(16hr, 24hr), 전배양 배지내 stress 호르몬의 처

리 등이 동결보존에 미치는 영향을 조사하였다. 보존재료(apices size), bead의 건조시간, 동결

방법(rapid, slow freezing) 및 해빙조건(25∼40℃)에 따른 동결보존 후의 생존률도 비교하였

다. 해빙후 재생과정에서는 재생배지내의 조절물질의 처리(sorvitol 0.3M), 기간(1∼4일) 및 

광조건등이 동결후 생존에 미치는 영향을 조사하였으며, 또한 동결보존 기간(0∼3개월)에 따

른 생존률 변화 여부도 조사하였다. 액체질소에 보관되었던 재로는 40℃의 water bath에서 3∼5

분간 해동하고 0.2 mg/L 의 BAP와 0.2 mg/L kinetin 이 첨가된 MS 배지에 배양하였다. 동결 처리후 

생존률은 배양 60일 경과 후 처리된 개체중 shoot를 형성한 개체를 조사한 수치로 나타내었으며 2

6℃의 실온에서 완만 해동(9분)하거나 40, 50℃에서 3분정도 해빙하여 동결후 생존률을 조사하였

다. 캘러스, 부정아 혹은 신초발생등의 특성은 모든개체를 대상으로 조사하였으며 시험처리는 완

전임의 배치로 처리당 5반복으로 실시하여 얻어진 결과를 Duncan's test로 분석하였다.  동결보존

된 재료의 생존률 또한 모든 처리 개체를 대상으로 조사하였다. 또한 둥근마를 재료로 동결보존 
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유무에 따른 유전적 변이를 RAPD법을 이용하여 분석하였는데, 동결 전후의 재료 genomic DNA를  

SRILS사의 UniPrimerKit II 12(20 mer)종을 사용하여 증폭하였으며 PCR 조건은 94℃에서 4분간 유

지 후  94℃ 1분, 55℃ 1분 72℃ 2분을 반복하여 35 cycle 수행하고 72℃에서 7분간 안정화 시킨수 

4℃로 cooling 시켰다.  PCR 증폭산물은 1.2%의 agarose gell에 전개하여 동결유무에 따른 벤트 패

턴 변화를 조사하였다.

  5) 마의 genotype별 동결보존 방법에 따른 효율 비교

 경북농업기술원 생물자원 연구소의 포장에서 유지보존되고 있는 다양한 마(둥근마, 단마, 

세장방추형 야생마, 일본중마;D. japonica)의 경정조직 배양을 통해 식물체를 획득하고 이들 

식물체의 마디부위를 일정주기로 계대 배양하여 개체수를 확보하였다. 이들 개체의 액아분

열조직 부위를 절취하여 위 실험에서 선발된 동결보존방법으로 보존한 후 genotype간 효율

을 비교하였다. 생장점 배양과 마디배양 효율이 낮고, 자연상태에서 종자 형성이 가능한 두 

종류의 야생마(Dioscorea nipponica ; 부채마, D. opposita 중 세장방추형의 야생마)에 대해서

는 접합자배의 동결보존 재료로서의 이용가능성을 알아보기 위하여 접합자 초저온 초저온 

동결보존에 적합한 조건을 구명하였다. 

  나. 연구개발 결과

1) 동결보존에 필요한 식물재료의 획득

 마 액아 분열조직배양을 통한 기내배양묘 육성 : 서로 다른 괴경 형태를 보이는 D. batatas

의 세 유전자원의 지상부에서 절취한 액아 분열조직을 다양한 생장조절제의 조성으로 이루

어진 배지에 배양한 결과(표 1), 단마와 장마의 경우 거의 동일한 배양반응을 보였으며, 

BAP가 단용되거나 BAP와 2,4-D 혹은 BAP와 kinetin이 혼용 처리된 배지에서 부정아나 신초

의 발생율이 높았으며, 낮은 농도의 NAA와 kinetin이 함께 처리된 배지에서도 부정아와 신

초발생이 높게 나타났다.  둥근마의 경우도 장마, 단마에서와 같이 BAP가 단용 처리되거나 

BAP가 2,4-D혹은 kinetin과 혼용처리된 구에서 부정아와 신초발생이 현저하였으며, 낮은 농

도의 NAA, kinetin 혼용처리구 역시 효과적인 것으로 나타났다.  둥근마의 경우는 NAA와 

BAP 혼용 처리구에서도 부정아 발생이 두드러졌다.



- 73 -

Table 1, Effect of growth regulators on organ formation from shoot apices on three yam 

genotypes 

Genotype  Growth regulators 
(mg/L)

Callus formation Bud formation Shoot growth

% degree
(+∼+++) % degree

(+∼+++) %
shoot 
length
(cm)

Db004
(Jang-ma)  Control - - - - - -

BAP 0.2 - - 94 + 55 0.5
kinetin 0.2 - - 20 + 30 1.4

BAP 0.2, kinetin 0.2 16 + 88 ++ 50 0.4
2,4-D 0.2, BAP 0.2 50 +++ 85 ++ 45 0.5
2,4-D 0.5, BAP 0.5 66 ++ 68 + - -

2,4-D 0.2, kinetin 0.2 92 +++(NE) 45 + 20 1.2
2,4-D 0.5, kinetin 0.5 70 ++ - - - -
NAA0.01, kinetin 0.2 56 ++ 78 ++ 52 0.9

NAA 0.05, kinetin 0.5 100 + 55 + -
NAA 0.05, BAP 0.5 74 + 24 + -
NAA 0.05, BAP 1 34 + 20 + -
NAA 0.1, BAP 0.5  89 + 13 + 5 0.4
NAA 0.1, BAP 1 64 + 4 + -

NAA0.05, BAP0.5, kinetin0.5 92 + 3 + 4 1.2
2,4-D0.5, BAP 0.5, kinetin 0.5 86 + 15 +

Ma1
(Dan-ma)  Control - - - - - -

BAP 0.2 - - 98 + 60 0.5
kinetin 0.2 - - 22 + 28 1.4

BAP 0.2, kinetin 0.2 18 + 96 ++ 40 0.3
2,4-D 0.2, BAP 0.2 66 +++ 84 ++ 40 0.3
2,4-D 0.5, BAP 0.5 70 ++ 73 + - -

2,4-D 0.2, kinetin 0.2 90 +++(NE) 54 + 14 1.1
2,4-D 0.5, kinetin 0.5 70 ++ - - - -
NAA0.01, kinetin 0.2 50 ++ 77 ++ 50 0.9
NAA 0.05, kinetin 0.5 100 + 50 + -

NAA0.05, BAP 0.5 77 + 24 + -
NAA 0.05, BAP 1 40 + 15 + -
NAA 0.1, BAP 0.5  93 + 10 + 3 0.4
NAA 0.1, BAP 1 68 + 5 + -

NAA0.05, BAP0.5, kinetin0.5 90 + 3 + 3 1.0
2,4-D0.5, BAP 0.5, kinetin 0.5 80 + 20 +
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continued table 1.

Genotype  Growth regulators 
(mg/L)

Callus formation Bud formation Shoot growth

% degree
(+∼+++) % degree

(+∼+++) %
shoot 
length
(cm)

Db037
(Dunggun-

ma)

 Control - - 90 - - -
BAP 0.2 2.6 + 100 + 80 0.5

kinetin 0.2 - - 100 + - -
BAP 0.2, kinetin 0.2 0 - 90 ++ 85 0.6
2,4-D 0.2, BAP 0.2 73 ++ 87 ++ 10 0.7
2,4-D 0.5, BAP 0.5 70 ++ 56 +++ - -

2,4-D 0.2, kinetin 0.2 98 +++ 18 + 0
2,4-D 0.5, kinetin 0.5 100 +++ - - - -
NAA 0.01, kinetin 0.2 50 + 98 ++ 5 1.3
NAA 0.05, kinetin 0.5 100 ++ 70 +
NAA 0.05, BAP 0.5 73 + 60 +++ -
NAA 0.05, BAP 1 46 + 77 +++ -
NAA 0.1, BAP 0.5  77 + 47 + 23 1.2
NAA 0.1, BAP 1 77 + 33 +++

NAA0.05, BAP0.5, kinetin0.5 80 + 65 +++ - -
2,4-D0.5, BAP 0.5, kinetin 0.5 77 + 53 +

* a Degree : - none, + rare, ++ moderate, +++ good 

 마의 정단 분열조직은 옥신과 사이토키닌이 함유된 배지에서 배양 40일 후 신초, 부정아 

혹은 캘러스를 형성하였는데(그림 1) 0.2 mg/L의 kinetin 첨가구에서는 신초가(1-A), 0.5 mg/L

의 2,4-D 혹은 0.05 mg/L의 NAA 등 옥신이 첨가된 배지에서는 캘러스 혹은 캘러스와 신초

가 동시에 형성되었다(1-B). 둥근마(Db037)의 경우 비교적 낮은 농도의 옥신과 사이토카이닌

으로 조성된 배지에서 다수의 부정아와 신초들로 구성된 번식체를 형성하였다(1-C). 경정조

직으로부터 다수의 부정아를 유도하는 기내 대량번식 방법은 마(D. batatas)의 주요한 번식

방법이 될 수 있을 것이다. 

   경정 조직배양은 바이러스 무병종서 생산 목적 외에 대량번식의 수단으로서 유용하게 사

용되어 질수 있는데 마에서의 조직배양법은 수년간 유전적인 변이 없이 개체를 번식시키는 

수단으로 사용되어져 왔으며 배양된 신초 자체만으로 유전자원의 보존이나 유전자원의 안전

적인 교환의 실물로 사용되어질 수 있다는 장점을 가지고 있다.
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A B C

Fig. 1. Shoot (A), callus and shoot (B) and multi-propagules (C) formed  40 days after the 

shoot-apex culture of a yam cultivar 'Db037'.

  기내에서 배양의 효율은 배양배지내 첨가되는 조성물의 차이에도 많은 영향을 받지만 배

양 재료나, 배양 환경 등의 영향 또한 크게 받는다.  둥근마 기내배양묘의 마디로부터 크기

가 1mm이하되는 액아와  1∼3mm 크기의 액아로 나누어 절취 배양한 결과(그림 2), 모든 배

양체에서 100%의 신초형성을 보였는데, 배양속도는 배양체의 크기와 채취부위에 따라 다소 

차이를 보였다. 신초의 신장 속도는 배양체의 채취부위 보다 배양 재료의 크기에 따른 차이

가 두드러졌다. 하지만 이들 재료로 동결보존 할 경우(by encapsulation-dehydration method) 

1m 이상의 큰 재료의 동결보존 효율이 비교적 작은 크기의 재료에 비해 급격히 낮아지는 

경향을 보였다(그림 3).
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Fig. 2. Effect of apex size and location on shoot elongation of D. batatas cv. 'Db037'.
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Fig. 3. Effect of shoot-apex sizes on the survival of the control (-LN) and cryopreserved (+LN) apices of 

D. batatas by encapsulation-dehydration.  Encapsulated shoot-apices preconditioned with 0.3M of 

sucrose were encapsulated with 3% Na-alginate. The precultured beads were dehydrated by air drying in a 

laminar flow cabinet for 4 h at room temperature. 

 2) 초저온 동결보존 방법 선발

   마의 성공적인 초저온 동결보존을 위하여 air-dry를 이용한 재료의 건조(desiccation), 삼투

조절물질 처리(preculture-dehydration), 동결보존물질 처리(vitrification), 3% Na-alginate로 캡슐

화하여 건조(encapsulation-dehydration)등의 방법을 활용하여 동결건조 방법별 효율을 조사한 

결과(그림 4), 캡슐화 건조법으로 처리한 재료에서 20%의 생존률을 보였으며 동결보존물질

인 PVS2용액을 처리한구에서 0.5%의 낮은 생존률을 보일뿐 나머지 처리에서는 동결후 생존

개체를 확인할 수 없었다.

건조처리를 이용한 마 액아의 동결보존(Desiccation techniques) :  재료의 동결에대한 내성은 재료

의 genotype, 생육환경, 생육단계 배양부위, 배양부위의 크기 등 다양한 요인들에 의해 차이를 보이는데 

마의 종류별로 기내와 기외의 서로 다른 생육환경에서 절취한 재료의 건조 후 재생률을 조사한 결과(그

림  5 ), 기내에서 자란 신초조직이 기외에서 절취한 조직에 비해 건조 후 재생률이 높게 나타났다.      

포장에서 채취된 액아의 건조 저항성을 조사하고자  경북농업기술원 생물자원연구소의 마 유
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전자원포에서 유지․보존 중인 마 유전자원 중 장마, 단마, 둥근마의 지상부를 채취하여 표면

소독 후 액아부위를 절취하여 액아 분열조직을 둘러싼 몇 겹의 포엽을 제거하고 건조한 후 저

항성 조사 재료로 이용하였다. 액아 건조시간 경과에 따른 생존률과 배양반응을 조사한 결과장

마는 40분, 단마의 경우는 50분 건조에서 각각 재생률이 0%에 이른 반면, 둥근마의 액아는 50

분 건조에서도 30%의 비교적 높은 생존률을 보였다.  기내 배양된 묘에서 채취된 액아의 건조 

저항성은 포장 재료에서 보다 건조 경과에 따른 저항성이 높게 나타났는데 단마의 액아는 90

분 건조에서 재생률이 8% 까지 낮아졌으며, 둥근마의 경우는 90분간의 건조에도 23%의 높은 

생존률을 나타내었다. 기내 재료는 기외 재료보다 비교적 동일한 조건에서 재료를 확보할수 있으므로 

크기나 구성물질 등의 면에서 동일한 상태의 재료를 대향확보 할수 있다는 장점을 가지므로 동결보존

의 재료로 적합한 것으로 판단 되어 진다.
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Fig. 4. Survival rate (%) of apices of D. batatas cv. 'Db037' cryopreserved at -196℃ by four different 

cryopreservation techniques. 

Desiccation techniques: Shoot apices excised from in vitro grown plantlets were dried  in the air 

stream of a laminar flow cabinet for 40 min before being plunged into LN. 

Preculture-dehydration techniques: Shoot apices precultured in a MS medium containing 0.3M of 

sucrose for one day before being plunged into LN.

Vitrification techniques: Precultured apices were treated in PVS2 for 30 min before being 

plunged into LN. 

Encapsulation-dehydration techniques: Shoot apices were precultured on a solidified MS medium 

with 0.3M of sucrose for one day. The encapsulated shoot-apices were dehydrated by air drying in a 

laminar flow cabinet at room temperature for 4 h before being plunged into LN.
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Fig. 5. Survival rate of dried apices excised from in vitro or in vivo grown plantlets in three 

different genotypes of yam.

    상기의 건조 처리된 액아를 액체질소에서 동결, 해동 후 재생배지에 배양한 경우 genotype

이나 생육환경별 전 재료에서 생존개체가 나타나지 않아(자료 미제시) 마를 재료로한 동결보존

은 건조 이외의 처리가 가해져야 할 것으로 생각된다.

삼투조절물질 처리를 통한 마의 초저온 동결보존(Preculture-dehydration technique) : Sucrose의 농

도가 0.6M인 MS 기본배지에서 0∼48시간 전배양 후  0.2mg/L의 kinetin과  0.2 mg/L의 BAP가 첨

가된 MS배지에 배양하여 30일 후 정상적인 생장여부를 조사한 결과, 2∼4시간 정도 짧게 전배양한 

재료의 생존률이 전배양하지 않거나 6시간 이상 전배양한 액아의 생존률에 비해 낮게 나타났다(그

림 6-A). 재생된 개체의 신초 길이는 6시간 까지 전배양 시간이 길어질수록 짧아졌으나 24시간 이

상 전배양한 경우 다시 길어지는 경향이었으며, 24시간 전배양한 액아에서 신초형성률이 80%로 가

장 높게 나타났다(그림 6 -B).
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Fig. 6. Effect of preculture duration on 0.6 M of sucrose for survival(A), organ formation and 

shoot growth (B) of shoot apices of D. batatas Db037 

   식물재료의 세포내에 포함된 다량의 수분은 동결보존에서 동결저항성을 획득에 있어서 

negative 요인으로 작용하므로 동결과정에서 발생하는 세포내의 수분에 의한 세포결빙 현상을 

막 기 위해 건조(desiccation)나 삼투압 조절물질 처리등의 인위적인 처리가 필요하다(Meryman 

et al., 1977; Mazur, 1984)..  전배양 배지내 sucrose농도와 전배양 기간이 마 액아조직의 생

장과 동결 후 생존에 미치는 영향을 조사하기 위하여 둥근마와 장마의 기내 액아조직을 

0.3M과 0.6M의 sucrose가 첨가된 MS 배지에 1∼3일 간 전배양하고 동결보존 전후의 생존률

을 조사한 결과(표 2), 장마의 액아조직을 0.6M의 sucrose가 첨가된 배지에 전배양한 경우를 

제외한 모든 처리구에서 90% 이상의 높은 생존률을 나타내었다. 그러나 이들 모든 재료에
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서 동결보존 후 생존된 개체는 획득할 수 없었다(자료 미제시). 이 실험 결과에서 위의 건조

처리 (desiccation)에서와 동일하게 preculture-dehydration 처리 만으로는 마의 초저온 동결보존이 불

가능한 것으로 판단되었다. 

Table 2. Effect of sucrose concentration in a preculture medium on the growth of yam apices 

Genotype Sucrose 
concentration (M)

Preculture duration
(days)

Survival rate
(%)

Db037 0.3 1  90

2  94

3  95

0.6 1 100

2 100

3  95

Db004 0.3 1 100

2  91

3 100

0.6 1  60

2  55

3  71

 동결보호제 처리를 통한 마의 초저온 동결보존(Vitrification technique) : 유리화 기법

(vitrification technique)은 다양한 식물종의 초저온 동결보존법으로 활용되고 있으며(Sakai, 

1995), 1990년 Sakai 등에 의해 탈수 과정동안 세포질내에 침투되지 않으면서도 저독성인 

glyceral을 기본으로한 PVS2 용액을 보고한 후 유리화 기법(vitrification tecninque)은 더욱 다

양한 식물체의 동결보존에 적용되어 높은 제생율을 나타낸다는 보고가 이어지고 있다. 하지

만 마를 이용한 본 실험에서는 0.3M의 sucrose가 첨가된 MS 배지에서 1일간 전배양된 재료

를 동결보존용액(PVS1, 2, 3, 4)에 30분간 상온에서 처리하여 동결 후 생존률을 조사한 결과

(표 3, 그림 7),  PVS2 30분 처리구에서 0.5%의 생존을 보인 경우를 제외하고 모든 처리구

에서 동결 후 생존개체를 얻을 수 없었으며,  PVS3 처리구에서는 동결하지 않은 경우에도 

생존률이 53.4%로 낮아지는 경향을 보였다. 
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Table 3. Effect of the cryoprotectant solutions (PVS1, 2, 3 and 4) on the survival of 

cryopreserved shoot-apex of D. batatas cv. 'Db037

Cryoprotectant solution Survival rate (%)

LN(-) LN(+)

Control 90.0 a 0.0

PVS1 89.2 a 0.0

PVS2 85.6 a 0.5

PVS3 53.4 b 0.0

PVS4 87.4 a 0.0
 

    Mean separation within columns by Duncan's multiple range test, P≤0.05.

  

             A-1                      A-2                       B

       fig. 7. Shoot growth form encapsulated(A-1) and vitrified apices (B)

               (A-2 : Encapsulated apices with 3% Sodium - alginate)

캡슐화 건조기법(Encapsulation-dehydration technique)을 이용한 마의 초저온 동결보존 : 액아부

위를 3% sodium alginate로 capsulation 하고 건조시간에 따른 생존률과 동결후 생존률을 조사

한 결과(그림 8), 4시간 건조 후 배양한 액아에서 20%의 가장 높은 생존 반응을 나타내었다. 



- 82 -

0

20

40

60

80

100
Su

rv
iv

al
 r

at
e 

(%
)

0hr 2hr 4hr 8hr

Bead desiccation time

LN(-)

LN(+)

Fig. 8. Effect of bead desiccation on the survival of control (-LN) and cryopreserved (+LN) apices of 

D.batatas. 

캡슐-유리화법(Encapsulation-vitrification technique)을 이용한 마의 초저온 동결보존 : 마의 액

아조직을 재료로한 동결보존법 중 encapsulation-vitrification법은 encapsulation- dehydration법에 

비해 동결보존 효율이 낮지만 encapsulation- vitrification 처리에서 capsule에 동결보호 용액

(PVS)를 처리하기전 3.5시간정도 건조할 경우 동결보존후 생존율이 20%로 높아졌다(그림 

9).
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Fig. 9. Effect of bead desiccation on survival rate of cryopreserved yam apices by encapsulation- 

vitrification 
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 3) Encapsulation-dehydration 법을 이용한 동결보존 과정 중 각 적정 단계별 조건 구명

   이상의 실험에서 선발된 동결보존법(encapsulation-desiccation method)을 기본으로 동결조직

의 생존률을 높이기 위하여 전배양 단계에서 배지내 삼투압 조절물질의 종류, 농도(Sucrose, 

sorbitol 0.3, 0.6M) 및 일장조건(16hr, 24hr)이 동결보존에 미치는 영향을 조사하였으며, bead

의 건조시간, 동결방법(rapid, slow freezing) 및 해동방법(25∼40℃)에 따른 동결보존 후 생존

률도 조사하였다. 

  재료 증식을 위한 배양 환경(일장)이 액아의 초저온 동결보존 효율에 미치는 영향을 조사

한 결과(그림 10), 16시간 일장에서 생장한 식물체로부터 절취한 액아를 재료로 동결보존 할 

경우 연속적인 명조건에서 배양된 재료에서 절취한 액아에 비해 동결보존 후의 생존률이 

30%로 높게 나타났다.
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Fig. 10. Survival rate (%) of control (-LN) and cryopreserved (+LN) yam shoot-apices excised from 

plantlets grown under 16~24 h photoperiod conditions.  Encapsulated shoot-apices preconditioned with 

0.3M of sucrose were encapsulated with 3% Na-alginate. The precultured beads were dehydrated by 

air drying in a laminar flow cabinet for 4 h at room temperature. 
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   다양한 식물자원에서 선행된 초저온 동결보존 실험에서 sucrose는 그 자체만으로 충분히 

동결 후 재생률을 확보할 수 있도록 해주는 역할을 하는 것으로 보고되고 있다. Sucrose가 

0.3M, 0.6M 첨가된 MS 배지에 액아를 1∼3일간 전배양하고 3% sodium-alginate로 캡슐화하

여 4시간 건조 시킨 후 kinetin (0.2mg/L)과 BAP (0.2 mg/L)가 첨가된 MS 배지에 배양한 후 

생존률을 조사한 결과(그림 11), 0.3M 또는 0.6M의 sucrose가 첨가된 배지에서 하루 정도 전

배양한 액아를 capsulation 한 경우에 가장 높은 생존률을 나타내었다.
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Fig. 11. Survival rate (%) of encapsulated, desiccated apices that were precultured with 0.3 and 

0.6M of sucrose for different duration times.

   Soritol 0.3M이 첨가된 전배양 배지내 배양기간이 capsule화 된 액아의 동결후 생존률에 

미치는 영향을 조사한 결과(그림 12 ) 1일간 전배양 처리에서 가장 높은 생존률을 나타내 

었으며 전배양 기간이 2일 이상 길어질 경우 동결후 생존률이 낮아지는 경향을 보였다.
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Fig. 12. Effect of preculture duration on 0.3M sorbitol for survival of cryopreserved yam apices

    전배양 배지내 삼투압 조절물질의 종류와 농도가 캡슐화된 액아의 동결보존에 미치는 영

향을 조사한 결과(그림 13), sucrose나 sorbitol이 0.3M 첨가된 배지에 배양된 액아에서 동결후

의 생존률이 높게 나타났으며,  sorbitol과 sucrose간에는 통계적인 유의성이 인정되지 않았다.
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Fig. 13.  Effect of sucrose and sorbitol amounts in a precultured medium for the survival of the control 

(-LN) and cryopreserved (+LN) yam apices. Encapsulated apices precultured with 0, 0.3, 0.6M of 

sucrose and sorbitol were placed on sterilized filter paper in 9-cm petri-dishes and dehydrated by air 

drying in a laminar flow cabinet for 4 h at room temperature and then directly immersed in LN for 1 

h. Shoot-apices immersed in LN were thawed in 40℃ water-bath for 3 min. Control and 

cryopreserved apices were post-cultured on a solidified MS medium containing 30 g/L of sucrose, 

0.2 mg/L of BAP and 0.2 mg/L of  kinetin, under light conditions for survival assessment.
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   대부분의 식물세포나 조직는 세포내에 액포를 다량 함유하고 있어서 동결보존중 세포내 결빙으

로 인한 세포파괴가 발생한다. 그러므로 동결보존된 경정조직의 생존률을 높이기 위해서는 세포

내의 수분을 생존에 영향을 미치지 않는 한  최대한 줄여야 한다. Hitmi 등 (1999) 국화의 신초를 이

용한 동결보존에서 건조를 통하여 동결저항성을 높였으며, Santarius (1973)와 Crowe 등 (1987)은  

sucrose를 처리함으로써 세포막 표면의 적정수분을 유지하여 plasma mebrane 본체를 유지하면서 

건조와 동결조건에서 protain을 안정화 시킨다고 보고한 바 있다.

 

   3% sodium alginate bead를 이용하여 건조 방법과 건조 시간 경과에 따른 수분함량 변화

를 조사한 결과(그림 14), 실리카겔을 사용한 건조 방법에서는 짧은 시간내 급격한 수분함량

의 감소를 보여, 3시간 이후에는 수분 함량 변화가 거의 없었다. 이는 실리카겔이 빠른 시간

내에 bead의 외부면을 탈수시켜 내부의 수분이 건조되는 것을 방해하기 때문인 것으로 생각

되며 air dry법을 통한 bead 건조는 5시간까지는 급격한 수분감소를 보이고 그 이후에도 완

만하고 꾸준한 건조 양상을 보였다.
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Fig. 14. Changes in the water content of precultured beads during desiccation. Encapsulated shoot-apices 

were loaded on to a liquid MS medium containing 2M of glycerol and 0.5 M of sucrose for 1 h. The 

precultured beads were then placed on sterilized filter paper in 9-cm petri-dishes and dehydrated by 

air-drying in a laminar flow cabinet at room temperature. 
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 0.3M sucrose가 첨가된 배지에서 1일간 전배양한 액아를 3% sodium alginate로 capsulation 

하고 건조시간에 따른 동결 후의 생존률을 조사한 결과(그림 15), 3.5시간 건조 후 배양한 

액아에서 40%의 가장 높은 생존 반응을 나타내었으며, 3∼4시간 처리 간에는 유의한 차이

가 나타나지 않았다.
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Fig. 15. Effect of bead desiccation on the survival of control (-LN) and cryopreserved (+LN) apices of 

D.batatas.  Encapsulated apices, precultured with 0.3M of sucrose were placed on sterilized filter 

paper in 9-cm petri-dishes and dehydrated by air-drying in a laminar flow cabinet for 0~4 h at room 

temperature and then directly immersed in LN for 1 h. Shoot-apices immersed in LN were thawed in 

40℃ water-bath for 3 min. Control and cryopreserved apices were post-cultured on a solidified MS 

medium containing 30 g/L of sucrose, 0.2 mg/L of BAP and 0.2 mg/L of kinetin under light 

conditions for survival assessment.

동결보존을 위한 capsule화 전 재료식물체 증식배양 배지내에 스트레스 관련 호르몬인 ABA 

와 자스몬산을 처리하여 동결 자극에 대한 내성을 높인 후 액아을 채취하여

encapsulation-dehydration 법으로 동결보존 하였다.  동결보존 후 생존률은 스트레스 호르몬을 

첨가하지 않은 처리구에 비해서 고농도의 메틸 자스몬산 (200 ppm) 과 비교적 저농도의  자

스몬 산(50 ppm) 처리구에서 높은 생존률을 보였으며 ABA 처리의 경우 50, 100ppm 처리구 

모두에서 70%의 가장 높은 생존률을 나타내었다(그림 16).
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Fig. 16. Survival rate (%) of control (-LN) and cryopreserved (+LN) yam shoot apices excised from 

plantlets grown on 0∼200 ppm of methyl-jasmonate, Jasmonate and 0∼100 ppm of ABA.

  동결방법이 생존률에 미치는 영향을 조사하기 위하여 encapsulation- desiccation된 액아를 

액체질소에 급속 동결하거나 4℃, -20℃에 각각 30분씩 처리를 한 다음 액체질소에 동결하

는 과정으로 나누어 실험한 결과(표 4), 점차적인 동결과정을 거치지 않고 액체질소에 바로 

급속 동결할 경우 해동 후 생존률이 40%로 가장 높게 나타났다.

Table 4. Effect of freezing methods on survival of cryopreserved shoot-apices of D. batatas

Freezing 

method

Procedure Survival rate (%)

LN(-) LN(+)

Rapid Control (-196℃, LN2 ) 75 40

Slow 4℃→LN2 (-196℃) 56 4

4℃→-20℃→LN2 (-196℃) 20 0

 * sample remained for 30 min for each step.
Encapsulated apices, precultured with 0.3M of sucrose, were dehydrated by air- drying in a laminar flow 
cabinet for 3.5 h at room temperature and then slowly frozen or directly immersed in LN.
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동결 후 해동방법 또한 동결된 재료의 생존률에 영향을 미치는데(표 5), 액체질소에서 

꺼낸 재료를 실온(26℃)에서 완전히 녹을 때까지 방치(9분) 하거나 30℃,40℃의 항온수조에

서 3분간 해빙시킽 재료를 재생배지에 이식하여 30일 경과 후 생존률을 조사하였다. 실온에

서 9분간 해빙 할 경우 17.8%의 생존률을 보였으며 30℃와 40℃에서 3분간 해빙했을 경우 

각각 26.5%와 39%의 생존률을 나타내었다. 50℃의 다소 높은 온도에서 해빙할 경우는 동결

처리된 재료의 생존률이 4.2%로 급격히 낮아졌다. Niino와 Sakai (1992), Bhojwani와 Razdan 

(1996)는 37∼40℃에서 1∼3분간 빠르게 해동할 경우 느리게 해동할 때 발생하는 세포내 결빙

으로 인한 피해를 줄일수 있다고 보고한 바 있으며 열대마인 white poplar (Populus alba L.)를 재

료로 실시한 유사한 연구에서도 Lambadi 등(2000)은 완만 해빙보다 30∼50℃에서 빠르게 해빙

하는 것이 유리하다고 보고한바 있다. 이보고와 는 달리 한국의 D. batats를 재료로 실시한 이번

실험결과는 50℃정도의 고온은 오히려 효율이 낮게 나타난 점에서 차이를 보이며 Plessis 등

(1991, 1991)이 Vitis vinifera 으로 실험한 선행 보고에서 실온에서 15분정도 해빙할 경우 급속해

동의 경우와 차이를 보이지 않으며 생존에 영향을 미치는 요인은 해빙 속도가 아니라 해빙 정

정도에 달려있다고 보고한 내용과도 다소 차이를 보였다.

Table 5. Effect of thawing methods on the survival of cryopreserved shoot- apices of D. batatas

Thawing method Survival rate (%)

Slow thawing

            room temp., 9 min 17.8

            30℃, 3 min 26.5

Rapid thawing

            40℃, 3 min 39.0

            50℃, 3 min  4.2

Encapsulated apices, precultured with 0.3M of sucrose, were dehydrated by air- drying in a laminar flow 

cabinet for 3.5 h at room temperature and then directly immersed in LN for 1 h. Shoot-apices immersed in 

LN thawed at room temperature for 9 min or in a water bath at 30, 40 or 50℃ for 3 min. 



- 90 -

   해빙후 재생배지내 삼투압 조절물질 처리와 암배양이 encapsulation-dehydration 법을 이용

하여 동결․해빙한 재료의 생존에 미치는 영향을 조사한 결과(그림 16), 해동 후 sorbitol 

0.3M 정도 처리된 배지에서 3일간 배양하거나 이시기에 암처리를 동시에 처리하는 경우 생

존률이 60% 이상으로 무처리에 비해 높게 나타났다.
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 Fig. 16. Effect of 0.3M of sorbitol on post culture medium and dark condition for survival of 

cryopreserved yam apices.

   Encapsulation-dehydration 법으로 동결보존된 재료의 재생과정을 현미경하에서 관찰한 결

과 재료의 동결피해 면적이 재생된 개체의 생장에 영향을 미치는 것으로 나타났다(그림 17 

).  전체적으로 손상된 재료로부터는 식물체 분화를 관찰할수 없었으며(그림 17-A,B), 생장점 

부위를 손상 받거나 전체적인 손상부위가 큰 경우는 정상적인 발달이 불가능하거나 캘러스

를 형성하였고(그림 17-C,D), 재료의 손상이 없거나 포엽부위에 한하여 손상 받은 경우에는 

정상적인 식물체로의 발달이 가능하였다(그림 17-E,F, Fig. 18). 
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(A)  (B)  (C)

(D)  (E)  (F)

Fig. 17. Morphological patterns of thawed apices. Damaged (A), partially damaged (B-E) and 

non-damaged apices (F) of D. batatas cv. Db037 after cooling and thawing.

  Harding과 Benson(1994), Mabdal 등(1996)의 감자의 신초를 재료로한 선행된 연구에서 캘러스형

성을 거친 신초의 분화는 캡슐화 소재와 배지에 첨가된 생장조절제의 영향에 기인한 것이지도 

하지만 배양체의 손상정도에 따라 캘러스를 형성하기도 한다고 보고하고 있는데, 때문에 동결보

존과정 중 재료의 손상을 최소화 할수 있는 조건을 구명하는 것이 동결보존의 성공여부에 중요

한 관건으로 보여 진다.

(A)   (B)   (C)

Fig. 18. Shoot growth from cryopreserved apices at 5(A),  30(B) and 40(C) days after thawing. 
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 동결보존 기간(0∼3개월)에 따른 생존률 변화를 조사한 결과(그림 19),  액체질소 내에

서 보존기간의 경과에 따른 생존률 변화는 나타나지 않았다.

0

20

40

60

80

100

S
u

rv
iv

a
l 

 r
a

te
 (

%
)

1 hr. 0.5 1 1.5 2 2.5 3

Month after storage

Fig. 19. Effect of storage duration on the survival rate (%) of shoot-apices of D. batatas cv. 'Db037', 

cryopreserved at -196℃ by encapsulation- dehydration. Encapsulated apices, precultured with 0.3M 

of sucrose, were dehydrated by air-drying in a laminar flow cabinet for 3.5 h at room temperature and 

then directly immersed in LN for a period between 1 h  and 3 months. Shoot-apices immersed in LN 

were thawed in 40℃ water-bath for 3 min. 

 4) Genotype별 동결보존 방법에 따른 효율 비교

  경북농업기술원 생물자원연구소 포장에서 보존되고 있는 마(그림 20)를 대상으로 경정조직

배양을 통해 식물체를 획득하고 이들 식물체의 마디부위를 일정주기로 계대 배양하여 개체수

를 확보하였다. 이들 개체의 액아 부위를 절취하여 위 실험에서 선발된 encapsulation 

-desiccation법으로 보존한 후 genotype간 동결보존 효율을 조사한 결과(표 6), genotype에 따라 

동결후의 생존률이 0∼40%로 큰 차이를 보였으며 둥근마( D. batatas cv. Db037)의 경우 40%

의 가장높은 생존률을 보인 반면 같은 종에 속해있는 단마계통 'MA1'은 29%, 야생마의 경우

는 0%의 생존률을 나타내었다. 이들 genotype 간의 동결보존 효율 차이는 가각의 형질 차이

에 기인한 것으로 사료 되며 마 유전자원의 성공적인 초저온 동결보존 체계를 확립하기 위해

서 각각의 재료를 대상으로 적합한 동결보존법을 확립해 주어야 할 것이다.
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    Fig. 20. Tuber shape of yam germplasms

 (A: Db004, B: Ma1, C: Db037, D: wild type)

Table 6. Survival rate (%) of apices of three yam genotypes cryopreserved at - 196℃ by 

encapsulation-dehydration

Genotype Desiccation (h)
Survival rate (%)

LN(-) LN(+)

Db037 0 91 0

3.5 75 40

Ma1 0 90 0

3.5 86 29

wild type 0 87 0

3.5 16 0

Encapsulated apices, precultured with 0.3M of sucrose, were dehydrated by air-drying in a laminar flow 

cabinet for 3.5 h at room temperature and then directly immersed in LN. Shoot-apices immersed in LN were 

thawed in 40℃ water-bath for 3 min. 

   A             B              C                   D
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국내 재배마인 D. batatas 이외에 D. japonica(일본중마)의 액아 신초 조직을 Encapsulation- 

dehydration 법을 이용하여 초저온 동결보존 하였다.  bead 건조 시간에 따른 동결후 생존률

을 조사한 결과(그림 21), D. batatas를 재료로 한 실험에서와 같이 3시간 건조에서 13.9%로 

가장 높은 생존률을 나타내었으며 동결후 생존률은 D. batatas cv Db037에 비하여 다소 낮

게 나타났다.
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Fig. 21. Effect of bead desiccation on the survival of  cryopreserved apices of D.japonica.

   마의 액아조직을 재료로 캡슐화 기법을 이용한 초저온 동결보존체계를 정리하면 다음과 같다

(그림 22). 0.3M의 sucrose 나 solbitol이 첨가된 MS배지에 1일간 전배양된 1m 정도의 액아조직을 

3% Na-alginate 용액으로 캡슐화 하고 3.5∼4간정도 무균상태에서 건조하였다.  건조된 bead를 -19

6℃의 액체질소에 급속동결하고 40℃의 water bath에서 3∼5분 동안 해빙 후  0.2 mg/L 의 BAP와 

0.2 mg/L 의 kinetin이 첨가된 재생배지에 배양하여 동결된 재료로부터 유전자원을 재생시킨다.  이

때 재료는 16시간일장조건에서 자란 묘에서 채취하는 것이 유리하며 재료 채취전 50∼100 ppm 정

도의 ABA나  적정 농도의 자스몬산을 일정기간 처리 해 주는 것이 효과적이다. 해동된 재료는 

0.3M의 sorbitol이 첨가된 배지에서 1∼3일정도 배양 후 재생배지로 옮겨주는 것이 재료의 손상을 

줄여 동결 보존 효율을 높일수 있었다. 하지만 이러한 방법은 일부 마 유전자원을 제외한 다양한 

genotype에 동시에 적용하기에는 다소 부족한점이 있으므로 자원별 적정 동결보존 체계를 확립해

줄 필요가 있다.
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 Shoot-apices excised 

 from in vitro grown 

 plantlets

                

↓

 
  Preculturing for 16~24 h on a MS medium 

containing 0.3M of sucrose

↓

Encapsulation of apices with a 3% sodium-alginate 
solution

↓ 

Suspending for 1 h in MS liquid medium containing 
2M glycerol and 0.5M sucrose

Encapsulated shoot-apices with 
3% Na-alginate solution

↓

Desiccation for 3.5~4 h by drying in laminar air-flow 
cabinet

↓

Cryopreservation in LN using cryovial (2 ml)

↓

Thawing in 40℃ water-bath for 3~5 min

↓

 Shoots growth from cryopreserved apices on  MS 
medium containing 0.2 mg/L of kinetin + 0.2 mg/L 

of BAP

Shoot recovery from 
cryopreserved apices

 Fig. 22. Cryopreservation of shoot apices in Dioscorea batatas by encapsulation-dehydration.
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  동결과정을 통한 재분화 식물체의 변이 조사를 조사하기위해서 동결 전 재료와 동결보존

후 재생된 개체의 특성을 조사한 결과 형태적인 차이를 확인 할수 없었으며, genomic DNA

를 추출하여 RAPD 분석법을 이용하여 유전변이를 분석 하였다. Primer는 SRILS사의 

UniPrimerKit II 12(20 mer)종을 사용하였으며 분석결과 (그림 23), 대부분의 major band 들이 일

치하여 동결보존에 의한 유전적변이는 나타나지 않은 것으로 판단 되었다.

(A)                           (B)                     (C)          

   

Fig. 23. Analyze of genetic variation between non-cryopreserved(a) and cryopreserved apices(b) of 

D. batatas cv. Db037 by RAPD using SRILS UniPrimer kit II-#2(A), SRILS UniPrimer kit II-#3(B) , 

SRILS UniPrimer kit II-#4(C). lane 1 : Marker, lane 2 : non-cryopreserved mother plant, lane 3-5 

: cryopreserved plant(R1-R3)

 2. 접합자배를 이용한 야생마 유전자원의 초저온 동결보존

   가. 연구개발수행 내용

  한국의 산지에서 야생상태 존재하는 D. batatas (wild type, slender tuber)와 D. nipponica 

의 미성숙 혹은 성숙종자의 배를 철취하여 30g/L의 sucrose, 2 g/L의 gelrite와 0.3 mg/L of 

GA3가 첨가된 MS배지에 1일간 전배양후 9cm 샤레에 샤레당 30개의 배를 얻어 무균상의 

air-stream으로 0∼30 분간 건조처리 하였다. 건조시간별 동결보존 후 생존률과 배 발아율

을 조사하였으며, 이때 동결․해동후 배배양 배지는 전배양배지와 동일한 농도의 GA3가 

첨가된 배지에 배양하여 생존률을 조사하였다.  접합자배의 초저온 동결보존법 선발을 위

해 배를 건조하거나(desiccation technique), 캡슐화 후 건조처리(encapsulation-dehydration 

technique), 별도의 건조처리 없이 삼투압조절물질이 첨가된 배지에 일정기간 전배양

(Preculture-dehydration)처리하여 동결․해빙 후 재료의 생존률을 조사하였다. 
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  나. 연구개발 결과

    접합자배의 초저온 동결보존법 선발을 위해 배를 건조하거나(desiccation technique), 캡

슐화 후 건조처리(encapsulation-dehydration technique), 별도의 건조처리 없이 삼투압조절물

질이 첨가된 배지에 일정기간 전배양(preculture-dehydration)하여 동결․해빙 후 재료의 생

존률을 조사한 결과(그림 24), 30분의 단순건조처리에서 96.6%의 가장 높은 생존률을 나타

내었으며, 캡슐화 건조법의 경우는 동결 유무에 관련 없이 62% 이하의 낮은 생존률을 나

타내었다.
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Fig. 24. Survival (%) of wild yam zygotic embryos (D. batatas) cryopreserved at  -196℃ by three different 
techniques. Desiccation techniques: Embryos excised from seeds were dried in the air stream of a laminar 
flow cabinet for 30 min. Preculture techniques: Zygotic embryos precultured on MS medium 
containing 0.3 mg/L of GA3 for a a day. Encapsulation-dehydration techniques: Encapsulated embryos 
were dehydrated by air-drying in a laminar flow cabinet at room temperature for 4 h.

  종자배의 동결보존에 효과적인 desiccation 법을 이용할 경우 실험에 사용한 두 종류의 야

생마(D. batatas wild type and D. nipponica) 모두에서 90% 이상의 생존률을 기대할수 있었으

므로(그림 25) desiccation 법은 마의 접합자 배를 이용한 동결보존에 적합한 동결보존법으로 

생각 되어 진다.  D. batatas 야생종의 미성숙종자(개화후 35일 경과종자)와 완숙종자(50일 

경과종자)를 재료로 별도의 처리 없이 동결보존 한 경우 성숙정도에 따른 동결보존 효율이 

현저한 차이를 보였는데(그림 26), 절취한 배를 동결 처리전 30분간의 자연건조 함으로써 미
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숙종자의 동결 후 생존률을 80% 이상으로 높일 수 있었다(그림 27).  동결전 30분간의 건조

처리는 동결 후 배의 발아에도 영향을 미쳤는데, 특히 미숙종자의 경우 생존한 배의 발아율

이 급격히 증가하는 것을 알 수 있었다(그림 28).
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Fig. 25. Survival rate (%) of zygotic embryos of two wild yam species cryopreserved at - 196℃ 
by desiccation method.  Embryos that were excised from the seeds matured for 50 DAF (days after 
flowering), were dried in the air stream of a laminar flow cabinet for 30 min at room temperature and 
then directly immersed in LN.  Zygotic embryos immersed in LN were thawed in 40℃ water-bath for 3 min. 
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Fig. 26. Survival rate (%) of mature and immature zygotic embryos of D. batatas (wild type) 
cryopreserved at - 196℃.  Excised embryos were directly immersed in LN.  Zygotic embryos 
immersed in LN were thawed in 40℃ water-bath for 3 min. Embryos were dissected from the seed 
matured for 50 DAF (days after flowering) and 35 DAF seeds. 
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 Fig. 27. Survival rate (%) of mature and immature zygotic embryos of D. batatas (wild type) 

cryopreserved at -196℃ by desiccation method.  Excised embryos were dried in the air stream 

of a laminar flow cabinet for 0 and 30 min at room temperature and then directly immersed in 

LN.  Zygotic embryos immersed in LN were thawed in 40℃ water-bath for 3 min. Embryos were 

dissected from the seed matured for 50 DAF (days after flowering) and 35 DAF seeds.
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 Fig. 28. Germination rate (%) of mature and immature zygotic embryos of D. batatas (wild type) 

cryopreserved at - 196℃ by desiccation method. Embryos were dissected from the seed matured 

for 50 DAF (days after flowering) and 35 DAF seeds.
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  액아 채취가 곤란 하거나, 액아를 이용한 동결보존 효율이 낮은 야생마의 경우 자연상태

에서 형성되는 접합자배를 재료로 동결보존이 가능 하였다. 자연상태에서 성숙 혹은 미성숙

종자를 채취하여 절취한 배를 무균상에서 30분간 자연건조하고 -196℃의 액체질소에 보존한

다. 보존된 재료를 재생 시킬 때에는 액아를 이용한 동결보존에서와 동일한 조건에서 해빙

하여 GA3가 0.3 mg/L 첨가된 MS 배지에 배양하여 배발아를 유도 할수 있었다(그림 29).

Dissect zygotic embryos from immature or 
matured seeds

↓

Desiccation for 30 min by drying in laminar 
air-flow cabinet

Zygotic embryo in the seed of 
a wild yam (left: D. nipponica, 
right: D. batatas)

↓

Cryopreservation in LN using a 2 ml cryovial

↓

Thawing in 40℃ water-bath for 3~5min

↓

Germination from the 
cryopreserved embryos after 
thawing.

Reculturing on MS medium containing 0.3 
mg/L of GA3

 Fig. 29. Cryopreservation of zygotic embryos in Dioscorea spp. by desiccation method.
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3. 초저온 동결 처리를 통한  Yam mosaic virus(YMV-K) 무병 마 생산

  가. 연구개발수행 내용

  둥근 마를 재료로 모주(母株)와 모주에서 절취한 액아를 동결보존한 후 재생시킨 묘를 대

상으로  모자익바이러스(YMV-K) 감염여부를 조사하였다. 바이러스 진단법 중 가장 감도가 

우수한 것으로 알려진 IC-RT-PCR을 이용하여 이병유무를 조사하였는데, 사용한 항혈청은 

Immuno Pure IgG Purification kt(Pierce)로 정제한 것을 이용하였다. 바이러스 진단에는 

Kameya-Iwaki 등(1999)이 개발한 primer set를 이용하였다.

  나. 연구개발 결과

  둥근 마를 재료로 모주와 모주로부터 채취한 액아를 동결보존 후 재생된 묘를 대상으로 

둥근마에 주로 나타나는(포장상태에서 감염주율 100%) 모자익바이러스(YMV-K) 감염여부를 

조사하였다.  그림 30은 포장 상태에서 둥근마의 YMV-K 감염 증상과 바이러스 입자를 전

자현미경으로 관찰한 것이다

  

Fig. 30. Symptoms of Dioscorea batatas cv. Db037 infected with YMV-K (A) and YMV-K 

particles (B) purified from yam leaves.

A B



- 102 -

 IC-RT-PCR법으로 바이러스 감염을 확인한 모주의 액아를 동결보존 후 재생된 개체를 대

상으로 바이러스 이병정도를 조사하였다. 동결 후 재생된 개체는 모주와는 달리 바이러스 

이병율이 감소하여 이병정도를 분석한 결과 90% 정도가 바이러스 무병주로 나타났다(그림 

31, 32).  동결보존 단계별로 이병유무를 검사한 결과 보존재료로 사용할 1mm정도의 액아조

직 채취 과정에서 이병주율이 60%로 감소하고 이들을 재료로 동결보존 할 경우 동결보존후 

생존계체의 10%만이 이병주로 나타나 기내 조작과정과 동결과정에서 바이러스가 제거되는 

것으로 나타났다.  앞으로 둥근마 이외에 다른 마 종류에 감염되어 있는 바이러스 종에 대

한 바이러스 제거효과도 검토해볼 필요가 있을 것으로 생각되며, 이러한 특징은 자원의 동

결보존 과정에서 별도의 바이러스 제거를 위한 화학적이나 물리적 처리를 요하지 않는다는 

장점이 있다.

M   1   2   3   4   5   6

  

Fig. 31. Virus (YMV-K) detection from plantlets derived from control 

(-LN) and cryopreserved (+LN) apices of D.batatas cv. 'Db037'.   

Control (1~3 lane) and cryopreserved apices (4~5 lane) were 

derived from a single plantlet.

 Infected plantlet

Fig. 32. Vrius (YMV-K) detection from leaf tissue of yam plantlets 

derived from cryopreserved shoot-apices.
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   마에 피해를 주는 병해에는 곰팡이, 바이러스 선충 등이 있는데 기내배양에 유지되는 개체는 바

이러스를 제외한 모든 병에 대해 안전한 상태이다. 바이러스의 경우도 생장점을 배양하거나 바이

러스 제거를 위한 별도의 화학적처리나 열처리 등을 통하여 바이러스 무병주를 생산할 수 있다. 

한국에 자생 또는 재배되는 마 종류에 가해하여 수량과 품질에 영향을 미치는 바이러스는 Chinese 

yam necrotic mosaic virus (ChYNMV) 와 Japanese yam mosaic virus (YMV-K) 가 대표적이다. 

이들 바이러스나 다른 열대지역 마 종류에 가해하는 바이러스를 대상으로 생장점 배양을 통

해 바이러스 무병종서를 획득하였다는 선행된 연구결과가 보고되고 있지만 -196℃의 초저온 

처리로 바이러스를 제거한 연구결과는 보고된 바 없다.

  4. 조직배양기술을 이용한 동결보존 식물체의 증식법 개발

  가. 연구개발수행 내용

   1) 동결보존 후 재생개체의 기내 증식 

   단마(MA1)와 둥근마(Db037) 기내에서 성장한 묘의 마디조직을 생장조절제가 첨가되지 

않거나  0.5 mg/L 의 2,4-D, BAP, kinetin, GA3 혹은 0.1 mg/L의 NAA가 각각 첨가되고 30 

g/L의 sucrose와 2g/L의 gelrite가 함유된 1/2MS 배지에 배양하여 60일 배양후 마디로부터 

신초의 신장과 증식 정도를 조사하였다. 생육특성은 배양된 모든 개체를 대상으로 조사하

였으며 완전임의배치 5반복으로 실시하여 얻어진 결과를 Duncan's test로 분석 하였다.

   2)기내 소괴경형성 및 맹아 

  둥근마의 20일 정도 자란 기내묘에 1.0 mg/L의 GA3를 처리하여 소괴경을 생산하였다. 생

산된 소괴경은 4℃에서 5개월간 저장하면서 저장기간의 경과에 따른 소괴경 맹아정도를 관

찰하였는데 이때 저온 저장된 소괴경은 소독된 상토에 배양하여 26℃에서 2개월 후 지상부

로 5mm정도 맹아한 개체를 대상으로 조사하였다. 마의 genotype (장마, 단마, 둥근마)　및 

소괴경의 크기(2-3, 3-4, 5-6, 5mm이상)에 따른 맹아율 차이도 검토했는데 3개월간 4℃에서 

저온저장된 소괴경을 사용하여 맹아조건은 저장기간별 실험과 동일하게 수행하였다. 
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  나. 연구개발 결과

   1) 동결보존 후 재생개체의 기내 증식

    단마(MA1)와 둥근마(Db037) 의 마디조직은 GA3 와 2,4-D 첨가구를 제외한 나머지 처리

에서 80% 이상의 개체에서 신초를 형성하였으며, 둥근마의 경우 2,4-D가 0.5 mg/L 첨가된 

배지에서도 신초형성이 양호하였으며 GA3는 신초의 발생과 신장을 억제하는 것으로 나타났다

(그림 33).  특히 둥근 마디배양의 경우 식물생장조절제는 신초 형성뿐만 아니라 신초의 신장에

도 영향을 미쳤는데 0.2 mg/L의 kinetin이 첨가된 배지에서 신초신장이 양호하여 평균 묘당 7.5개

의 마디를 형성하였다(그림 33-B, 그림 34). 
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Fig. 33. Effect of plant growth regulators on the shoot formation (A) and the average node numbers per 

shoots (B) induced from nodal segment of D. batatas.
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(A)

(B)

Fig. 34. Shoot elongation from nodal pieces of two cultivars 'Db037' (A) and 'Ma1' (B) of D. 

batatas.

  2) 기내 소괴경형성 및 맹아

  기내에서 형성된 둥근마의 소괴경을 4℃에서 5개월간 저장하면서 저장기간별 맹아 정도를 조사

한 결과(그림 35), 4℃에서 3개월 이상 저장할 경우 100%에 가까운 맹아율을 나타내었는데, 저온처

리기간이 2개월로 짧을 경우 맹아가 늦어지고 저온저장하지 않거나 1개월정도 저장된 소괴경의 

경우 파종 후 100일 경과한 시점에서도 10% 내외의 낮은 맹아를 보였다.

  기내에서 형성된 소괴경을 4℃에서 3개월 정도 저장하여 26-30℃에서 맹아 시킬 경우 맹아율은 

genotype 이나 소괴경의 크기에 관계없이 90%이상의 맹아율을 나타내었다(표 7, 그림 36 ).

     Table 7. Genotypic difference of in vitro microtuber sprouting of D. batatas  

Cultivar
Sprouting

(%)

Days required for

First sprouting Sprouting by 80% 

Db004 97 10 45

Ma1 94 10 45

Db037 93 12 42
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Fig. 35. Effect of low temperature (4℃) treatment on in vitro microtuber sprouting in D batatas.
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Fig. 36. Sprouting with regard to different sizes of in vitro microtubers of D. batatas. 
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  위의 결과를 종합하여 정리하면 동결보존 상태에서 재생시킨 마 유전자원은 기내에서 

kinetin이 0.5 mg/L 첨가된 배지에서 마디배양을 통해 개체수를 증식하고,  증식된 묘에 1.0 

mg/L의 GA3를 첨가하여 소괴경을 형성시킨다.  이들 소괴경은  4℃의 저온에서 3개월이상 

저온 저장하고  26-30℃의 상토에 파종하여 맹아시켜 성공적인 기외식물체 로 성장할 수 있

다(그림 37).

 

In vitro propagation through nodal-piece 
culturing with sequential sub-culturing at 

6-week intervals on 0.5 mg/L of kinetin

↓

In vitro microtuber formation
(MS+30 g/L sucrose+1 g/L gelrite + 1.0 mg/L 

GA3)

chilled at 4℃↓ for 3 months

Tuber sprouting at 30℃Microtuber formation from 
in vitro plantlets

 Fig. 37. The procedure of in vitro propagation and microtuber formation by the tissue culturing 

of D. batatas.
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제 4 장   목표달성도 및 관련분야에의 기여도

  제 1 절  총괄 추진 계획표

                                연  도

  세부과제 

  및 주요내용

 2002년

(1차년도)

 2003년

(2차년도)

 2004년

(3차년도)
가중치

진도

(%)

(1) 세부과제 :  작약 초저온 동결보존 방법 확립

   o. 동결보존에 필요한 식물재료 선택

      -. 작약의 약, 화사, 자엽조직 배양

   o. 초저온 동결방법 선발 및 적정 조건구명

      -. 동결전처리와 동결보호제 조성

      -. 저장 및 해빙방법 구명

   o. 식물체재분화와 분화개체의 주요특성 조사

      -. 보존 방법별 식물체 재생률 비교

      -. 형태 및 세포유전학적 비교

20

30

10

100

100

100

(2) 협동과제 :  마의 초저온 동결보존 방법 확립

   o. 조직배양을 통한 보존 재료 육성

      -. 액아배양

   o. 적정 초저온 동결보호 방법 선발

      -. 동결전처리 및 동결 보호제의 조성 등 

   o. 동결과정을 통해 재분화된 식물체의 변이분석 

      -. 형태적 특성 및 염색체의 수적 이상

10

20

10

100

100

100

     사업진도(%) 30 65 100 100

     소요인원(명)  11  11 11  33

     소요예산(천원) 30,000 30,000 30,000 90,000

     주요 연구결과 ◦ 3장
  참고

◦ 3장
  참고

◦ 3장
  참고



- 109 -

  제 2 절 연구개발 목표의 달성도

  1. 세부과제 :  작약 (Paeonia lactiflora Pall.)의 초저온 동결보존 방법 확립

  가. 작약의 약, 화사, 자엽조직 및 동아(冬芽)배양에 적합한 조건과 체세포배나 조직의 동결보존

에 관여하는 요인을 구명하였다. 

  나. 자연상태에서 작약종자의 4% 정도는 다배를 형성하였고, 이들 다배의 형태적, 염색체 

수적특성 및 발아특성을 조사하였다

  다. 작약의 약 및 화사조직배양에서 배양효율의 genotype 간 차이를 조사하여 약배양에서 

배형성률이 높고 화사 조직배양에서 캘러스 형성이 양호한 ‘의성작약’을 선발하였다.

  라. 작약의 접합자 배와 체세포 배의 경우 1∼2시간의 간단한 건조 처리로 동결내성이 비

교적 높게 유지됨을 알 수 있었고, 3% alginate bead로 encapsulation 시킨 것에서 동결

후의 생존률이 가장 높게 나타났다.

  마. 작약의 접합자 배와 체세포 배 및 약과 화사에서 형성된 캘러스의 동결 보존 조건에 대한 실

험을 수행하여 배의 경우 1시간의 건조처리만으로도 동결 후의 생존률이 80%로 높게 유지 

되었고, 캘러스의 경우는 건조 처리하지 않고 동결 보존하는 것이 유리한 것으로 나타났다.

  바. 작약 접합자배의 동결보존에 영향을 미치는 여러 가지 요인에 대한 실험을 수행하여 동결보

존방법별 보존효율을 비교분석하여 동결보존 후의 생존률을 80%이상 유지할 수 있는 

encapsulation-desiccation 법을 확립하였다.

  사. 작약의 체세포배의 초저온 동결보존에 효과적인 보존재료의 크기와 desiccation에 의한 

동결건조 법을 확립 하였다. 

  아. 동아를 재료로한 초저온 동결법으로 desiccation 법과 encapsulation-dehydration법을 확립

하였으며, 성공적인 동결보존을 위한 재료 채취시기를 구명하고 genotype별 동결보존 
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효율 등을 비교 하였다.

  자. 접합자배, 체세포배 및 동아를 재료로 동결보존된 유전자원의 해동 후 재생 조건과 포

트 활착 조건을 검토한 결과, 각자의 재료를 이용하여 기내 묘 생산부터 기외 적응에 

이르기까지 전반적인 초저온 동결보존 체계를 확립 할 수 있었다.

  차. 동결과정을 통한 재분화 식물체의 변이를 조사하기위해서 동결 전에 동아에서 얻은 

포엽과 동결 후 정아를 RAPD 분석법을 이용하여 분석한 결과, 대부분의 major band 

들이 일치하하여 동결 후 재생된 개체는 동결 전과 유전적으로 동일함을 알 수 있다.

 

  2. 협동과제 : 마(Dioscorea spp.)의 초저온 동결보존법 확립

  가. 마의 경우도 genotype별, 조직부위별 배양조건을 구명하였으며, 보존재료의 크기 및 상

태와 이들의 건조 및 동결저항성을 조사하여 액아의 건조 및 encapsulation 처리에서 

동결저항성이 비교적 높게 유지됨을 확인하였다.

  나. 마의 초저온 동결보존 재료 확보를 위해 유전자원별 조직배양 조건을 구명하여 실험에 

필요한 충분한 개체 수를 얻었으며, 재료의 genotype별, 부위별 건조 및 동결저항성을 

측정하는 동시에 sodium alginate로 bead화 한 재료의 건조, 동결저항성도 조사하였다.

  다. 마 액아조직을 이용한 초저온 동결법으로 encapsulation-dehydration 법을 확립하였는데 

유전적 변이로부터 안정된 보존방법으로 판단되며, 재료의 육성에서 포장 적응에 이

르기까지 각 단계별 적정 조건을 구명하였다.

  라. 동결보존후 재생주를 대상으로 IC-RT-PCR을 이용하여 YMV-K 이병률을 조사한 결과 

90%의 바이러스 무병주를 확보 하였으며, 유전자원보존 이외의 viurs 무병주 생산법으

로 써의  초저온 처리의 이용을 검토해볼 계획이다.

  마. 액아조직 이용이 불가능한 야생마를 대상으로 접합자 배를 이용한 초저온 동결법으로 

desiccation 법을 구명하였다. 
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 제 3 절 관련분야의 발전에의 기여도

   개발된 기술들은 작약과 마의 유전자원 보존 기술로 직접 활용될 수 있을 것이고, 나아

가서 다양한 약용식물의 유전자원을 초저온에 안전하게 보존하기 위한 기술개발에도 이용될

수 있을 것이다. 또한 유전자원을 포장에서 유지․보존하는데 소요되었던 비용과 노력이 대

폭 절감될 것이며, 생장점의 초저온동결보존 기술은 저장되었던 생장점의 기내증식 조건 구

명으로 무병의 종묘를 대량으로 획득할 수 있게 되어 농가의 소득증대에도 기여하게 될 것

이다.

 1. 작약과 마의 초저온 동결보존 관련 제반 조건에 대한 연구를 통해 개발된 기술들은 

기타 여러 유용 영양 번식성 작물의 중․장기적 저장 기술로 활용이 가능할 뿐만 아니라, 

다양한 약용작물 유전자원의 초저온 동결보존을 위한 기초 자료로서의 이용가치도 매우 

높을 것이다. 또한 생장점을 이용한 초저온 동결 보존법은 무병조직을 저장하기 때문에 

약용식물의 수량 및 약리성분을 개선하는데 크게 기여하게 될 것이다. 그리고 영양번식 

작물의 안전한 유전자원 관리기술이 확립되어진다면 품종개량에서 다양한 유전자원을 안

정적으로 활용할 수 있어서 품종개량의 성과가 크게 향상될 것이다. 

 2. 초저온 동결보존 방법 체계가 확립되어 작약과 마의 유전자원을 안전하게 유지하고 

보존하는데 이를 활용한다면 기존의 포장재배에 소요되었던 비용과 노력이 대폭 절감될 

것이다. 또한 생장점의 초저온 보존 기술은 생장점 배양을 통한 무병종묘의 안정적인 생

산과 보급이 가능하다는 점에서 농가의 소득이 증대될 것이다. 그리고 유용성분의 함량이 

개량된 약용식물이 개발․보급 및 생산됨으로서 농가소득 향상과 신약품 개발에도 큰 기

여를 하게 될 것이다. 

 3. 다양한 약용식물의 유전자원을 거의 영구적으로 안전하게 보급할 수 있는 초저온 동결보

존법이 확립되고 품종개량이나 재배법 연구에 체계적으로 이용한다면 우리 국민들의 체질에 

맞는 신선한 생약제의 생산․보급이 가능하여 국민 건강향상에도 크게 기여하게 될 것이다.
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제 5 장   연구개발결과의 활용계획

  제 1 절 연구개발 성과

      1. 특허출원 : 1건 (출원번호 : 10-2005-0057611)

【발명의 명칭】

  재배마 및 야생마의 초저온 동결보존 및 재생을 통한 YMV-K 바이러스가 없는 마 식물체

의 생산방법 (Method for Producing YMV-K Free Yam Plants Using the Cryopreserving․
Regenerating of Cultivated Yam and Wild Yam)

【요약】

본 발명은 재배마 및 야생마의 초저온 동결보존 및 재생을 통한 YMV-K 바이러스

가 없는 마 식물체의 생산방법에 관한 것으로, 보다 상세하게는 재배마 및 야생마의 신초 

또는 접합자 배를 이용하여 효율적으로 동결보존 및 재생하고, 이를 이용하여 YMV-K 바이

러스가 없는 마 식물체를 효율적으로 생산하는 방법에 관한 것이다. 본 발명에 따른 초저온 

동결보존․재생 방법을 통하여 재배마 및 야생마를 유전적인 변이 없이 효율적으로 장기 저

장할 수 있고, 초저온동결 처리 과정 후 재생된 식물체는 YMV-K 바이러스가 제거된다. 또

한 본 발명에 따르면 이를 유전자원으로 효율적으로 보급할 수 있는 효과가 있다.
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 2. 대중 매체를 이용한 기술 홍보 : 1건

  제  목 :  토종식물 유전자원 보존 성공: 경북대, 작약․마 씨앗 초저온 동결보존 법 개발

          (경북일보, 2004년 11월 22일 월요일)
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 3. 논문발표 및 게재

  가. 논문게재 : 5건

    1) 작약(Paeonia lactiflora Pall)종자의 다배현상, 한국육종학회지 (2004. 36권 5호 개제) 

 

    2) Cryopreservation of zagotic embryos of herbaceous peony  (Paeonia lactiflora Pall.) by 

Encapsulation-Dehydration, 한국작물학회지 (2004. 49권 2호)

    3) Factors affecting the production of in vitro plants from the nodal pieces of a Chinese 

yam (Dioscorea opposita Thunb.), 한국식물생명공학회지  (2004. 6권 2호)

 

    4) The effects of growth regulators and medium strength on the shoot and bud formation 

from the shoot apex of a Chinese yam (Dioscorea opposita Thunb), 한국식물생명공학

회지 (2004. 6권 2호)

    5) Cryopreservation of somatic embryos of herbaceous peony (Paeonia lactiflora Pall.) by 

Air Drying, (2005) Cryobiology (in press)

  나. 학회논문 발표 : 10건

    1) Cryopreservation using somatic embryos of herbaceous peony (Paeonia lactiflora Pall.), 

2004년 춘계 한국식물생명공학회 발표

  

    2) Cryopreservation of winter buds of herbaceous peony (Paeonia lactiflora Pall.) by 

desiccation, 2004년 춘계 한국식물생명공학회 발표

    3) Effect of encapsulation-dehydration on eryopreservation of zagotic embryos of herbaceous 

peony (Paeonia lactiflora Pall.) 2004년 춘계 한국작물학회 발표

    4) Cryopreservation of zygotic embryos of herbaceous peony (Paeonia lactiflora Pall.) by air 

desiccation 2004년 춘계 한국작물학회 발표



115

     5) The factors affecting the production of in vitro plants from the nodal pieces of a 

Chinese yam (Dioscorea opposita Thunb.), 2004년 춘계 한국식물생명공학회 발표

    6) The effects of medium strength and growth regulators on the shoot and bud formation 

from the shoot apex of a Chinese yam (Dioscorea opposita Thunb), 2004년 춘계 한국식

물생명공학회 발표

    7) Establishment of cryopreservation method using somatic embryos in herbaceous peony 

(Paeonia lactiflora Pall.) 2004년 추계 한국식물생명공학회 발표

 

    8) Cryopreservation of winter buds of herbaceous peony (Paeonia lactiflora Pall.) by 

encapsulation-dehydration 2005년 춘계 한국작물학회 발표 

    9) Cryopreservation of shoot-apice on Dioscorea spp. by encapsulation-dehydration. 2005년도 

춘계 한국식물생명공학회 발표

    10) Cryopreservation of in vitro grown shoot-apices of yam (Doscorea batatas) by 

encapsulation-dehydration. 2005년 추계 한국식물생명공학회 발표

 4. 인 력 양 성

학위명 성명 일자 논 문 제 목

박 사 신종희 2005. 2월 ◦ Development of Cryopreservation System using Shoot 
Apex in Dioscorea spp.

석 사 김현미 〃 ◦ Cryopreservation of herbaceous peony(Paeonia 
lactiflora Pall.) using Zygotic Embryos and Somatic 
Embryos

서미진 2006. 2월 ◦ Cryopreservation of Herbaceous Peony (Paeonia 
lactiflora Pall.) by Encapsulation- dehydration of 
dormant shoot tips

계 3명
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  제 2 절 연구개발결과의 활용 계획

  1. 추가 연구의 필요성 

    가. 작약 유전자원 초저온 동결보존의 가장 이상적인 재료인 동아의 경우 동결․해동 

후 재생된 신초로부터 뿌리 발생에 어려움이 있어(0.11 mg/L NAA가 첨가된 1/4MS 

배지에서 20%) 추후 동아의 신초 조직으로부터 뿌리 발생에 효과적인 조건구명이 

요구된다. 

    나. 마의 경우도 본 연구에 사용된 유전자원 외의 자원에 대한 조직배양 조건과 동결보

존 조건을 구명할 필요가 있으며, YMV-K(Yammosaic virus -K)를 제외한 마생육에 

피해를 주는 바이러스 종의 동결 후 감염정도를 검정할 계획이다.

    라. 전배양 과정의 stress 관련 호르몬의 활용에 대한 연구가 더 상세히 이루어진다면 작

약과 마의 동결보존 효율을 더욱 향상시킬 수 있을 것이다.

 

2. 타 연구에의 응용방안

   가. 본 연구에서 개발된 작약과 마의 초저온 동결보존 방법은 유전자원의 보존기술로서 

field genebank의 대체방법으로 활용될 것이다

   나. 다양한 약용작물 유전자원 초저온 동결보존을 위한 기초자료로서의 이용가치도 매우 

높을 것이다.

   다. 지금까지 확립된 작약과 마의 초저온 동결보존법에 대한 효율성을 분석하여 육종현

장에서 이용될 수 있는 실용화 방안 제시할수 있다.

   라. 실험에서 얻어진 마의 virus-free 개체를 이용하여 무병주 대량생산과 보급에 활용 가

능할 것이다.
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제 6 장   연구개발과정에서 수집한 해외과학기술정보

1. 유전자원의 중장기적, 안정적 보존을 위한 초저온 동결보존 기법의 도입

  식물유전자원의 초저온 동결보존 기술개발은 기존의 유전자원 보존체계가 가지는 한

계점을 넘을 수 있어서 광범위한 연구가 시도되고 있다(Helliot et al., 2003).  -196℃의 

초저온에서는 모든 세포 분열과 대사과정이 중단되므로 이론적으로는 영구적으로 유전

적인 변이 없이 자원을 안전하게 보존할수 있다. 여기에 더하여 저장되는 재료의 부피

가 적고, 각종 오염으로부터 안전하며, 유지비용과 노력이 적게 드는 장점도 있다(Hirai 

& Sakai, 1998; Wang et al., 2000, Wang et al., 2002). 동결보존된 자원은 품종을 개량

하는데 사용될 수 있을 뿐만 아니라, 무병조직을 보존함으로써 자원의 품질을 향상 시

키는 기능도 하기 때문에 식물 뿐만 아니라 동물, 미생물에 이르기 까지 더 많은 자원

에서 초저온 동결보존의 성공사례가 보고되고 있다(Helliot et al., 2002). 

2. 접합자배와 체세포배를 이용한 초저온 동결보존 기술개발

  접합자배는 완전한 식물체로 발전할 수 있는 매우 작은 기관으로 접합자배를 이용한 

초저온 동결보존 법의 개발은 보존된 자원의 이용 효율향상이나 신품종개량 및 화훼산

업(floricultural industry) 등에서 매우 중요한 의미를 가진다(Ishikawa et al., 1997). 접합

자배를 재료로한 초저온 동결보존법의 가장 큰 단점은, 타식성 작물의 경우 종자가 잡

종상태로 형성되므로 접합자배를 보존하게 되면 모주의 특성과는 다른 자원을 보존하

게 된다는 것이다. 체세포배를 이용한 경우 접합자 배가 가지는 이러한 단점들을 극복

할수 있다. 그러나 체세포배를 이용하기 위해서는 고효율의 조직배양체계가 확립되어

져야하며 배양과정에서 발생하는 체세포변이도 해결되어야 한다고 Touchell 등 ( 2002)

이 지적한 바 있다. 배를 이용한 성공적인 초저온 동결보존에 대한 논문들이 최근 많

은 식물에서 보고되고 있는데, Ishikawa 등(1997)은 japanese terrestrial orchid의 접합자배

에서 60%, Abdelnour-Esquivel 등(1992) 은 커피의 성숙종자배를 대상으로, Jekkel 등 
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(1998)은 horse-chestnut 체세포배를 재료로 46%, Tremblay (2000)는 두종의 Picea species.

의 체세포배에서 66.7%의 생존개체를 얻었다고 보고한 바 있다.

3. 마의 초저온 동결보존 기술개발

  Mandal 등(1996) 과 Malaurie 등(1998)은 열대마 종의 기내 신초조직을 이용하여 동결

보존에 관여하는 요인들에 대하여 연구한바 있는데 이 두 보고에서는 모든 종에서 동

결보존 후 식물 재생이 불균일하고 특히 대부분의 재료가 캘러스 형성을 통하여 식물

체로 재생되는 문제점이 있었다. 마에서 조직배양을 통한 기내증식에 대한 연구 보고

는 Uduebo ( 1971), Grewal 등 (1977), Mantell 등(1978) Chaturvedi와 Sinha (1979), 

Ammirato(1984) Sylvia 등 (1995)에 의해 보고된바 있는데 이들 보고에 의하면 

Dioscorea 속 식물은 그들의 배양체, genotype에 따라 배양시 첨가되는 식물생장조절제

에 다른 반응을 보인다고 했다.

4. 기내 소괴경 형성 과 유전자원 교환 및 전파에서의 중요성

    1989년 이래 마 유전자원의 안정적인 교환을 위한 FAO/IBPGR technical guidelines 으로 기

내배양체 상태로 자원을 교환하고 전파하는 것을 추천하고 있다. 이러한 면에서 기내 소괴경

은 마의 유전자원 교환 수단으로 유용하게 이용되어 질수 있으며 (Alizadeh et al., 1998) 포장

에서 바로 식물체로 분화될 수 있다는 점에서 더 유리한 자원으로 판단된다(Ng, 1988; John et 

al., 1993; Malaurie et al.,1993; Mantell, 1993; Ng and Mantell, 1997).
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