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요   약   문

Ⅰ. 제  목

   효율적인 무병씨감자 생산을 위한 바이러스 신속무독화 및 유전적 안정성 

검정

Ⅱ. 연구개발의 목적 및 필요성

  감자는 세계적인 주요 식량작물로 전 세계적으로 매년 약 4%정도의 꾸준한 

생산량 증가를 보이고 있는 4대 주요 작물중의 하나이며, 특히 우리나라에서는 

최근의 식생활이 변화하면서 점차적으로 중요한 위치를 차지하게 되었다. 우리

나라의 전통적인 식단에 따른 여러 가지 감자 음식들과 더불어 감자를 이용한 

인스턴트식품들의 증가와 다양한 음식개발 등은 시장성 증대가 기대되는 작물

이다.

국내의 감자 재배는 주로 대관령, 평난지, 제주도의 가을재배, 남해안의 무가

온 재배 등 재배 면적이 급속하게 증가하고 있으며 북한에서도 대표적인 식량

자원으로 재배하던 옥수수 재배 지역을 감자로 바꾸는 작업과 씨감자 생산을 

위한 유리온실, 망실 및 저장고 제작 등에 지원함으로써 감자의 생산력을 증대

시키는 데 전력을 기울이고 있다..

경제 산업적 측면에서 감자는 우리 국민의 식생활에서는 식량자원의 역할과 

또 최근의 식생활 구조의 다양화로 인하여 점차 중요한 위치를 차지해 가고 

있다. 이와 같은 소비구조의 변화에 따라 감자는 농가의 주요 소득 작물로 변

화하고 있으나 최근에는 수입 개방에 따라 값싼 외국산 감자가 수입되어 국내 

감자시장에서 경쟁해야하는 어려움에 직면하고 있다. 

국내 감자산업은 거의 1조억원의 시장을 가지고 있지만, 국내에서 재배되는 

식용 및 가공용 감자 품종들은 대부분 외국에서 도입된 외래종들이다. 특히, 
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감자칩, 프렌치프라이 전분 등 가공용 감자 시장이 날로 커지고 있지만 현재는 

생감자 및 냉동감자(100%) 수입에 크게 의존하고 있을 뿐만 아니라 외국 품종

을 대체할 만한 좋은 품종이 국내에 없었다. 미국을 비롯한 선진국이 가공용 

감자의 비율이 65%까지 올라간 반면 한국은 9%정도다. 포테이토칩, 프렌치프

라이, 감자구이용 등 다양한 가공용 “밸리감자”들은 국내 시장은 물론 가까운 

중국(세계 최대 감자생산국, 35%), 일본을 비롯한 UPOY에 가입한 나라들에게 

품종을 수출을 할 것이다. 감자 품종의 용도는 크게 식용과 가공용으로 구분할 

수 있는데, 우리나라 장려품종은 대부분이 식용이고 칩가공용으로 '대서'와 후

렌치 후라이용으로 '세풍' 품종이 있다. 현재 우리나라의 가공산업은 주로 칩 

생산에 국한되어 있으며, 그나마도 원료용 감자품종은 외국 품종인 'Atlantic

(대서)'에 의존해 왔다. 이 품종의 가공품질은 비교적 좋은 편이나 육성모지와 

다른 기후환경 조건의 차이에 따라 괴경의 내부생리장해 현상이 크게 나타나

는 단점이 있다.

  감자는 지역 특성에 맞게 작형이 다양하게 분포되어 있으며 품종 또한 가공

용과 식용 등 재배 방식과 용도에 따라 다양하게 육성 및 이용되고 있다. 하지

만, 우리나라의 기후적 특성인 봄철 가뭄과 여름의 장마 등으로 많은 병충해를 

야기 시킴으로 인하여 수확량의 극심한 감소로 이어지고 있다.

감자의 생산량 증대에 향을 미치는 여러 가지 원인 중 가장 큰 원인은 바

이러스 감염에 의한 씨감자의 품질 퇴화로 가장 심각한 문제로 대두 되고 있

으며, 수량감소와 저품질 씨감자, 번식세대에 이병정도의 누적 등으로 식물체 

또는 종서의 유지마저 어렵게 되어 감자 농사의 성공과 실패가 좌우 될 정도

이다. 

현재 감자 병해에서 발생이 가장 심하고 문제되는 PLRV, PVY 등 의 감자 

바이러스 감염을 제거하기 위하여 식물체가 받는 향을 최소화 하고 동시에 

신속하고 간편하게 바이러스 감염을 제거하는 방법을 모색하여 농가에 보급 

할 필요성이 있다. 현재 농가에서 사용하는 씨감자는 바이러스 감염율이 높고 

크기가 작을뿐만 아니라 수량성이 떨어지는 단점을 갖고 있어 급속하고 대량

적으로 크기가 크고 수량성이 많은 우량 무병씨감자를 보급할 필요성이 있다. 
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  감자를 기내에 도입하거나 혹은 매년 감자 품종을 교체할 때 즉 감자 조직

배양시 무병주의 감자를 도입하기 위하여 주요하게 생장점을 채취하는 방법이 

시행되고 있는데 생장점 배양은 조작이 번거롭고 성공률이 매우 낮으며, 고도

의 테크닉을 필요로 하고 효율이 떨어지며 재분화 되기까지 오랜 시간이 걸리

는 단점이 있어 생장점 채취보다 조작이 간단하고 생존율을 증가할 수 있는 

더욱 효율적인 방법이 시급하다.

  현재까지 고온 열처리에 의한 바이러스 불활성화 방법이나 감자 생장점 조

직배양을 통한 바이러스 무 감염 식물체의 육성 등 조직배양법(meristem 

culture) 기술을 이용해 왔으며,  최근에는 항바이러스제제인 ribavirin이나 

virazol 등의 화학제제를 배지에 사용하여 조직배양을 함으로 바이러스의 활성

을 현저히 감소시키고 억제시킬 수 있는 연구가 이루어지고 있으나 항바이러

스제제는 식물체에 향을 주지 않는 적정 농도의 선택이 어려워 좀 더 많은 

연구가 이루어져야 한다고 봅니다. 기존에 여러 가지 처리를 통하여 얻어지는 

식물체는 처리 과정에서 변이를 일으킬 수 있어 포장에 나갔을 때 형태적, 분

자학적(RAPD)으로 그 유전적인 안정성을 검정할 필요성이 있다.

  

Ⅲ. 연구개발 내용 및 범위

   실험에 필요한 식물체의 바이러스 감염 여부 검정을 위해 한국감자육종소

재은행에서 보유하고 있는 유전자원 및 본 연구실에서 육성한 새로운 밸리 감

자품종들의 바이러스 유무를 ELISA TEST 및 RT-PCR로 검정하는 연구를 

수행하 다.

   효율적인 무병씨감자 생산을 위한 바이러스 신속 무독화기술을 위하여 바

이러스 검정 결과 PLRV 와 PVY 에 감염된 감자 품종(Early)을 마디(생장점 

포함) 배양을 통한 조직 배양을 시작으로 유전자원 보존을 위한 기내 유전자

원 식물체 갱신 및 바이러스 처리를 위해 식물체를 기내 도입할 때 마디(생장

점 포함)를 0.5-1cm 정도로 잘라서 이용하고 계대배양 해 주면서 실험 자료로 

사용하 다.



- 5 -

얼리밸리는 1996년 Suncrisp를 모본으로 하고 미국 아이다오 대학교에서 육

성된 계통인 A87109-10을 부본으로 하여 1996년 인공교배를 실시하여 진정종

자를 획득하여 1997년 봄, 가을 두 번에 걸쳐 실생 양성 과정을 실시하고, 

1998년에 본 검정 및 1999-2001년까지 생산력검정시험과 지역적응성시험(춘천

서면, 김제, 대관령, 김해 등)을 거쳐 육성된 품종이다.

식물체의 주요 형태적 특성 지상부 식물체형태는 반 줄기형이며 직립형으로

서 숙기는 극조생이다. 지하부 줄기의 모양은 짧은 계란형이며 황색표피로서 

과육색은 유백색이다. 덩이줄기의 과육색은 유백색이고 휴면은 짧아서 이기작

용으로 재배가 가능하다. 본 품종은 특히 겨울하우스 재배시 조기재배용으로 

매우 적합하다. 기존의 겨울하우스 조기재배용 품종이 지니고 있는 결점인 내

부갈색반점과 성숙된 감자괴경 표피의 결점이 없다. 극조생종으로 괴경비대가 

빠르기 때문에 상대적으로 비중이 높지 못하다. 겨울하우스 재배시 환원당함량

이 상대적으로 적어서 칩색도가 매우 양호하 다. 2. 출원품종이 대조품종과 

구별되는 특성(대조품종 : 수미) 모양은 수미보다 둥 다. 대서와 수미의 중간 

형태의 괴경 모양이다. 더뎅이병에 대한 저항성은 기존의 수미 품종보다 낮다. 

비중은 여름재배시 수미(1.066)에 비해 낮았다. 봄재배에서도 1.042로 수미

(1.055)보다 낮았다. 겨울하우스와 가을재배도 수미(1.071/1.054)에 비해서 하우

스에서는 1.058로 낮았지만 가을재배는 1.055로 유사했다. 환원당함량은 

glucose 0.317, fructose 0.124로 수미(glucose 0.316, fructose 0.296)보다 낮았

다. 극조생품종으로서는 매우 낮은 환원당함량을 지닌 품종이며 겨울하우스재

배시 칩가용으로 사용이 될 정도의 칩색도를 지닌다. 

  바이러스 감염 식물체 기내도입 후 열처리, 화학적 처리, 전기 충격 처리 및  

초저온 처리를 통한 바이러스 제거 즉 변온 열처리, Ribavirin, ASA 단독처리 

및 혼합처리를 통한 화학적 처리, 부동한 전류를 통한 전기 충격 처리,   

Cryopreservation등의 단독처리 및 혼합처리 등 다양한 조건하에서의 실험을 

통해  바이러스 제거에 가장 효율적인 최적 조건을 통하여 보다 신속적이고 

간편한 감자바이러스 제거 체계를 확립한 후 위의 처리를 통한 식물체를 순화

한 후 형태적, 및 유전적 안정성 검정을 하 다.
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 형태적 특성표(UPOV)와 RAPD방법을 통하여 유전적으로 변이가 일어나지 

않은 식물체임을 확인 한 후에 이러한 기술을 농업기술원, 농업기술관리센터 

및 농협의 감자 관련 사업 팀 등과 협력하여 무병씨감자 대량 생산기술 인재

를 양성한 후 그들이 직접 농가에 기술을 보급하는 시스템을 구축하는데 있다. 

Ⅳ. 연구개발 결과 및 활용에 대한 건의

  본 실험에 이용된 마디 배양을 이용하여 기존에 자주 이용되는 생장점 배양

의 번거로움과 재분화 율의 저하를 향상시켜 기내에 식물체를 도입하거나 유

전자원을 보존하거나 갱신하는데 도움이 되며, 또한 바이러스 제거에 가장 효

율적인 최적조건을 이용하여 무병한 식물체를 보존할 필요성이 있을 때 또는 

무병씨감자를 농가에 보급하여 대량증식을 용이하게 할 수 있고, 위의 바이러

스 제거 기술을 기초로 하여 농가 포장에서도 활용될 수 있는 기술을 개발하

여 바이러스에 의한 포장에서의 손해를 줄이는데 이용할 수 있다. 이러한 무병

씨감자 기술로 농가의 씨감자 교체 비용을 줄이고 높은 수확량을 얻는데 효과

적이 대체 방안이며, 농업기술원, 농업기술관리센터 및 농협의 감자 관련 사업 

팀 등과 협력하여 무병씨감자 대량생산 기술 인재를 양성한 후 그들이 직접 

농가에 기술을 보급하는 시스템을 구축하는데 이바지 할 수 있을 것이다.
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SUMMARY                                          

                          

'Early valley' genotype infected with both potato viruses(PLRV and 

PVY) was evaluated for the establishment of in vitro virus eradication 

using heat, chemical, electroporation, Cryopresevation treatments and 

combinations of hear & chemical methods. The effect of explant size on 

virus eradication after treatments was also evaluated. Infected plantlets 

were cultured in the media added with Acetylsalicylic acid (ASA) (10-6, 

10
-5
, 10

-4
M) and Ribavirin (10, 15, 20mg/ml) alone and combination of 

ASA+Ribavirin. The plantlets grown in each medium was kept at 25C, and 

heat treatment (35C/30C 1-hr, 4-hr, 8-hr) or 42C/25C 4-hr of nodal 

segments (0.5-1.0cm). Following these treatments, plantlets were tested 

quantitatively (OD at A405) for virus detection based on enzyme-linked 

immunosorbent assay (ELISA) and reverse transcription polymerase chain 

reaction (RT-PCR). After 4-8 weeks, the potato genotype 'Early valley' 

showed 56%, 50%, 80%, 82%, and 0% survival rates when cultured on MS 

media at 25C ASA + Ribavirin (25C), MS (35C/30C) and ASA + Ribavirin 

(35C/30C), all (42C/25C), respectively. Among the tested treatments, the 

heat treatment (35C/30C) showed 92% or more PVY eradication, In other 

cases, the combined treatments eliminated PLRV sporadically. 

In morphological and ultrastructural points of view, cryopreserved and 

non-cryopreserved (control) potato plants had no visual differences. Based 

on the cytometric analysis, there was no significant difference in the ploidy 

levels of both cryopreserved and control plants. Cryopreserved plants 

showed statically higher amounts (17.81%) of palmitic acid than those of 

control plant (14.07%) at 0.05 level. When test genetic stability of potato 

after virus elimination, that no genetic variation in the virus elimination and 

no different in the phenotype. 

From this study, it was concluded that heat treatment was the most 

effective method for PVY elimination, and both heat and chemical 

treatments (ASA+Ribavirin) at the same time were effective for PLRV 

elimination when nodal segments were used instead of meristem culture 

and stability in the genotype and phenotype. 
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제 1 장 연구개발과제의 개요

   

제 1 절 연구 개발의 목적 및 필요성

 1. 기술적 측면

  감자 병해에서 발생이 가장 심하고 문제되는 PLRV, PVY 등의 감자바이러

스감염을 제거하기 위하여 식물체가 받는 향을 최소화 하고,  현재 농가에서 

사용하는 씨감자는 바이러스 감염률이 높고 크기가 작을 뿐만 아니라  수량성

이 떨어지는 단점을 갖고 있어 급속하고 대량적으로 크기가 크고 수량성이 

많은 우량 무병씨감자를 보급함과 .동시에 신속하고 간편하게 바이러스 감염

을 제거하는 방법을 모색하여 농가에 보급 할 필요성이 있다.  

  감자를 기내에 도입하거나 혹은 매년 감자 품종을 교체할 때 즉 감자 조직

배양시 무병주의감자를 도입하기 위하여 주요하게 생장점을 채취하는 방법이 

시행되고 있는데 이런 방법은 성공률이 매우 낮고 또 재분화 되기까지 오랜 

시간이 걸리는 단점을 갖고 있으므로 생장점 채취보다 더욱 효율적인 방법이 

시급하다.

  감자 바이러스 병을 직접 방제할 약제는 아직 발견되지 않고 있으며 이렇다 

할 방제 대책이 없는 한 무병주를 만들어 유지하고 무병상태로 유지하는 것이 

가장 바람직한 방제 방법이다. 그러기 위해서는 여러 가지 처리 방법을 통하여 

바이러스 무병주를 만드는 것이 시급하다. 기존에 여러 가지 처리를 통하여 얻

어지는 식물체는 처리 과정에서 변이를 일으킬 수 있어 포장에 나갔을 때 형

태적, 분자학적(RAPD)으로 그 유전적인 안정성을 검정할 필요성이 있다.
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 2. 경제⋅산업적 측면

국내의 감자 재배는 주로 대관령 고랭지, 평난지, 제주도의 가을재배, 남해안

의 무가온 재배 등 재배 면적이 급속하게 증가하고 있으며 북한에서도 대표적

인 식량자원으로 재배하던 옥수수 재배 지역을 감자로 바꾸는 작업과 씨감자 

생산을 위한 유리온실, 망실 및 저장고 제작 등에 지원함으로써 감자의 생산력

을 증대시키는데 전력을 기울이고 있다.  

경제 산업적 측면에서 감자는 우리 국민의 식생활에서는 식량자원의 역할과 

또 최근의 식생활 구조의 다양화로 인하여 점차 중요한 위치를 차지해 가고 

있다. 이와 같은 소비구조의 변화에 따라 감자는 농가의 주요 소득 작물로 변

화하고 있으나 최근에는 수입 개방에 따라 값싼 외국산 감자가 수입되어 국내 

감자시장에서 경쟁해야하는 어려움에 직면하고 있다.

감자 품종의 용도는 크게 식용과 가공용으로 구분할 수 있는데, 우리나라 장

려품종은 대부분이 식용이고 칩가공용으로 '대서'와 후렌치 후라이용으로 '세

풍' 품종이 있다. 현재 우리나라의 가공산업은 주로 칩 생산에 국한되어 있으

며, 그나마도 원료용 감자품종은 외국 품종인 'Atlantic(대서)'에 의존해 왔다. 

이 품종의 가공품질은 비교적 좋은 편이나 육성모지와 다른 기후환경 조건의 

차이에 따라 괴경의 내부생리장해 현상이 크게 나타나는 단점이 있다.

국내 감자산업은 거의 1조억원의 시장을 가지고 있지만, 국내에서 재배되는 

식용 및 가공용 감자 품종들은 대부분 외국에서 도입된 외래종들이다. 특히, 

감자칩, 프렌치프라이 전분 등 가공용 감자 시장이 날로 커지고 있지만 현재는 

생감자 및 냉동감자(100%) 수입에 크게 의존하고 있을 뿐만 아니라 외국 품종

을 대체할 만한 좋은 품종이 국내에 없었다. 미국을 비롯한 선진국이 가공용 

감자의 비율이 65%까지 올라간 반면 한국은 9%정도다. 포테이토칩, 프렌치프

라이, 감자구이용 등 다양한 가공용 “밸리감자”들은 국내 시장은 물론 가까운 

중국(세계 최대 감자생산국, 35%), 일본을 비롯한 UPOV에 가입한 나라들에게 

품종을 수출을 할 것이다. 

  우리나라의 기후적 특성인 봄철 가뭄과 여름의 장마 등으로 많은 병충해를  

야기시킴으로 인하여 수확량의 극심한 감소로 이어지고 있는데, 현재 한국에서 
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가장 문제가 되는 바이러스는 PLRV 와 PVY이다. 특히 PLRV 와 PVY 두 바

이러스에 복합 감염되었을 경우에는 그 수확량이 훨씬 줄어들어 농가의 손해

가 크다. 이 병에 걸린 감자를 씨감자로 이용하면 수량감소 뿐만 아니라 다른 

감자에도 병을 옮기므로 절대 씨감자로 사용해서는 안 된다. 더구나 바이러스 

병은 접촉에 의하여 또 곤충에 의하여 전염되기 때문에 그 전파는 기하급수적

이다. 따라서 신속하고 편리하게 감자바이러스를 제거할 수 있는 방법이 시급

한 실정이다..

 

  양번식 작물인 감자는 씨감자가 여러 가지 바이러스들에 의해  감염되었

을 경우 수확량에 치명적인 향을 미치므로 감자를 재배하고 있는 모든 국가

들은 씨감자의 생산이나 수출입시 바이러스 검정을 필수적으로 실시하고 있다. 

감자 소비 특히 가공제품의 소비가 증가하는 지금 씨감자 갱신율이 25% 내외

로 무병 씨감자를 매년 사용해야 하나 씨감자의 크기가 작고 수량성이 떨어지

는 단점으로 위의 바이러스 제거 방법을 기초로 하여 크기가 크고 수량성이 

뛰어난 무병 씨감자의 보급이 시급하다. 그리고, 처리를 통하여 포장에 나간 

감자가 변이를 일으켰을 때 r그에 대한 보급 부문 및 농가의 손실은 엄청나므

로 식물체의 유전적인 안정성 검정은 여러 가지 경제적인 손실을 줄일 수 있

다. 

 3. 사회⋅문화적 측면

  감자는 세계적인 주요 식량작물로 전 세계적으로 매년 약 4%정도의 꾸준한  

생산량 증가를 보이고 있는 4대 주요 작물중의 하나이며, 특히 우리나라에서는 

최근의 식생활이 변화하면서 점차적으로 중요한 위치를 차지하게 되었다. 우리

나라의 전통적인 식단에 따른 여러 가지 감자 음식들과 더불어 감자를 이용한 

인스턴트 식품들의 증가와 다양한 음식개발 등은 시장성 증대가 기대되는 작

물이다.

감자는 저 칼로리이고 알칼리성 식량으로 기호도가 높은 작물로 후진국에서

는 식량제 해결의 전략적인 작물로, 선진국에서는 다이어트 식품으로 중요성이 

강조되고 있다. 최근 북한도 옥수수를 감자로 대체하는 작업이 진행 중이라 감
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자 소비량이 대량 증가할 것으로 추정된다. 최근 우리나라에서도 소비량이 증

가 추세로 특히 가공 산업의 발달은 눈부시다. 가공제품의 소비량 증가를 보면 

90년도 3만 톤에서 현재 9만 톤 정도로 급증하고 있는 실정이며 이 분야의 발

달만 보아도 감자 산업의 전망은 밝다고 하겠다.

  우리나라는 씨감자 갱신 측면에서 보면 씨감자 갱신율이 25% 내외로 무병

씨감자를 매년 사용 재배하여야 하나 우량 씨감자의 부족과 병해충 특히 바이

러스 감염률이 높은 씨감자의 보급 미비로 농가에서 씨감자 구입에 많이 비용

을 투자하고 있어 무 병 우량 씨감자를 재배하는 것이 가장 중요한 요인이라

고 생각된다. 감자 소비 특히 가공제품의 소비가 증가하는 지금 씨감자 갱신율

이 25% 내외로 무병 씨감자를 매년 사용해야 하나 씨감자의 크기가 작고 수

량성이 떨러지는 단점으로 위의 바이러스 제거 방법을 기초로 하여 크기가 크

고 수량성이 뛰어난 무병씨감자의 보급이 시급하다고 할 수 있다.

씨감자 증식 과정에서 양번식 재료의 이병정도를 극소화시켜 재배자에게 

급속하고 대량적으로 품종이 확실하고 무병한 다양한 고품질의 씨감자를 제공

하여 농가의 선택의 폭을 넓히는 것이 목적이다.

  현재 WTO 체제 출범으로 농산물 시장이 본격적인 개방화를 필요로 하

는 시점에서 국내 품종을 이용하여 국외에 의존하지 않고 우리만이 소유한 

테크닉으로 국내에서 신속한 무병주 기술이 개발되어 그 기술을 이용하여 

급속하고 대량으로 수량성이 뛰어난 무병 씨감자를 생산하고 안정성 검정

을 통하여 농업기술원, 농업기술관리센터 및 농협의 감자 관련 사업 팀 등

과 협력하여 무병씨감자 대량 생산기술 인재를 양성한 후 그들이 직접 농

가에 기술을 보급하는 시스템을 구축함으로서 농민들의 부담을 줄일 수 있

고 나아가서 북한의 감자 생산에도 크게 기여할 것으로 사료되어 무병 씨

감자 생산의 중요성을 인식하고, 확실한 무병씨감자를 보급함으로서 국내 

뿐 아니라 앞으로 남북통일에 대비하여 북한의 감자 생산 기술을 향상시킬 

수 있는 기술의 개발이 필요하다. 
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제 2 절 연구개발의 목표와 범위

구   분 연 구 개 발 목 표 연구개발 내용 및 범위

1차 년도
( 2004 )

감자 품종에 대한 바이러스 

유무 검정을 통하여 바이러

스에 감염된 품종을 마디배

양, 열처리, 화학적 처리, 

전기 동 처리, 초 저온 처

리 등을 통하여 바이러스 

제거 

1) 바이러스 감염 여부 검정

  - 한국감자육종소재은행에서 보유

하고 있는 유전자원 및 본 연구

실에서 육성한 새로운 밸리 감자

들 바이러스 유무 검정

2) 바이러스에 감염된 감자 기내 도

입 

  - 바이러스 검정 결과 PLRV 와 

PVY 에 감염된 감자 품종의 마

디를 따서 기내에 도입하여 계대

배양 해 주면서 실험 자료로 사

용

3) 여러 가지 처리를 통한 바이러스 

제거 

  - 마디배양(0.5-1cm), 열처리, 화학

적 처리, 전기 충역 처리 및 초 

저온 처리 등 다양한 처리의 단

독처리와 복합 처리를 통하여 바

이러스 제거 

2차 년도
( 2005 )

위의 처리를 통한 식물체를 

순화한 후 형태적, 및 유전

적 안정성 검정

안정성이 검정된 확실한 식

물체로 무병씨감자를 대량 

생산 및 농가 보급

형태적 관찰 및 RAPD 기술을 이용

하여 식물체 안정성 검정

농업기술원, 농업기술관리센터 및 농

협의 감자 관련 사업 팀 등과 협력하

여 무병씨감자 대량 생산기술 인재를 

양성한 후 그들이 직접 농가에 기술

을 보급하는 시스템을 구축
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1. 감자 품종에 대한 바이러스 감염 여부 검정

- 한국감자육종소재은행에서 보유하고 있는 유전자원 및 본 연구실에서 육    

성한 새로운 밸리 감자들의 바이러스 유무 검정

2. 바이러스에 감염된 감자 기내 도입 

- 바이러스 검정 결과 PLRV 와 PVY 에 감염된 감자 품종(Early)의 마디     

를 따서 기내에 도입하여 계대배양 해 주면서 실험 자료로 사용

- 마디(생장점 포함) 배양을 통한 조직 배양 -> 유전자원 보존을 위한 기내  

유전자원 식물체 갱신 및 바이러스 처리를 위해 식물체를 기내 도입할 때     

마디(생장점 포함)를 0.5-1cm 정도로 잘라서 이용  

                     

3. 여러 가지 처리를 통한 바이러스 제거 

- 열처리, 화학적 처리, 전기 충격 처리 및 초 저온 처리를 통한 바이러스 제

거-> 변온 열처리, Ribavirin, ASA 단독처리 및 혼합처리를 통한 화학적 처

리, 부동한 전류를 통한 전기 충격 처리, Cryopresevation등의 단독처리 및 혼

합처리를 통하여 보다 신속적이고 간편한 감자 바이러스 제거 체계 확립.

4. 위의 처리를 통한 식물체를 순화한 후 형태적, 및 유전적 안정성 검정

- 형태적 관찰 및 RAPD 기술을 이용하여 식물체 안정성 검정

5. 무병씨감자 대량 생산기술 인재 양성

- 농업기술원, 농업기술관리센터 및 농협의 감자 관련 사업 팀 등과 협력하여 

한 후 그들이 직접 농가에 기술을 보급하는 시스템을 구축
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제2장 국내외 기술개발 현황

외국의 경우에는 Limasset가 1949년에 처음으로 담배에서 Virus-free 한 식

물을 생산하는 방법을 이끌러 내었고, Morel와 Martin이 1952년에 dahila의 감

염된 신초에서 바이러스 무병주 식물을 얻기 위해 생장점 배양을 이용하 다. 

하지만 생장점 조직의 미세한 양(<0.05mm)과 배양하기까지 조작이 번거롭고 

배양 후 낮은 생존율을 보일뿐만 아니라 식물 재분화 기간이 길어지는 단점을 

가지고 있다. 이런 단점을 보안 하고자 Thomson(1959)에 처음으로 열처리와 

경정배양을 혼합하여 여러 감자 품종에서 PVY를 퇴치하는데 성공하 다. 이

런 방법 이외에 Norris(1954)는 경정에 malachite green을 처리하여 Green 

Mountain 품종의 바이러스 번식이 억제되었다고 보고하 다. 그 후 항바이러

스제인 Ribavirin이 대부분의 바이러스에 대해서 비교적 광범위한 작용을 나타

낸다는 것이 밝혀졌다. 최근에는 전기 동을 이용하면 기내에서 식물분화가 자

극되며 식물조직의 전기적 특성이 식물생리학상의 연구에도 광범위하게 고려

되고 있어 Lozoya-Saldona(1996)이 줄기를 10-15mA의 전류에 노출시켰을 때 

비교적 강건한 줄기와 높은 생존을 나타냈다고 보도하 다.

기존에 PLRV(1949), PVY(1956,2001), PVX (1958, 1968, 1982, 1983, 1985, 

1991, 1996), PVS (1968,1982,1991,1994,1996) 등 단독 감염 바이러스에 대한 연

구는 많이 진행되어 왔지만 감자가 PLRV 와 PVY에 복합 감염되었을 때 그 

제거가 단독감염보다 휠씬 어렵고 이에 대한 연구가 너무나 미흡한 실정이다. 

1992년 Cutt 등이 salicylic acid가 병원체 관련 단백질을 합성하여 저항성을 

유도한다는 기작을 밝혔으며 1998년에 Humberto 등이 Acetylsalicylic acid 와 

H2O2를 이용한 미세 식물의 내병성 유도 실험을 하여 두 물질이 내병성 유도

에 효과가 있다고 보도하 다.

 

농가에 씨감자 보급은 많이 진행되어 왔지만 보급되는 씨감자 크기가 작고 

또 수확량이 적어 농가에서 씨감자 구입에 많은 비용을 투자하고 있는 실정이

다.
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국내에서는 1994년에 Park 등에 의한 감자 조직배양시 배지 내에 항바이러

스제(Ribavirin, ACV, AZT 등) 첨가에 의한 PVS 퇴치 효과에 관하여 알아본 

연구에서 Ribavirin 이 가장 효과적인 것으로 나타났고, 이후 1996년 김 등은 

Ribavirin 과 열처리 모두 대조구에 비해서 바이러스 퇴치 효과가 있었다고 보

도하 다.

2001년 김 등은 Ribavirin과 열처리를 통하여 PVY를 퇴치하는데 5-7mA의 

전기처리 후 Ribavirin을 첨가하지 않은 배지에 사용하는 것이 효과적이라고 

보도하 다.

2002년 김 등이 Methyl Salicylate을 이용하여 딸기에서 Gray Mold Rot 저

항성을 유도하는데 성공을 하 다.

2000년 이 등이 RAPD방법을 이용하여 재분화체의 유전적 안정성 검정을 하

다. 
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제3장 연구개발수행 내용 및 결과

    

제1절 연구개발 수행 내용

 1. ELISA TEST 및 RT-PCR을 통한 바이러스 유무 검정

   한국감자육종소재은행에서 보유하고 있는 유전자원 및 본 연구실에서 육성

한 새로운 밸리 감자 품종들의 바이러스 감염 여부 검정을 위해 ELISA 및   

RT-PCR 로 검정하는 연구를 수행하 다.

 

 ELISA(Enzyme-linked immunosorbent assay) method

 가. 샘플링(Sampling)

   감자 잎에서 샘플을 얻는 과정으로 여러 부위의 감자 잎을 1.5ml 튜브에   

 100㎎을 넣고 액체질소를 부어 Tissue Striker를 이용하여 감자 잎을 잘게   

Granding 한 후 파쇄한 후에 튜브 안에 Extraction buffer를 샘플의 10배인    

1000㎕를 주입하 다. 이후 거즈를 이용하여 덜 파쇄 된 감자 잎을 제거하여   

 4℃에 보관하 다. (비율 - 조직무게 : buffer 양) 

 나. Plate Coating(1차 항체 코팅)

   1차 항체를 플레이트에 고착시키는 과정으로 코팅버퍼에 항체를 200배 희  

 석시켜 각 플레이트에 100㎕를 주입 시킨 후, 상온에서는 습도가 높은 상자에  

 4시간 후에, 4℃에서는 overnight시킨 후 충분히 플레이트에 흡착이 된 다음  

 실험에 사용할 수 있으므로 항체 희석 시 잘 섞이도록 주의해야 한다. 1x    

 coating buffer 만들기 - 10x 코팅버퍼 : 증류수 ( 1㎖ : 9㎖ ).

 다. 워싱(Washing)

   이 과정은 플레이트에 흡착되지 않은 나머지를 제거하는 과정으로, 워싱버  

 퍼(PBST buffer)를 코팅된 플레이트의 각 well(플레이트에 페인 홈) 안에    

 200㎕를 넣고 흔들어 씻어준 다음 플레이트를 뒤집어 well 안을 비워준 뒤   
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 종이타월을 바닥에 깔고 가볍게 두들겨 제거하는 과정을 기본적으로 7~8회   

 반복 실시하 다.

 Washing buffer 만들기 - 워싱버퍼 파우더 : 증류수 ( 1g : 100㎖ )

 라. 항원 주입

   워싱된 플레이트에 감자 잎에서 샘플링하여 얻은 것을 각 well에 100㎕를  

 주입하고, 습도가 높은 상자에 넣어준 뒤 실온에서 2시간 기다립니다. 이때   

 샘플 이외에 바이러스positive control과 negative control을 샘플과 비교할 수  

 있게 함께 주입하 다.

 마. 워싱(Washing)

   위의 워싱 과정과 동일합니다. 

 바. 2차 항체 주입(enzyme conjugate)

   워싱된 플레이트에 1x ECI buffer에 항체를 200배 희석하여 섞어준 뒤 각  

 well에 100㎕씩 주입하고 다시 습한 상자에 넣어주고 2시간을 기다린다. ECI  

 버퍼는 코팅버퍼와 같은 기능으로 2차 항체․항원 반응을 흡착시키는 역할을  

 하므로 항체 희석시 잘 섞이도록 주의해서 실험을 하 다.

 ECI buffer 만들기 - ECI 파우더 : 증류수 ( 1g : 30㎖ )

 사. 워싱(Washing)

   위의 워싱 과정과 동일합니다. 

 아. PNP 솔루션 주입 후 발색 반응 측정

   워싱된 플레이트에 PNP 버퍼와 PNP 타블렛을 넣어주고 타블렛이 분해된  

 후 각 well에 100㎕씩 주입한 후 일정 시간(평균적으로 15분 후)이 지난 후   

 바이러스가 존재하는 샘플에서 발색반응이 나타나고 눈으로 식별 또는       

 ELISA용 READER를 이용하여 발색 반응을 수치로 얻었다.

 PNP솔루션 만들기 - PNP버퍼 : PNP타블렛 ( 5㎖ : 1정 )

 ELISA용 READER를 이용하는 경우 빛의 파장을 405㎚ ~ 450㎚를 설정하여  

 수치를 컨트롤과 비교하 다.
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 2. RNA추출과 RT-PCR 

 

 가. 바이러스 감염 식물의 잎 100㎎를 1.5㎖ tube에 뚜껑을 이용하여 절단 한  

 뒤 삽입한다.

 나. 샘플에 액체질소를 넣어 잘게 갈아준 후 TRI Reagent 1㎖를 넣고 실온에  

 서 5분간 homognate.

 다. chloroform 200㎕ 첨가 후 vortexing 하고 실온에서 15분 store 후        

 4℃,14,000rpm에서 15 분간 centrifuge.

 라. 상층액을 뽑아 isopropanol 500㎕ 천가 후 실온에서 10분간 store 후      

 4℃,14,000rpm에서 8 분간 centrifuge.

 마. RNA pellet 에 75% ethanol 1㎖을 섞어준 후 4℃, 7500g에서 5분간      

 centrifuge.

 바. ethanol을 완전 제거 후 실온에서 10분간 dry.

 사. HO 100㎕ 첨가 후 58℃waterbath에서 10분간 Dissolve.

 아. 위 과정을 거친 후 얻은  RNA를 냉동고에 보관하면서 시료로 사용한다.

 자. 추출한 RNA를 Reverse-iT
TM 
One-step RT-PCR kit(ABgene Limited,   

 Epsom, UK)을 사용하여 RT-PCR을 실행하 다. 

 

 RT-PCR조건: 47℃/30min94℃/5min 

               94℃/30s 57℃/30s 72℃/45s -> 30cycle    

               72℃/5min

 사용한 primer는 아래와 같다(Table 1).
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 Table 1. Specific primers used in RT-PCR analysis.

Virus Sequence(5'-3') Polarity Fragment(bp)

PLRV

CGCGCTAACAGAGTTCAGCC Sense 336

GCAATGGGGGTCCAACTCAT Antisense 336

PVY

GTGATGAATGGGCTTATGGTT TGG) Sense 429

ATCCTCGGTGGTGTGCCTCT Antisense 429

* Primer were purchased from Bioneer
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3. RAPD 방법

 가. DNA 추출:

   Total DNA 분리는 Doyle 등(1989)의 방법을 다소 변형하여 수행하 다. 

약  0.1g의 어린 감자 잎 조직을 600ul의 DNA추출용 완충용액[2% CTAB, 

1.4M  NaCl, 20mM EDTA, 100mM Tris-HCl, pH8.0, 0.2% β- 

mercaptoethanol(freshly add 2mL]을 가하여 잘 섞은 다음 60℃ 수조에서 30

분간 반응시켰다. 이 후 600ul 의 phenol: chloroform: isoamylalcohol 

(25:24:1)을 첨가하여 Vortex 한 다음 10k로 3분간 원심분리 하여 상층액의 

투명한 부분을 분리하여 회수한 후 동일 볼륨(상층액)의 phenol : 

chloroform=1:1을 첨가한 후 다시 원심분리 하여 상층액을 회수하 다. 거기

에 동일볼륨의 chloroform을 첨가한 후 다시 원심분리 하여 상층액을 회수하

고 2/3의 isopropanol을 가하여 침전된 DNA를 회수하 다. 회수된 DNA는 

알콜로 살짝 씻어준 후 실온에서 말린 후 PCR 반응의 주형으로 사용하 다. 

 나. Genomic DNA 증폭

   bioneer의 ‘GTTGCCAGCC’ random oligonucleotide primer를 사용하여 감자 

약 10ng genomic DNA를 다음의 PCR조건으로 증폭시켰다. 

 94도 3분,  <94도 1분, 36도 1분, 72도 2분>40 cycle 72도 10분 

 다. 증폭단편 분석

   결과는 1.0%(w/v) agarose gel에서 전기 동하고 사진으로 기록하 다. 

4. Virus 제거를 위한 최적 조건 찾기

 

   ELISA 및 RT-PCR방법으로 바이러스 유무를 확인한 다음 바이러스에 감

염된 식물체를 이용하여 열처리, 화학적 처리, 전기충격처리, 초저온 처리 등 

단독처리 및 혼합처리를 통하여 바이러스를 제거하 다.
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 가. 열처리

   바이러스 감염 식물체의 마디(0.5-1cm)를 절단하여 배지에 치상한 후 35℃  

 -4h/30℃-4h 교대로 배양실에서 4-8주 배양한다. 기본 배지는 MS 3% 고체  

 배지를 사용하 다. 

 나. 화학적 처리

  Ribavirin(20mg/l), Acetylsalicylic(10
-5
M) 각각 첨가한 MS 기본 배지에 치  

 상하고 4-8주 배양한다.

다. 전기 충격 처리 

  감자 식물체의 줄기를 절단하여 양끝을 은박지로 싸서 전극을 연결한 후 전  

 기 동용  power supply 로 전압(5mA)를 걸어준다.

라. 초저온 처리

  식물체의 마디(0.5-1cm)를 절단하여 액체질소에 1시간동안 담근 후 꺼내어  

 다시 기본 배지에 치상한다.

 

마. 열처리. 화학적 처리 혼합 처리 

  바이러스 감염 식물체의 마디(0.5-1cm)를 절단하여 Ribavirin(20mg/l),       

 Acetylsalicylic(10
-5
M) 첨가한 배지에 치상한 후 35℃-4h/30℃-4h 교대로 배  

 양실에서 4-8주 배양한다.

 

바. 열처리. 화학적 처리 및 전기 충격 처리 혼합 처리 

   감자 식물체의 줄기를 절단하여 양끝을 은박지로 싸서 전극을 연결한 후   

 전기 동용 power supply로 전압(5mA)를 걸어준다. 마디(0.5-1cm)를 절단하  

 여 Ribavirin (20mg/l), Acetylsalicylic(10
-5
M)첨가한 배지에 치상한 후 35℃  

 -4h/30℃ -4h 교대로 배양실에서 4-8주 배양한다.
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5. 식물체의 형태적․유전적 안정성 검정

   열처리, 화학적 처리, 전기충격처리, 초저온 처리 등 단독처리 및 혼합처리

를 통하여 바이러스를 제거하 다. 위에서 처리한 식물체를 다시 ELISA 및 

RT-PCR 방법으로 바이러스 퇴치 유무를 확인했다. 

   바이러스 제거 실험 후 검정을 통하여 바이러스가 제거된 개체들을 온실에 

순화하여 유전적 안정성을 검정하기 위하여 형태적 특성을 분석(UPOV)하여 

phenotype을 관찰하 다.

가. 형태적 특성표(UPOV)에 특성 분석

   다음과 같은 50가지의 특성표로 실험 전․후의 차이를 비교 하 다. 감자싹 

크기. 감자싹 모양. 감자싹 기부의 안토시아닌 색깔. 감자싹 기부의 안토시아닌 

착색정도. 감자싹 기부의 털. 감자싹 정단부 크기. 감자싹 정단부 습성. 감자싹 정

단부의 안토시아닌 착색정도. 감자싹 정단부의 털. 감자 싹 뿌리원기의 수. 감

자싹 숨구멍의 돌출성. 감자싹 측지길이. 식물체 키. 식물체 형태. 식물체 생장

습성. 줄기 주지의 굵기. 줄기 날개. 줄기 날개주름의 물결모양. 줄기 안토시아

닌 색소의 착색정도. 잎 크기. 잎 겹침정도. 잎 녹색의 정도. 잎 안토시아닌 정

도. 소엽 크기. 소엽너비. 소엽 병합의 빈도. 소엽 가장자리 물결모양. 소엽 엽맥

의 깊이. 소엽 안토시아닌의 착색유무. 소엽 윗 부분의 광택의 정도. 잎(중륵, 

주맥) 2차 소엽의 발생빈도. 정단 소엽 발생빈도. 측소엽 발생 빈도. 측소엽 크

기. 화서 크기. 화서 안토시아닌 착색정도. 식물체 꽃의 수. 꽃눈의 안토시아닌. 

화관 크기. 화관 안쪽부분 색깔. 화관 꽃 안쪽부분의 색깔 정도. 화관 흰 꽃 바

깥부분의 안토시아닌. 화관 흰색 끝부분의 크기. 식물체 열매의 수. 식물체 성

숙시기. 괴경 모양. 괴경 눈의 깊이. 괴경 표피의 매끄러운 정도. 괴경 표피의 

색깔. 괴경 눈 기부 색깔. 괴경 육색. 노란색 표피 괴경 : 괴경표피 안토시아닌 

색소 등
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나. 유전적 안정성 검정

   RAPD PCR 방법을 이용해 실험 전․후에 Early밸리의 유전적인 안정성을 

검정하 다.

RAPD (random amplified polymorphic DNA) PCR은 일반적으로 두 생명체가 

계통 유전학적으로 얼마나 유사성이 있는가를 판별할 때 사용하는 실험으로 

PCR할 때 primer가 짧을 경우 genome 상에 여러 군데 달라붙어서 여러 

fragment를 만든다. 이렇게 해서 생겨난 여러 fragment를 전기 동을 사용해

서 확인하면 생명체마다 각각 독특한 band를 형성하는데 이것을 가지고 생명

체간의 유사성을 판별할 수 있다. 만약 두 생명체가 비슷한 종일 경우에는 

band의 모양이 비슷할 것이며, 그렇지 않을 경우에는 서로 많은 차이를 나타

낼 것이다. 이 RAPD PCR은 방법이 비교적 간단하고 쉬워 genome 

sequencing을 하기 전에 대략적인 유전적 변이 분석을 나타내기 위해서 많이 

사용된다.

제2절 연구 수행 결과

 1.. ELISA 및 PR-PCR을 통한 바이러스 유무 검정

   한국감자육종소재은행(KPGR)에서 보유하고 있는 유전자들을 ELISA(Fig. 

1) 및 RT-PCR(Fig.2)방법을 통하여 바이러스 감염 유무를 검정한 결과 Early

밸리(한국감자육종소재은행 개발 품종)가 PLRV 및 PVY에 복합감염 되었음을 

확인하고, 바이러스 제거 실험 재료로 Early 밸리를 사용하 다. 
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 2. 열처리

  생장점이 포함된 마디를 큰 사이즈(0.5-1cm)로 절단하여 배지에 치상한 후 

25℃, 35℃-4h/30℃-4h, 42℃/25℃-4h 교대로 배양실에서 4-8주 배양하 다. 

결과 각 처리구에서 각각 83%, 83%, 0%의 생존율(Table 2)을 보 으며 25℃

에서 각각 0%, 0%; 35℃-4h/30℃-4h에서는 각각 0%, 100%의 PLRV, PVY의 

제거율을 보 다

3. 화학적 처리

  식물체 재료를 Acetylsalicylic(10
-6
, 10

-5, 
10
-4
M), Ribavirin(20, 40, 60mg/l)  

각각 첨가한 배지에 치상하고 4-8주 배양하 다. 25℃에서 83%의 재분화율

(Table 3)을 보 고 ASA 10
-6
에서는 100%의 재분화율을 보인 반면 Ribavirin 

40과 60mg/l에서는 식물체 전체가 고사하는 경향을 보 다. 전체 처리구에서 

모두 현저한 바이러스 감소율을 보이지 않았다(Table 4). 
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Table 2. Effect of treatments on and explant survival of plantlets 

Treatment Explant Survival(%)

Control(25℃) 83

ASA 10
-6

100

ASA 10-5 86

ASA 10-4 57

Ribavirin 20 86

Ribavirin 40 0

Ribavirin 60 0
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 Table 3. Effect of Heat+Ribavirin+ASA on the rate of plantlets Survival 

(%) after 7 weeks of treatment applied.

 Cont.: 25C and non-treated plantlets; 10-6, 10-5, 10-4 = ASA concentrations 

(M) 10, 15, 20 =ribavirin concentrations (mgL-1). 1-1: ribavirin 10 mg.L-1 

plus ASA 10
-6
M, 1-2: ribavirin 10mg.L-1 plus ASA 10

-5
M, 1-3: ribavirin 10 

mg.L-1 plus ASA 10
-4
M, 2-1: ribavirin 15 mg.L-1 plus ASA 10

-6
M, 2-2: 

ribavirin 15 mg.L-1 plus ASA 10
-5
M, 2-3: ribavirin 10 mg.L-1 plus ASA 

10
-4
M, 3-1: ribavirin 20 mg.L-1 plus ASA 10

-6
M, 3-2: ribavirin 20 mg.L-1 

plus ASA 10
-5
M, 3-3: ribavirin    20 mg.L

-1
 plus ASA 10

-4
M); 

e
35C/30C 4 

h alternating temperature

TreatmentC    10-6 10-5 10-4  10    15     20    1-1   1-2 1-3   2-1   2-2   2-3   3-1 3-2   3-3  Mean

C 40   100   75    75    100   83    75    45   56   45    22    45    67   56   67    56   63

1-hr 45    67    33  45     45    67    56    19   30    9     36    36    27   25 36   45    39

4-hr 24    65  100    47   94    76    82     0    13   25    22    45    22   25    0    22    41

8-hr 54    54    38    69   77    46    85    64   55   36    27    36    55   38   45   45 52

Mean    41    74    62    59     79    68    75   32    39   29    27   41    43   36   37   42    49

TreatmentC    10-6 10-5 10-4  10    15     20    1-1   1-2 1-3   2-1   2-2   2-3   3-1 3-2   3-3  Mean

C 40   100   75    75    100   83    75    45   56   45    22    45    67   56   67    56   63

1-hr 45    67    33  45     45    67    56    19   30    9     36    36    27   25 36   45    39

4-hr 24    65  100    47   94    76    82     0    13   25    22    45    22   25    0    22    41

8-hr 54    54    38    69   77    46    85    64   55   36    27    36    55   38   45   45 52

Mean    41    74    62    59     79    68    75   32    39   29    27   41    43   36   37   42    49
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Table 4. Number of PLRV-free plantlets obtained Heat+Chemical treatment 

by nodal cutting.  

dControl plantletswere incubated at 25C and other treatments at 35C/30C 

alternating temperature for 1 h, 4 h, and 8h.; cMS = MS medium; MSA = 

MS medium contained ASA (10
-6
 M, 10

-5
 M, 10

-4
M), MSR = MS medium 

contained ribavirin (10 mgL-1, 15 mgL-1, 20mgL-1); SAR = MS medium 

contained ASA and ribavirin bVirus free plantlets/plantlets tested.

MSc MSA                         MSR                       MSAR      

Cd 0a /7       0                  0/10        0                 0/12  0                  0/41        0

1-hre 0/4         0                  0/13        0                 0/15      0                 5/30        17

4-hr                0/4         0                 10/29      34   0/43      0                 0/15         0

8-hr                0/7         0                  0/21        0  7/27      26               26/43       60

Nob.        %                 No.        %                 No.     %                 No.         %
Treatment MSc MSA                         MSR                       MSAR      

Cd 0a /7       0                  0/10        0                 0/12  0                  0/41        0

1-hre 0/4         0                  0/13        0                 0/15      0                 5/30        17

4-hr                0/4         0                 10/29      34   0/43      0                 0/15         0

8-hr                0/7         0                  0/21        0  7/27      26               26/43       60

Nob.        %                 No.        %                 No.     %                 No.         %
Treatment
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4. 전기 충격 처리 

  감자 식물체의 줄기를 절단하여 양끝을 은박지로 싸서 전극을 연결한 후 전

기 동용 power supply 로 전압(5, 7, 10mA)에서 10분씩 전기처리를 한 다음 

경단을 채취하여 배양하 다. 결과 식물체의 재분화 정도는 전기처리 5, 7mA 

충격 후 약 1/2 정도로 급격히 감소하 고 10mA 충격시에 약 1/4 이하로 감

소하 다. 바이러스 농도 역시 5, 7mA 충격 후 약 1/2 정도로 감소하 고 

10mA 충격시에 약 1/4 이하로 감소하 다.

Table 3. Effect of electrotherapy on the elimination of PLRV and PVY from the   
     in vitro plantlets of potato genotype ‘Early Valley’ after three months of  
     regeneration.

z
 Titer group was based on DAS−ELISA at A405 nm low virus (virus-free): 

 <0.076 OD, medium virus: > 0.076 - < 1 OD, and high virus:  1.0 OD.

Treatm
ent(mA
/min)

No. of 
plantlet 
tested

Titer group of treated plantlets (%)z

PLRV PVY

Low Medium High Low Medium High

5/5 21 9.5 23.8 66.7 9.6 33.3 57.1

5/7.5 20 20.0 25.0 55.0 15.0 25.0 60.0

5/10 14 28.6 35.7 35.7 7.2 42.8 50.0

10/5 30 46.7 33.3 20.0 40.0 36.7 23.3

10/7.5 13 30.7 46.2 23.1 30.8 38.4 30.8

10/10 10 30.0 50.0 20.0 30.0 40.0 30.0

15/5 11 27.3 36.4 36.3 27.3 27.3 45.4

15/7.5 10 30.0 40.0 30.0 20.0 50.0 30.0

15/10 7 42.9 42.9 14.2 28.6 57.1 14.3

0/0 36 0.0 11.1 88.9 0.0 2.8 97.2
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5. 초저온 처리

  생장점(1-1.5mm)를 채취하여 MS, 0.3M sucrose, 0.8%agar가 포함된 전처리  

배지에 24h 배양한 뒤 상온에서 2M glycerol, 0.4M socrose가 포함된 MS 배

지에 30분동안 배양한다. 30분 뒤  0℃, 10℃, 25℃에서 MS, 3.26M glycerol, 

2.42M ethylene glycol, 1.9M dimethylsulfoxide(DMSO), 0.4M sucrose가 포함

된 Plant vitrification solution-2 배지에 30분동안 침지한다. 2ml의 cryovials를 

따서 액체질소에 최소 1h 이상 침지한 뒤 신속히 90초동안 38-40℃ 수조에 담

근다. 다시 1.2M sucrose가 포함된 MS 배지에 30분동안 보관한다. 재분화 된 

식물체로 바이러스 검정을 실행하 다. 결과 대조구인 Shoot tip(Control), 

Cold hardening (10C),  Preculture, Vitrification에서는 모두 85%이상의 생존

율을 보 지만 Vitrification-cryopreservation에서는 36.7%의 생존율을 보 다 

그러나 바이러스 제거에서는 대조구인 Shoot tip(Control), Cold hardening 

(10C), Preculture, Vitrification에서 Virus-free 한 개체를 얻지 못하 으나 

Vitrification-cryopreservation에서는 PLRV, PVT에서 각각 31.8%, 40.9%의 

바이러스 제거율을 보 다(Table 5).
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 Table  5. Effect of different steps during cryopreservation of shoot tips by 

vitrification on the survival rate and potato leaf roll virus (PLRV) and 

potato virus Y (PVY) elimination from potato genotype `Early Valley` by 

DAS-ELISA test.

z
Twenty shoot tips were used in each of three replicates. Shoot tips for 

vitrification and vitrification-cryopreservation were 1-1.5 mm in size.

 
y
DAS-ELISA (A405nm) values: virus free=up to the double of negative 

OD (Sutula et al., 1986). 

 
x
Mean separation within columns by Duncan's multiple range test at 

P=0.05.

 
1
No. of plantlets regenerated/no. of treated shoot tips. 

 
2
No. of virus-free plantlets/no. of plantlets regenerated.

Treatmentz
Survival Virus free plantlets by ELISAy (%)

No. %
PLRV                        PVY

No.           %              No.         %

Shoot tip(Control) 56/601 93.3 ax 0/562 0 0/56 0

Cold hardening (10C) 54/60 90.0 a 0/54 0 0/54 0

Preculture 55/60 91.7 a 0/55 0 0/55 0

Vitrification 51/60 85.0 a 0/51 0 0/51 0

Vitrification-cryopreservation 22/60 36.7 b 7/22 31.8± 3.4 9/22  40.9± 3.8
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6. 열처리. 화학적 처리 혼합 처리 

  Nodal cutting (0.5-1cm)를 하여 Ribavirin(10, 15, 20mg/l),                 

Acetylsalicylic (10
-6
, 10

-5, 
10
-4
M)이 단독으로 포함된 배지 및 Ribavirin(R)과  

ASA 이 결합된 배지 10 mgL-1 R and 10
-6
 M ASA (1-1), 10 mgL-1 R and  

10
-5
 M ASA (1-2), 10 mgL-1 R and 10

-4
 M ASA (1-3), 15 mgL-1 R and 

10
-6
 M ASA (2-1), 15 mgL-1 R and 10

-5
 M ASA (2-2), 15 mgL-1 R and 

10
-4
 M ASA (2-3), 20 mgL-1 R and 10

-6
 M ASA (3-1), 20 mgL-1 R and 

10
-5
 M ASA (3-2), and 20 mgL-1 R and 10

-4
 M ASA에 식물체를 치상한 

후 35℃-4h/30℃ -1h, -4h, -8h 교대로 배양실에서 4-8주 배양했다. 결과  

Ribavirin 및 Acetylsalicylic의 단독 처리가 혼합배지처리보다 생존율이 높은 

것을 보 다. 열처리 병행처리구에서 각각 평균 39%, 41%, 52%의 생존율을 

보 다. ribavirin 20 mg.L-1 plus ASA 10
-6
M, ribavirin 20 mg.L-1 plus 

ASA 10
-4
M 에서 가장 높은 생존율을 보 다(Table 4). 

PLRV 제거에서 대조구에서는 0%의 바이러스 제거율을 보인 반면          

ASA+Ribavirin  화학적 복합처리와 35C/30C 8h의 열처리 혼합처리에서 최고  

60%의 바이러스 제거율을 보 다(Table 4).

 

PVY 제거에서는 대조구는 0%의 바이러스 제거율을 보인 반면 열처리 및 

화학적 처리 단독처리 및 혼합처리 등 모든 처리구에서 최소 73%이상의 바이

러스 제거율을 보 으며 최고로 100%의 바이러스 제거율을 보 다(Table 6, 

Fig. 3). 
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Table 6. -Number of PVY-free plantlets obtained Heat+Chemical treatment 

by nodal cutting.  

MSc MSA                        MSR                        MSAR

Cd 0a/7         0                 0/10   0        0/12     0                 0/41    0

1-hre 4/4       100               13/13  100             14/15   93               30/30      100

4-hr              4/4       100               29/29       100     34/43     79               11/15       73

8-hr              7/7       100               21/21  100           27/27    100              42/43       98

Nob.        %                 No.        %                 No.     %                 No.         %
Treatment MSc MSA                        MSR                        MSAR

Cd 0a/7         0                 0/10   0        0/12     0                 0/41    0

1-hre 4/4       100               13/13  100             14/15   93               30/30      100

4-hr              4/4       100               29/29       100     34/43     79               11/15       73

8-hr              7/7       100               21/21  100           27/27    100              42/43       98

Nob.        %                 No.        %                 No.     %                 No.         %
Treatment

a
Virus detected by DAS-ELISA;  

b
Negative(-) / Survirols;  

c
MS=MS 

medium; MSA=MS medium contained ASA (10-6,10-5,10-4M),  MSR=MS 

medium contained Ribavirin (10,15,20mg/ml); MSAR=MS medium containe 

ASA+Ribavirin ;  
d
Control  plantlets at 25C; 

e
Treated at 35C/30C 

alternating temperature 1-hr, 4-hr, 8-hr.
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7. 열처리. 화학적 처리 및 전기 충격 처리 혼합 처리 

  감자 식물체의 줄기를 절단하여 양끝을 은박지로 싸서 전극을 연결한 후 전

기 동용 power supply 로 전압(5mA)를 걸어준다. 마디(0.5-1cm)를 절단하여  

Ribavirin (20mg/l), Acetylsalicylic(10
-5
M)첨가한 배지에 치상한 후 35℃

-4h/30℃-4h 교대로 배양실에서 4-8주 배양한다. 결과 처리구에서 10%이하의 

낮은 생존율을 보여 더 이상 실험을 진행할 수가 없었다. 원인은 식물체가 많

은 스트레스를 받아 생존율에 많은 향을 미친 것으로 사료된다(Table 6). 
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      (A)                                (B)

   M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 M       M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 M       

 

 Fig. 3 Detection of PLRV(A) and PVY (B) strain agarose gel 

electrophoresis for products of RT-PCR. Lane M- molecular marker, Lane 

1-control, Lane 2-ASA 10-6 M, Lane 3-ASA 10-5 M, Lane 4-ASA 10-4 M, 

Lane 5-ribavirin 20 mg.L-1 Lane 6-control, Lane 7-ASA 10-6 M, Lane 

8-ASA 10-5 M, Lane 9-ASA 10-4 M, Lane 10-ribavirin 20  mg.L-1, Lane 

11-Ribavirin 40 mg.L-1.                   
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10. 형태적 특성조사표(UPOV)에 의해 바이러스 제거 실험 전․후에 형태적 

특성(Fig 6)을 비교한 결과 Early밸리는 실험 전․후에 차이를 볼 수 없었다

(Table 7).

           Fig 6. Early Valley Morphological Characteristics. 
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Table 7. 형태적 특성조사표(UPOV)

No 형      질
표  현  형  태 

1 2 3 4 5 6 7 8 9

1 감자싹 : 크기 작
다

중
간

크
다

2 감자싹 : 모양 둥
근
형

계
란
형

원
추
형

넓
은
원
통

좁
은
원
통

3 감자싹 : 기부의 
 안토시아닌 색깔

적
보
라

청
보
라

4 감자싹 : 기부의 
안토시아닌 착색정도 

매
우
연
하
다

연
하
다

중
간

진
하
다

매
우
진
하
다

5 감자싹 : 기부의 털 매
우
적
다

적
다

중
간

많
다

매
우
많
다

6 감자싹 : 정단부크기 매
우
작
다

작
다

중
간

크
다

매
우
크
다

7 감자싹 : 정단부습성 닫
혀
있
다

중
간

열
려
있
다

8 감자싹 : 정단부의 안
토시아닌 착색정도

매
우
연
하
다

연
하
다

중
간

진
하
다

9 감자싹 : 정단부의 털 없
거
나
매
우
적
다

적
다

중
간

많
다

매
우
많
다

10 감자싹 : 뿌리원기의  수 적
다

중
간

많
다

11 감자싹 : 숨구명의   
돌출성

약
하
다

중
간

심
하
다

12 감자싹 : 측지 길이 짧
다

중
간

길
다
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No 형      질
표  현  형  태 

1 2 3 4 5 6 7 8 9

13 식물체 : 키 매
우
작
다

작
다

중
간

크
다

매
우
크
다

14 식물체 : 형태 열
려
있
다

중
간

닫
혀
있
다

15 식물체 : 생장습성 직
립

반
직
립

개
장

16 줄기 : 주지의 굵기 가
늘
다

중
간

굵
다

16.1 줄기 : 날개 없
다

있
다

16.2 줄기 : 날개주름의 물
결모양

없
다

있
다

17 줄기 : 안토시아닌 착
색정도 

없
거
나
매
우
연
하
다

연
하
다

중
간

진
하
다

매
우
진
하
다

18 잎 : 크기 매
우
작
다

작
다

중
간

크
다

매
우
크
다

19 잎 : 겹침정도 겹
쳐
있
다

중
간

열
려
있
다

20 잎 : 녹색의 정도 연
하
다

중
간

진
하
다

21 잎 : 주맥의
안토시아닌 퍼진정도 

없
거
나
매
우
연
하
다

연
하
다

중
간

심
하
다

매
우
심
하
다
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No 형      질
표  현  형  태 

1 2 3 4 5 6 7 8 9

22 소엽: 크기 매
우
작
다

작
다

중
간

크
다

매
우
크
다

23 소엽: 너비 좁
다

중
간

넓
다

24 소엽: 병합의 빈도 낮
다

중
간

높
다

25 소엽 : 가장자리
물결 모양

없
거
나
매
우
약
하
다

약
하
다

중
간

심
하
다

매
우
심
하
다

26 소엽 : 엽맥의 깊이 얕
다

중
간

깊
다

27 소엽 : 정부에 있는어
린엽신의 안토시아닌
의 착색유무

없
다

있
다

28 소엽 : 윗부분의 광택
의 정도 

적
다

중
간

많
다

29 잎 : 2차소엽의 발생빈
도 

없
거
나
매
우
낮
다

낮
다

중
간

높
다

매
우
높
다

30 정단소엽 : 발생빈도 없
거
나
매
우
낮
다

낮
다

중
간

높
다

매
우
높
다

31 측소엽 : 발생빈도 없
거
나
매
우
낮
다

낮
다

중
간

높
다

매
우
높
다

32 측소엽 : 2차소엽의 크
기

작
다

중
간

크
다

33 화서 : 크기 작
다

중
간

크
다
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No 형      질
표  현  형  태 

1 2 3 4 5 6 7 8 9

34 화서 : 안토시아닌 착
색정도 

없
거
나
매
우
연
함

연
하
다

중
간

진
하
다

매
우
진
하
다

35 식물체 : 꽃의 수 없
거
나
매
우
적
다

적
다

중
간

많
다

매
우
많
다

36 꽃 : 꽃눈의 안토시아닌 없
거
나
매
우
연
함

연
하
다

중
간

진
하
다

매
우
진
하
다

37 화관 : 크기 매
우
작
다

작
다

중
간

크
다

매
우
크
다

38 화관 : 안쪽부분의 색깔 백
색

적
보
라

청
보
라

39 화관 : 꽃 안쪽부분의 
색깔정도 

매
우
연
함

연
하
다

중
간

진
하
다

매
우
진
함

40 화관 : 흰꽃 바깥 부분
의 안토시아닌

없
다

있
다

41 화관 : 흰색 끝부분의 
크기

작
다

중
간

크
다

42 식물체 : 열매의 수 없
거
나
매
우
적
다

적
다

중
간

많
다

매
우
많
다
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No 형      질
표  현  형  태 

1 2 3 4 5 6 7 8 9

43 식물체 : 성숙시기 매
우
빠
름

빠
르
다

중
간

늦
다

매
우
늦
다

44 괴경 : 모양 둥
근
형

짧
은
계
란

계
란
형

긴
계
란

긴
형

매
우
긴
형

45 괴경 : 눈의 깊이 매
우
얕
다

얕
다

중
간

깊
다

매
우
깊
다

46 괴경 : 표피의
매끄러운 정도

매
끄
럽
다

중
간

거
칠
다

47 괴경 : 표피의 색깔 황
색

적
색

자
색

부
분
적
색

부
분
자
색

48 괴경 : 눈 기부의 색
깔

황
색

적
색

자
색

49 괴경 : 육색 백
색

유
백
색

담
황
색

노
랑

농
황
색

적
색

자
주
색

50 노란색 표피 괴경 : 
괴경표피 안토시아
닌 색소

없
거
나
매
우
연
하
다

연
하
다

중
간

진
하
다

매
우
진
하
다
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제4장 목표달성도 및 관련분야에의 기여도

   

제1절 연구개발목표의 달성도

   ELISA 및 PR-PCR을 통한 바이러스 유무 검정을 통해 PLRV 및 PVY에 

복합   감염되어 있는 식물체를  확인하여 바이러스 제거 실험에 사용하 다. 

  Virus에 감염된 식물체를 이용해 Virus를 제거하기 위한 여러 조건하에서의 

연구를 수행한 결과 Virus 제거에 가장 효과적인 최적 조건으로 열처리 조건

하에서는 35℃-4h/30℃-4h 배양조건일 때, 화학적 처리 조건하에서는     

Ribavirin(20mg/l), Acetylsalicylic (10
-5
M)의 농도일 때, 전기충격처리 조건하

에서  는 5mA, 초저온처리 조건하에서는 액체질소에 1h 담근 후 10℃에서 3

주 동안 배양한 후, 그리고 열처리, 화학적  처리의 혼합 처리 조건하에서는   

Ribavirin(20mg/l), Acetylsalicylic(10
-5
M)배제에 치상한 후 35℃-4h/30℃-4h 

배양할 때 바이러스 제거의 최적 조건임을 알 수 있었다. 

   열처리․화학적 처리의 단독처리 및 열처리․화학적처리 혼합처리후  

RT-PCR로 바이러스 유무를 확인한 결과 PLRV(A)는 모든 처리에서 적은 농

도의 band를 확인할 수 있는 반면 PVY(B)는 열처리 단독처리 및 열처리 화

학적처리 혼합처리에서 band를 확인 할 수 없었다. 즉 PLRV는 모든 처리구에

서 완전히 제거가 되지 않았지만 PVY는 열처리 및 열처리 화학적처리 혼합처

리에서 완전한 바이러스 제거율을 보 다. 본 실험 결과는 많은 인용문헌에서 

PLRV가 PVY보다 제거가 어렵다는 결론과 일치한 것으로 나타나 앞으로 

PLRV를 확실히 제거할 수 있는 방법의 모색이 필요할 것으로 사료된다. 

열처리. 화학적 처리 및 전기 충격 처리는 결과 처리구에서 10%이하의 낮은  

생존율을 보여 더 이상 실험을 진행할 수가 없었으며, 식물체 재분화율이 많이  

떨어지므로 바이러스 제거율을 측정할 수 없었다. 구체적으로 PLRV는 열처리

와 화학적 처리 혼합 처리에서 최고 60%의 바이러스 제거율을 보 으며, 

PVY는 열처리만으로도 최고 100%의 바이러스 제거율을 보 다. 또한 PLRV
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가 PVY 복합감염된 식물체는 단독 감염된 식물체보다 바이러스 제거가 더 어

렵고 PLRV가 PVY보다 제거가 더 어렵다는 것을 확인할 수 있었다. 바이러스

에 복합감염된 식물체의 효율적인 바이러스 제거 방법이 모색되어야 될 것으

로 사료된다. 바이러스 제거 최적 조건 찾는 실험을 완료하 다.

위의 실험을 수행한 후 식물체의 형태적․유전적 안정성 검정을 통해 여러 

가지 처리를 통한 바이러스 제거 실험 전․후에 유전적 변이가 발견되지 않아 

안정적으로 유전 된 것으로 사료된다. 유전적 안정적 실험을 완료하 다.

복합 감염된 식물체에서 PVY가 100% 제거율을 보인 것은 매우 좋은 결과

라고 사료되어 무병 씨감자 생산 시 이 과제에서 연구된 기술이 많이 적용이 

되여 농민들에게 수확량이 확대되고 안전한 씨감자를 보급할 수 있을 것이며 

생산성이 높은 씨감자를 생산하고 안정성 검정을 거쳐 농업기술원, 농업기술관

리센터 및 농협의 감자 관련 사업 팀 등과 협력하여 무병씨감자 대량 생산기

술 인재를 양성한 후 그들이 직접 농가에 기술을 보급하는 시스템을 구축함으

로서 농민들의 부담을 줄일 수 있고 나아가서 북한의 감자 생산에도 크게 기

여할 것으로 사료된다.

본 연구를 통해 개발된 기술을 농가에 보급시킬 수 있는 인재 양성의 한 방

편으로 2006년 5월 12일-13일 강원대학교 내에서 ‘감자와 바이러스’ 란 제목으

로 워크샵을 개최하 다. 대관령원예농협, 울산농업기술센터. 전북농업기술원, 

해태제과 등 부문에서 참여하 고  감자 바이러스 제거 기술 및 바이러스 진

단 기술을 보급하 으며 나아가서 농민들한테 보급될 것으로 사료된다. 농업기

술원, 농업기술관리센터 및 농협의 감자 관련 사업 팀 등과 협력하여 무병씨감

자 대량 생산기술 인재를 양성하는 절차를 완료하 다.
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제2절 관련 분야 기술 발전에의 기여도

 

1. 논문 발표

  가. Mei Ai Zhao, Shambbu Prasad Dhital, Yi Lan Fang, Dong Man Khu, 

Ye Su Song, Eung Jun Park, Chang Won Kang Hak Tae Lim. Application 

of slow-freezing Cryopreservation method for the conservation of diverse 

potato (Solanum tuberosum L.) genotypes. Journal of plant biotechnology 

Vol.7 No.3  183-186 (2005)

  나. Yi Lan Fang, Shambbu Prasad Dhital, Kui Hua Li, Dong Man Khu, 

Hae Young Kim, Ye Su Song, and Hak Tae Lim. Utilization of single 

nodalcuttings and therapies for eradicating double-infected potato 

virus(PLRV, PVY) form in vitro plantlets of potato(Solanum tuberosum L.).. 

한국원예학회지 Vol.46 No.2 (2005)

  다. Mei Ai Zhao, Shambbu Prasad Dhital,  Dong Man Khu, Ye Su Song,  

Myeong Hyeon Wang ,Hak Tae Lim. An efficient cryopreservation 

procedure for potato(Solanum tuberosum L.) utilizing the new ice blocking 

agent, Supercool X1000.  Plant cell Rep 24: 477-481 (2006)

 2. WORKSHOP개최

   본 연구를 통해 얻은 바이러스 제거 최적 기술과 바이러스 진단 기술을 보

급하고자 농업기술원, 농업기술관리 센터 및 농협의 감자 관련 사업팀을 초청

해 워크샵을 개최하 고, 무병 바이러스 씨감자 공급체계 및 안정생산 기술, 

종자 산업법, 씨감자 산업의 민 화 방안과 바이러스 무독화 및 진단방법 등 

실습을 진행하여 농업기술원, 농업기술관리 센터 및 농협의 감자 관련 사업팀

에 기술을 보급하여 농민들의 부담을 줄이고 나아가서 북한의 감자 생산에도 

크게 기여할 것으로 사료된다. 
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제5장 연구개발결과의 활용계획

   유전자원 보존 시 및 무병 씨감자 생산과정에 본 실험방법을 적용하여 신

속하고 효율적으로 바이러스를 제거하여 최종적으로 효율적인 무병 씨감자를 

생산하는 기술을 보급하여 이러한 무병씨감자 기술로 농가의 씨감자 교체 비

용을 줄이고 높은 수확량을 얻는데 효과적인 대체 방안이며, 농업기술원, 농업

기술관리센터 및 농협의 감자 관련 사업 팀 등과 협력하여 무병씨감자 대량생

산 기술 인재를 양성한 후 그들이 직접 농가에 기술을 보급하는 시스템을 구

축하는데 이바지 할 수 있을 것이다.

따라서 본 실험실에서는 비록 과제가 완료되었다 할지라도 PLRV 및 PVY

등 여러 감자 바이러스의 제거에 더욱 더 효과적인 방법에 대한 연구를 진행

하고 있으며 차후 결과에 따라 여러 논문 투고나 발표 등을 통해 연구적 가치

를 높이고자  한다. 
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제6장 연구개발과정에서 수집한해외과학기술정보

1. Idaho university 
  University of Idaho Nuclear Seed Potato Program

과제 보완사항

1. 최종보고서에는 다양한 품종에서의 결과를 기술하고 이미 보고된 논문을 정

리하여 첨부하며 slide 자료는 빼는 것이 좋음.

  - 다양한 품종로즈(Rose Valley)로 실험한 결과 기존의 Early valley 의 결

과와 같은 양상을 보 다(Data not shown).

2. 바이러스 제거 후 포장에서도 병증상이 나타나지 않은지에 대한 결과를 표

기하고 또한 보고서에 table이 없는 것이 있음.

  - 현재까지는 증상이 거의 없는 것으로 나타났으며 추후 결과적으로 어떻게 

되는지는 좀 더 지켜봐야 될 것 같다..

  - 漏落된 Table 추가했다.
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