
Abstract The expression profiles of low-temperature-related 

genes were examined in in vitro potatoes exposed to a cold 

condition for 1-3 days. The expression levels of PPI1 and 

CI21B genes were lineraly elevated from day 1 to day 3, 

while the opposite trend was observed for CBF4 and CI21A. 

In addition, the expression of the genes CI21A and CI21B 

varied, along with specific tissues (leaf, stem, and tuber) and 

the treatment periods. Therefore, potato shoot tips were 

cryopreserved with LS and PVS2 containing different 

oncentrations of AFP. It can thus be inferred that the 

presence of AFP in LS and PVS2 was likely to elevate 

expression pattern of the genes. Furthermore, the concentration 

of AFP (1,500 ng/ml for LS and 500 ng/mg for PVS2) was 

the best for the cryopreservation of potatoes. 
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서 언

감자는 세계 4대 식량작물 중 하나로 전 세계적으로 많이 재

배되고 있고(Lee et al. 2012), 영양번식을 통하여 유전자원을 

보존하고 있다(Lizarraga et al. 1989). 하지만 영양번식 방법을 

이용할 경우에는 비용과 노력이 많이 들고 바이러스나 세균 

및 해충에 노출될 가능성이 크며 또한 자연재해로 인한 유전

자원의 손실 가능성과 재배 환경에 제약이 따른다(Seo et al. 

2005). 이러한 문제점을 해결하고 유전자원을 장기 저장할 

수 있는 가장 효율적인 방법은 액체질소를 활용한 초저온 동

결보존법이다(Steponkus 1985; Stushnoff 1985). 초저온동결보

존법은 저온에서 동결보호제가 세포 내 수분을 감소시켜 결

빙을 줄이고 용질의 농도를 높여 생존율을 높이는 것이 주요 

메커니즘이다(Finkle et al. 1985; Withers 1985).

  Antifreeze protein (AFP)는 극지방 해양 어류의 조직과 혈액

에서 처음 발견되었으며, 동물세포의 초저온동결보존시 유

용하게 활용되고 있다(Arav et al. 1993). AFP는 저온에 의해 

유도되는 세포막의 손상을 보호 할 수 있고(Yeh and Feeney 

1996; Madura et al. 2000), 이는 생체 내에서 얼음결정의 생성 

및 재결정화를 억제하여 세포의 손상을 막아 생물체들이 생

존할 수 있게 해준다(Davies and Sykes 1997; Davies et al. 2002; 

D'Amico et al. 2006). 식물 세포에서는 최근에 AFP를 동결보

호제로 활용한 동결보존법이 시도되고 있으며, SEM (Scanning 

Electron Microscope)이나 DSC (Differential Scanning Calorim-

etry)를 이용하여 AFP의 활성을 확인한 바 있다(Jeon et al. 

2015). 최근 동물세포에서 동결보존 과정에 AFP 처리가 다

양한 생리활성 유전자 발현에 미치는 영향에 대하여 보고한 

바 있다(Jo et al. 2012). 반면 아직까지 식물에서는 AFP 처리

시 저온관련 유전자의 발현에 미치는 영향에 대한 연구결과

는 거의 없는 실정이다. 

  따라서 본 연구는 감자의 초저온 동결보존 기술을 향상시

키기 위하여 액체질소에 침지하기 전 전처리 단계에서 다양

한 농도의 AFP를 처리하여 저온관련 유전자의 발현양상을 

비교 분석하여 초저온 동결보존 시 적정 AFP의 농도를 규명

하고자 실험을 수행하였다.
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재료 및 방법

식물 재료

본 실험에 사용한 감자(Solanum tuberosum L.)는 수미(Superior) 

품종을 사용하였으며, MS호르몬 무첨가 배지에서 4주 간격

으로 마디배양 한 식물체에서 분리한 정단부위를 엽원기 4 ~ 5

매를 포함시켜 동결본존을 위한 실험재료로 사용하였다. 정

단배양에 사용된 배지는 MS 기본배지(Murashige and Skoog 

1962)에 3% (w/v) sucrose, 0.75% plant agar를 첨가하여 pH 5.7

로 조절한 후, 121°C/1 bar에서 20분간 멸균하여 사용하였다.

  AFP 처리 후 저온관련 유전자를 screening 하기 위하여 마

디배양을 통하여 얻은 기내 식물체를 기본식물로 하여 생산

한 씨감자 1세대 괴경을 온실에 파종하여 4주간 배양시킨 다

음 4°C 저온 하에서 광도 37 µmol･m-2
･s-1, 16시간 일장으로 1

일, 2일, 3일 처리하고 잎, 줄기, 괴경에서 저온관련 유전자의 

발현 여부를 조사하였다.

RNA 추출 및 RT-PCR

RNA 추출은 RNeasy Plant Mini Kit (Qiagen, Germany) 방법에 

따라 추출하였고, 추출된 RNA는 UV spectrophotometer nano 

2000 프로그램을 사용하여 정량하였다. First-strand cDNA는 

High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Bio-

systems, USA)를 사용하여 반응 조건은 30°C 10분, 42°C 30분, 

99°C 5분 동안 1cycle 로 수행하였다. RT-PCR은 cDNA 2 ul (1 

ng/ul), foward primer 10 pmol, reverse primer 10 pmol, PCR 

reaction mixture (Solgent, Korea) 15 ul, RNase free water를 넣어 

총 30 ul로 맞춰 95°C 2분(1 cycle) → 95°C 30초, 59°C 30초, 

72°C 10초(30 cycle) → 72°C 5분(1 cycle)로 수행 후, SNA 50 

ul/l를 첨가 한 2% agarose gel에 로딩 시켰다. 사용된 저온관련 

유전자 primer는 Table 1과 같다.

Real-time PCR

Real-time PCR은 SYBR Green PCR Master Mix (Applied Bio-

systems, USA)를 사용하여 2X SYBR Green PCR master mixture 

10 ul, 2 pmol forward primer, 2 pmol reverse primer, cDNA 2 ul 

(100 ng/ul)를 혼합하고 RNase free water로 총 20 ul로 맞추었다. 

반응조건은 holding stage (95°C, 10분, 1 cycle) → cycling stage 

(95°C, 30초 / 59°C, 30초 / 72°C, 15초, 40 cycles) → melt curve 

stage (95°C, 15초 / 59°C, 30초 / 95°C, 15초)로 Step One Plus 

Real-Time PCR System (Applied Biosystems, USA)을 사용하였

으며, StepOne Software v2.3으로 CT 분석하였다. 사용된 

primer는 Table 1과 같으며, endogenous control 은 ef1α (Nicot et 

al. 2005)을 사용하였다.

정아 동결보존 과정에서 농도별 AFP 처리

초저온동결보존을 위하여 2 ~ 3 mm 크기의 정아를 10개 채

취하여 MS기본배지에 0.3 M sucrose 가 첨가된 pre-culture 

solution에 넣고 60 rpm 속도로 24시간 진탕배양하였다. Pre- 

culture 후 정아를 MS기본배지에 0.6 M sucrose와 2 M glycerol 

이 첨가된 loading solution (LS)에 옮겨 60 rpm, 90분 진탕배양

하였다(Hirai and Sakai 1999). 그 후 MS기본배지에 0.4 M 

sucrose, 30% (w/v) glycerol, 15% (w/v) dimethyl sulfoxide, 15% 

(w/v) ethylene glycol이 첨가된 vitrification solution (PVS2) (Sakai 

et al. 1990)에 옮겨 60 rpm, 30분 진탕배양하였다. 진탕배양한 

정아를 1.8 ml cryotube (Thermo Scientific, USA)에 넣어 -196°C 

액체질소에 30분 동안 침지한 다음, 38°C 항온수조에서 2분

간 해동 시켰다. 해동된 정아는 NH₄NO₃free MS medium에 1.2 

M sucrose 가 첨가된 washing solution에 옮겨 60 rpm, 20분 진탕

배양 후 RNA 추출에 사용하였다. AFPs (A/F Protein Inc., Waltham, 

MA, USA)는 LS와 PVS2 단계에 각각 0 ng/ml, 500 ng/ml, 1,000 

ng/ml, 1,500 ng/ml, 2,000 ng/ml 씩 첨가하였다.

Table 1 RT-PCR primer sequences and product sizes of low-temperature-related genes

Target gene Primer Sequence (5‘ →3’)
Amplicon size 

(bp)

Gene accession 

No. (NCBI)

PPI1
Foward GTT GGC TTG GAT GTT CGT

130 GU808087
Reverse TCT CCA CAA CGC CCT TCA AT

CBF4
Foward GCG TGT GTT GAG TTT TGA TCA GTT AT

136 EU365379
Reverse TTG CGC CCC CTA CGT CTT TGA TTT

CI21A
Foward GAT CCA GAA CAT GCA CAC AAA CA

139 U76610
Reverse GAC CCC CCT CAG CTT TTT TT

CI21B
Foward AGA GGG TGG AVV AGT TGA TTA TG

108 U76611
Reverse TTA CGT ACC AAG GCG AAA GCA

ef1α
Foward GTT CTG CTT TAG TTT GGT CTT TGA TTT

103 AB061263
Reverse CGC CAC CGC CTA TCA AGT
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결과 및 고찰

저온 처리 시 저온 관련 유전자의 발현

감자 정아의 저온처리 시 저온관련 유전자의 발현양을 조사

한 결과(Figs. 1, 2), 저온처리 기간이 길어질수록 저온관련 유

전자 중 PPI1, CI21B 유전자의 발현양은 증가하였으나 CBF4, 

CI21A 유전자의 발현양은 감소하였다. PPI1 유전자는 플라

즈마 막 양성자 펌프로 감자 정아와 화아에서 많이 발현되

며, 저온 스트레스를 받으면 점차 늘어나며 48시간에 급속도

로 늘어나는 것을 확인하였고, 토마토에서도 저온 스트레스

를 받을수록 발현양이 증가하는 것으로 알려져 있다(García 

et al. 2011). CBF4 유전자는 저온으로 유전자의 발현이 유도

되는데(Carvallo et al. 2011), 감자 뿐 아니라 포도의 잎과 꽃눈

에 저온 처리를 하였을 때 24시간 내 급격히 발현하였다가 

줄어드는 양상을 나타내고(Xiao et al. 2008), 애기장대와 일

부 포도 품종에서는 건조 스트레스에서 발현양이 증가하는 

것으로 알려져 있다(Haake et al. 2002; Karimi et al. 2015). 

CI21A 유전자는 토마토의 성숙과 수분 스트레스 관여하는 

ASRs 유전자와 90% 비슷한 아미노산 sequence를 가지고, 

CI21B 유전자와는 60% 비슷한 아미노산 sequence를 가진다. 

또한 24시간 암 상태로 저온 처리했을 때 CI21A 유전자는 거

의 발현 되지 않았다(Schneider et al. 1997). 본 실험 결과에서

는 CI21A유전자의 발현양은 저온처리 기간이 길어질수록 

줄어들었고, 그와 반대로 CI21B 유전자는 저온처리 기간이 

길어질수록 발현양이 증가하였다. 이는 2개의 유전자가 

33% 다른 아미노산 sequence 차이로 인해 같은 처리에서 다

른 유전자 발현 양상을 보이는 것으로 판단된다.

잎, 줄기, 괴경에서의 저온 관련 유전자의 발현

저온 관련 유전자 중 CI21A, CI21B 유전자의 잎, 줄기, 괴경에

서 명 처리와 암 처리 기간별 유전자 발현 양상은 Figure 3과 

같다. CI21A 유전자는 저온 처리 기간이 경과할수록 모든 조

직에서 발현양이 감소하였으며 잎과 줄기에서는 명 처리 시 

더 많이 발현되었고, 괴경에서는 암 처리시 더 많은 양이 발

현되었다. 괴경에서 유전자 발현양 감소율은 명 처리에 비

해 암 처리가 더 컸으며 또한 잎과 괴경에 비하여 줄기에서 

발현양이 현저히 많았다. 

  저온 저장시 감자의 괴경에서 CI21A 유전자는 발현양이 

증가하는 것으로 알려져 있으나(Schneider et al. 1997), 본 연

구에서는 발현양이 줄어든 것으로 나타나 연구결과가 상이

하였는데 이는 사용된 괴경의 생육시기에 따른 생리적 특성 

및 품종간 특성 등이 상이한 것에 기인한 것으로 판단된다

(Mustafa et al. 2005). CI21B 유전자는 저온 처리 기간이 경과

할수록 부위별 발현양이 늘었고 잎과 줄기에서는 저온 5일

째 급격히 많이 발현되었다. 괴경에서는 저온 초기에는 암 

처리가 더 많이 발현하지만, 저온 5일째 명 처리에서 급격히 

발현양이 증가하였다.

LS와 PVS2에 AFP 농도별 처리 시 저온 관련 유전자의 발현

초저온동결보존에서는 액체질소에 침지하기 전에 동결보

존액을 첨가하거나, 동결보존액을 처리하여 세포의 수분 함

량을 줄이는 것이 중요하다. 그렇지 않을 경우, 수분이 동결

되면서 식물 조직을 파괴하여 해를 입힌다. AFP는 결빙에 의

한 기계적 스트레스로부터 식물 조직을 보호하는데 중요할 

역할을 하는데(Atıcı and Nalbantoǧlu 2003), 작은 얼음 결정에 

결합하여 치명적인 얼음의 생성과 재결정을 억제한다(Pertaya 

et al. 2008). 동물세포 초저온 동결보존에서도 많이 사용되고 

있으며, 식물세포의 국화와 벼 등의 초저온동결보존에도 사

용되고 있다(Wang et al. 2000; Jeon et al. 2015). 

  초저온동결보존 과정에서 LS와 PVS2 처리 단계에 AFP를 

농도별로 처리하고 저온관련 유전자들의 발현 양상을 조사

한 결과, 4°C 저온 처리한 정아의 유전자 발현 양상과 LS와 

PVS2의 AFP 특정 농도에서의 저온 관련 유전자 발현 양상이 

같은 것으로 나타났다. LS에서 AFP 1,500 ng/ml을 처리했을 

Fig. 1 Low-temperature-related gene expressions at the cold 

treatment days in the shoot tips of Solanum tuberosum

Fig. 2 Analysis of the low-temperature-related gene expressions 

by RT-PCR. The explants esposed to cold condition at 4°C dark 

for 1 day, 2 days and 3 days. The housekeeping gene ef1α was 

used as reference
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때, PPI1과 CI21B 유전자의 발현양은 크게 증가하였으나, 

CBF4, CI21A 유전자는 발현량이 다소 미미하였다(Fig. 4). 

PVS2에서는 AFP 500ng/ml을 처리했을 때, PPI1과 CI21B 유

전자의 발현양은 증가하였으며, CBF4, CI21A 유전자는 발현

양은 상대적으로 적었다(Fig. 5). 이는 LS 단계에서 물리적으

로 침투된 AFP가 LS보다 고농도인 PVS2 단계에서 삼투압 

현상으로 다시 용액 쪽으로 빠져 나오면서 나타난 현상으로 

판단된다. AFP는 저온에 노출되었을 때 농도에 비례하여 동

결점을 낮추지 않고(Fletcher et al. 2001), 벼의 배형성 현탁 세

포에서는 고농도의 AFP 처리가 효과적이지 않다고(Wang et 

al. 2000) 하는 결과와 본 실험 결과와 일치하였다. 이상의 결

과를 종합해볼 때 감자 유전자원을 동결보존하기 위하여 동

결보존 과정 중 LS 단계에서 AFP 1,500ng/ml 와 PVS2 단계에

서 AFP 500ng/ml 처리하는 것이 저온관련 유전자 발현을 촉

진시켜 초저온동결보존 후 식물체 재생에 보다 효과적일 것

으로 판단된다.

적 요

기내배양한 감자에 1일, 2일, 3일간 저온처리 후 저온관련 유

전자의 발현양상을 조사하였다. 저온 처리 기간이 늘어날수

Fig. 3 Gene expressions of CI21A (top) and CI21B (bottom) in light (16 hr light, 8hr dark) and dark (24 hr dark) conditions during 

the cold treatment period in the leaf, the stem, and the tuber of Solanum tuberosum

Fig. 4 Expressions of the low-temperature-related genes treated 

with different concentrations of AFP in LS using real-time PCR

Fig. 5 Expressions of the low-temperature-related genes treated 

with AFP at different concentrations in PVS2 using real-time PCR
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록 PPI1, CI21B 유전자의 발현양은 증가하였고, CBF4, CI21A 

유전자의 발현양은 감소하였다. 또한 CI21A와 CI21B 유전자

의 잎, 줄기, 괴경에서 명 처리와 암 처리 기간별로 저온 처리

기간에 따른 유전자의 발현의 차이를 보았다. 이에 근거하

여 감자 정아의 동결과정 중에서 LS단계와 PVS2 단계에서 

AFP를 농도별로 처리하였다. 그 결과, 저온처리 기간이 늘

었을 때의 유전자 발현양상과 AFP 특정 농도에서의 발현 양

상이 동일하였다. LS단계에서는 1,500 ng/ml AFP 처리와, 

PVS2단계에서 500 ng/ml AFP 처리가 감자 정아의 초저온동

결보존에 효과적이라는 것을 유전자의 발현 양상으로 확인

하였다.
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