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Abstract This study investigated the effects of cryopreserving

Chrysanthemum morifolium cv. ‘White ND’ shoot tips for

eliminating viroids. As a result, smaller shoot tips (2-3 LP,

1 mm) showed a better survival and regrowth than larger shoot

tips (4-5 LP, 1.5 mm). The most effective vitrification solution

for survival and regrowth was PVS3, which induced a high

survival rate after 60 minutes of incubation. For a high

efficiency, the best pre-treatment condition for vitrification

was incubation in 88 mM sucrose for 24 h, 0.3M sucrose for

16 h, 0.5 M sucrose for 6 h, and 0.7 M sucrose for 3 h, in

a descending order. The ploidy levels were the same in the

mother plants and following cryopreservation, which confirmed

the absence of any gene mutation.

Keywords: chrysanthemum, cryotherapy, PVS2, PVS3,

vitrification

서 론

국화(Chrysanthemum morifolium)는 우리나라뿐만 아니라 세계

에서 절화, 분화 등으로 각광받고 있는 화훼작물로 경제성이

높은 화훼류 중에 하나이다. 많은 국화 품종에서 국화 왜화바

이로이드(Chrysanthemum stunt viroid, CSVd) 감염인해 수량

감소와 절화품질이 떨어지는 등 심각한 문제가 발생되고 있

으며 국화에선 9가지 바이러스와 2가지 바이로이드에 감수성

이 있다고 보고되고 있다(Verma et al., 2003). 국화 왜화 바이

로이드는 Pospiviroid 속 Pospiviroidae 과에 속하며(Bouwen

and Zaayen, 2003), 전세계적으로 국화가 재배되는 지역에서

식물체의 왜화를 발생 시킨다(OEPP/EPPO, 1997) (Tomassoli

et al., 2004). 바이러스 중에서 가장 작은 크기의 바이로이드

는 약제 방제가 어렵고, 이를 제거하기 위해 생장점 배양(Jeon

et al., 2012), 저온처리(Savitri et al., 2013), 고온처리(Wang et

al., 2008), 화학약품(Savitri et al., 2013) 처리 등 다양한 연구

가 수행되어왔지만 바이로이드 제거까지는 많은 시간과 노력

이 요구되며 그에 비해 바이로이드 제거 효율도 그리 높지 않

았다.

최근 초저온 동결처리 방법은 고구마(Wang et al., 2008a,

2008b; Feng et al., 2011), 감자(Dhutal et al., 2009), 마(Shin

et al., 2013) 등 다양한 작물에서 장기보존의 한 수단으로 연

구되어 왔다. 뿐만 아니라 이들 작물에서 기존 방법에 의해

제거가 어려웠던 몇몇 종류의 바이러스 제거가 가능하다고 하

였다. 따라서 본 연구는 국화 왜화바이로이드를 보다 효과적

으로 제거하기 위하여 초저온 동결처리를 통해 바이로이드를

제거하고 자 본 연구를 수행하였다. 먼저, 식물체 마다 초저

온 동결처리에 적합한 조건이 상이므로 바이로이드를 제거하

기 위해 국화 품종 ‘화이트 엔디’ 초저온 동결처리 시 적합한
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조건을 알아보고자 생장점의 크기, 전처리에 사용되는 sucrose

의 농도 및 처리 시간, 유리화 용액의 종류 및 처리 시간 등

에 관한 실험을 수행하였던 바 그 결과를 보고하고자 한다.

재료 및 방법

식물재료 

경북 구미 화훼시험장에서 육성된 국화(Chrysanthemum

morifolium cv. ‘White ND’)의 기내 유식물의 정아를 재료로

사용 하였다. 신초의 정단 부분(상위 1.5 cm)을 88 mM sucrose,

pH 5.8로 조정 후 agar 8 g/L 첨가된 기본 MS (Murashige

and Skoog, 1962)배지에서 4주간 배양한 뒤 정아를 적출하여

초저온 동결처리에 사용 하였으며, Lee et al.,(2011)의 방법을

응용하여 실험을 수행하였다.

Encapsulation

정아는 엽원기를 2~3매 포함시킨 크기(1 mm)와 엽원기를 4~5

매 포함시킨 크기(1.5 mm) 두 가지로 나누어 실험하였다. 모

체에서 정아를 적출하여 Ca2+-free MS 배지에 2%(w/v) Na-

alginate, 88 mM sucrose 첨가된 bead solution에 침지시켜

bead solution과 정아를 함께 피펫팅하여 MS, 0.1 M CaCl2,

88 mM sucrose 첨가된 encapsulation solution에 떨어뜨려 25분

간 bead(크기 5 mm)를 안정화시켰다. 

Dehydration

안정화된 bead는 MS, 88 mM sucrose, 0.5 mg/L casamino

acid 가 첨가된 solution에서 24시간 진탕배양 후 sucrose 농도

를 0.3 M, 0.5 M, 0.7 M로 농도의 dehydration solution에 각

각 16, 6, 3시간 진탕배양을 하였다.

Loading 및 Vitrification

Pre-incubation 이 끝난 후 MS, 1.6 M sucrose, 2 M glycerol이

첨가된 loading buffer에 3시간 loading 한 다음 vitrification 처리

시 MS 배지에 30%(w/v) glycerol, 15%(w/v) ethylene glycol,

15%(w/v) dimethyl sulphoxide(DMSO), 0.4 M sucrose가 첨가

된 plant vitrification solution 2(PVS2)와 MS 배지에 50%(w/v)

glycerol, 50%(w/v) sucrose가 첨가된 plant vitrification solution

3(PVS3)에 각각 30, 60, 90, 120분 처리하였다. 

Cryopreservation 및 해동 

Vitrification 이 끝난 bead는 2 ml cryo-tube에 넣어 액체 질소

에 1시간 동안 침지한 다음 38oC 항온수조에서 3분간 해동

시킨다. 해동된 bead는 NH4+-free MS 배지에 1.2 M sucrose

가 첨가된 washing buffer에서 20분간 침지 후 멸균된 여과지

에 올려 물기를 제거하였다.

Post-culture 및 식물체 재생

물기가 제거된 bead는 NH4+-free MS 배지에 88 mM sucrose,

agar 8 g/L, pH 5.8로 조정된 post-culture I 배지에 3일간 암배

양 후 MS 배지에 88 mM sucrose, naphthalene acetic acid

(NAA) 0.2 mg/L, kinetin 1.0 mg/L, agar 8 g/L, pH 5.8로 조

정된 post-culture II 배지로 옮겨 명배양 하였고, 배양 4주 후

생존율 및 신초 재생율 등을 조사하였다.

Flow-cytometer

초저온 처리 후 재생된 식물체와 모본의 배수체 차이를 검정

하기 위해 0.5 cm 크기의 잎을 nuclear extraction buffer

500 µl를 첨가하여 조직을 잘게 잘라준 다음 1분간 실온에서

처리 후 Röhren tube(3.5 ml)에 staining buffer 2 ml 넣고

CellTrics® disposable filter(Partec Co.)를 튜브에 장착 후 잎 조

각과 buffer를 필터에 부어 준 다음 측정기계에(CyFlow-ploidy

Analyser, Partec Co.) 튜브를 끼워 DNA양을 측정한다. 

결과 및 고찰

초저온 동결처리 시 국화 ‘White ND’의 생장점 크기에 따른

생존율 및 재생율은 엽원기가 2~3매 포함된 1 mm 생장점이

엽원기 4~5매 포함된 1.5 mm 생장점보다 생존율과 신초 재생

율 모두 높았다(Table 1). 이러한 결과는 마늘에서 생장점 크기

가 작을수록 생존율과 재생율이 높았다는 연구결과(Baek et al.,

2003)와 동일하였다. 반면, 고구마에서 생장점의 크기와 생존

율과의 사이에 연관성이 없다는 연구결과(Wang et al., 2008a;

2008b)와 신초 재생율 역시 생장점 크기가 클수록 높아진다고

보고한 결과(Wang et al., 2008b)와 상이하였다. 이는 초저온

동결 처리시 작물별 유전성에 따라 생존율 및 재생율에 미치

는 영향이 조금씩 상이한 것이라 판단된다.

액체 질소에 처리하기 전단계인 vitrification 단계에서 사용

Table 1. Survival and regrowth percentage in Chrysanthemum morifolium shoot tips of different sizes subjected to cryopreservation

Shoot tip 
size

Total No. of 
cultures

Survival

(ea)

Regrowth
(ea)

Survival rate
 (%)

Regrowth rate 
(%)

1.0 mm
with LP1) 2-3

25 13a2) 8a 52% 32%

1.5 mm
with LP 4-5

25 9b 2b 36% 8%

1)LP-leaf primordia.
2)Mean separation within columns by Duncan’s multiple rage test, P<0.05.
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되는 PVS2, PVS3의 처리시간에 따른 생존율 및 신초 재생율

을 살펴보면(Table 2) PVS2 처리시간 별 생존율은 30분 처리

에서 88%로 가장 높았고, 이는 고구마에서 PVS2에 1시간 처

리 시 가장 높은 생존율(70%)을 보였다는 결과(Hirai et al.,

2003)와 차이를 보였다. PVS2 60분 이상 처리에서는 신초가

재생 되지 않았으며(Figure 1B) PVS2에 사용되는 DMSO,

Ethylene glycol 등 독성이 강한 물질에 장시간 노출되어 식물

체 생존율에 영향을 미치는 것으로 보여지며, 재생된 신초의

대부분이 비정상 식물체로 재생되었고(Figure 1A), 초저온 동

결처리 시 침투성 동결 보호제의 독성이 식물체 재생에 큰 문

제가 된다고 보고된 내용(Fahy et al., 1984; Fahy et al.,

1990; Fahy et al., 2004)과 상응하는 결과를 도출하였다. PVS3

처리에서 30분, 60분 처리 시 80%, 84%로 각각 높은 생존율

을 나타내었고, 처리 시간에 반비례하여 처리시간이 길어 질

수록 생존율이 낮아져 120분 처리시 32%의 비교적 낮은 생

존율을 보였다. 신초 재생율 역시 PVS2와 PVS3 처리시 처리

시간이 짧은 30분에서 각각 32%, 48%로 신초 재생율이 가장

높게 나왔고 처리 시간이 길어 질수록 신초 재생율이 낮아 졌

으며, 재생된 신초의 정상 신초율과 비정상 신초율을 조사한

결과 PVS2 보다 PVS3 처리에서 정상 신초 발생율이 높았고,

국화(Kim et al., 2009)와 야생풀 꽃인 성진갯모리움(Barraco

et al., 2011)에서 PVS2와 PVS3의 농도별 실험시 PVS3가 첨

가된 solution에서 국화의 신초 생존율 및 재생율이 높았다는

결과와 동일하였다. 또한 국화 PVS3 90분 처리시 재생된

신초의 100%가 정상 신초(Figure 1C)로 재생되었으며 반면,

PVS3 120분 처리시 재생된 신초는 모두 비정상 신초로 재생

되었다. 신초 재생율과 정상 신초율을 비교하였을 때 PVS3

60분 처리 했을 때 생존율(79.2%)도 높은 것으로 나왔으며,

Lee et al.(2011)이 보고한 국화에서 PVS3 90분 처리가 최적

의 생존율을 나타낸다는 연구 결과와는 차이가 있었다. 신초

의 초저온 동결 처리시 생존율 및 재생율의 각 처리별 효과

를 살펴보면 vitrification solution 종류에 따른 효과는 유의하

였으며, 처리 시간에 의한 효과는 고도로 유의함을 나타내었

고 vitrification solution 종류와 처리 시간에 대한 효과 역시

고도로 유의함을 나타내었다.

또한, 보다 높은 정아의 생존율을 위해 vitrification solution

Table 2. Effect of PVS2, PVS3, and treatment duration on survival rate and shoot regrowth in cryopreservation of Chrysanthemum morifolium cv.
‘White ND’

Treatment
Time
(min.)

Survival
(%)

Shoot regrowth
(%)

Normal plants 
(%)

Abnormal plants
 (%)

Control1) 90 80.0a2) ± 0.0 048.0a ± 11.0 38.9 61.1

PVS2 30 88.0a ± 17.9 32.0ab ± 22.8 20.9 79.1

60 28.0c ± 30.3 0.0 0 0

90 12.0c ± 11.0 0.0 0 0

120 08.0c ± 11.0 0.0 0 0

PVS3 30 80.0a ± 24.5 048.0a ± 22.8 38.3 61.7

60 84.0a ± 8.9 32.0ab ± 22.8 79.2 20.8

90 52.0b ± 11.0 16.0bc ± 16.7 100 0

120 32.0bc ± 22.8 004.0c ± 8.9 0 100

Treatment (A) * * *

Time (B) ** * *

A×B ** * *

Values are mean of twenty-five replicate determinations (n=25) ± standard deviation.
Abbreviation: PVS2-plant vitrification solution 2; PVS3-plant vitrification solution 3.
1)no cryotherapy.
2)Mean separation within columns by Duncan’s multiple rage test, P≤0.05.

Figure 1. Abnormal and normal plants after cryopreservaiton of Chrysanthemum morifolium cv. ‘White ND’. A:abnormal plant after using plant
vitrification solution 2 (PVS2), B: non-shooting plant after using PVS2, and C: healthy normal plant from plant vitrification solution 3 (PVS3).
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Figure 2. Development of normal plant following cryo-treatment of Chrysanthemum morifolium cv. ‘White ND’ shoot tip using plant vitrification
solution 3 (PVS3). Regrowth of cryopreserved shoot tip after 2 weeks (left), 4 weeks (middle) and 6 weeks (right).

Figure 3. Comparison of ploidy levels in cryopreserved and mother plants of Chrysanthemum morifolium cv. ‘White ND’. A: mother plant (no-
cryopreserved), B: cryopreserved plant using plant vitrification solution 2 (PVS2), and C: cryopreserved plant using plant vitrification solution 3
(PVS3).

Table 3. Effect of PVS2, PVS3, and pre-treatment steps on survival rate and shoot regrowth in cryopreservation of Chrysanthemum morifolium cv.
‘White ND’

Treatment Total No. 
of explants

No. of 
surviving explants

Survival rate
 (%)

No. of
shoots

Shoot regrowth 
rate (%)Cryo. Vit. Dehy.

LN

PVS2
step I1) 30 0 0 0 0

step II2) 26 5 19.2 1 3.8

PVS3
step I 29 0 0 0 0

step II 30 19 63.3 11 57.9

Control3)

PVS2
step I 10 6 60 3 50

step II 10 8 80 7 77.8

PVS3
step I 10 5 50 2 40

step II 10 10 100 7 70

Cryo. (A) **  ns

Vit. (B) **  ns

A×B **  ns

Dehy. (C) **   ns

A×C *   ns

B×C **  ns

A×B×C *  ns

Abbreviation: LN-liquid nitrogen; PVS2-plant vitrification solution 2; PVS3-plant vitrification solution 3; Cryo.-cryotherapy; Vit.-vitrification; Dehy.-
dehydration.
1)Step I, 3- step- dehydration by sucrose 88 mM (24 hours) 0.3 M (16 hours) 0.7 M (3 hours).
2)Step II, 4- step- dehydration by sucrose 88 mM (24 hours) 0.3 M (16 hours) 0.5 M (6 hours) 0.7 M (3 hours).
3)no cryotherapy.
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에 처리하기 전단계인 dehydration 단계의 효과를 알아보고자

단계별 실험으로 step I은 sucrose 88 mM에서 24시간 진탕배

양 한 다음 sucrose 0.3 M에서 16시간 진탕배양 후 loading

단계 등 일련의 순서로 실험을 진행 진행하였고, step II는

sucrose 88 mM에서 24시간 진탕배양 후 sucrose 0.3 M에서

16시간, sucrose 0.5 M에서 6시간, sucrose 0.7 M에서 3시간

차례로 진탕배양 후 loading 단계 등 일련의 순서로 실험을 진

행하였다. 그 결과 vitrification solution 종류나 액체질소처리

여부에 상관없이 sucrose 농도를 점진적으로 증가시켜 처리한

step II에서의 생존율과 신초 재생율이 상대적으로 높았고, 액

체 질소 처리한 PVS2 처리에선 19.2% 생존율과 3.8% 신초

재생율을, PVS3 처리에선 63% 생존율과 36.7% 신초 재생율

을 나타내었다(Table 3). 이는 국화의 초저온 처리시 sucrose

농도가 점진적으로 높아 짐에 따라 식물체 생존율이 높아진다

는 보고(Lee et al., 2011)와 같은 결과로 추후의 국화 초저온

동결 처리의 dehydration 단계에 적극적으로 이용 가능하리라

여겨진다. 재생된 신초 중 정상 식물체로 성장한(Figure 2) 식

물체의 잎을 flow-cytometer를 통한 배수체 검정 결과(Figure 3)

모본과 비교하였을 때 염색체 수에 차이가 없는 것으로 보아

유전적 변이는 일어나지 않았으며 초저온 동결처리 후 재생

된 식물체는 모본과 유전적으로 동일하다고 판단되었다.

요 약

본 실험은 국화의 바이로이드 제거에 이용되는 초저온처리 시

국화 품종 ‘White ND’을 적합한 처리조건을 확립하기 위해

초저온처리의 단계별 요인을 실험하였다. 그 결과 생장점의

크기는 1 mm(엽원기 2~3매 포함)에서 높은 생존율과 신초 재

생율을 나타내었고, vitirification 처리시 PVS3가 효과적이었

으며, 처리 시간은 60분 처리 하였을 때 높은 생존율 및 정

상 신초 재생율을 보였다. 또한 vitrification을 위한 전처리 조

건은 sucrose 농도를 88 mM 24시간, sucrose 0.3 M 16시간,

sucrose 0.5 M 6시간, sucrose 0.7 M 3시간으로 처리하는 것

이 초저온 처리 후 생존율 및 신초 재생율을 높이는데 효과

적이었으며, 재생된 정상 식물체는 모본과 비교하여 ploidy

level이 동일한 것으로 보아 식물체의 유전적 변이가 일어나지

않았다.

주요 추가어: 국화, 초저온처리, PVS2, PVS3, 유리화 
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