
Abstract This experiment study aimed to identify the 

continuous genetic variation caused by benzyladenine (BA) 

treatment in strawberry tissue culture. The ‘Goha’ cultivar 

was used and treated with different concentrations of BA 

(0.0, 0.5, 1.0, 2.0 mg･L-1). Morphological and genetic 

variation tests were performed, and genetic continuity tests 

were performed for three years. The morphological variation 

induced by BA was distinctively high (10.5 ~ 20.0%) and 

the genetic variation was 7.0 ~ 15.0%, 1.8 ~ 10.0%, and 

5.0% in the first, second, and third year of cultivation, 

respectively. The rate of genetic variation decreased with 

increasing cultivation years. In addition, genetic variation 

caused by BA 1.0 mg･L-1 and BA 2.0 mg･L-1 occurred in the 

first and second years of cultivation, whereas only BA 2.0 

mg･L-1 caused genetic variation in the third year of cultivation. 

Therefore, a concentration of less than 1.0 mg･L-1 BA was 

used for the propagation of strawberry tissue culture plants, 

and it was necessary to identify their variation.

Keywords Benzyladenine, Fragaria × ananassa, Genetic 

variation, Morphological variation

서 언

딸기는 장미과(Rosaceae), 딸기속(Fragaria)의 다년생 작물

로, 다양한 배수성을 지니고 있으며(Darnell et al. 2003), 현재 

재배되고 있는 딸기는 대부분 8배체(2n=8x=56)이다. 이러한 

재배종 딸기는 일반적으로 순종(true-to-type)의 식물체를 얻

기 위해 전통적인 방법인 포복경(runner)을 통해 자묘를 증식

해 왔다(Biswas et al. 2008).

  최근 딸기 우량묘의 생산 및 보급을 위하여 조직배양기술

을 이용하고 있지만, 재배 면적에 비해 우량묘 보급률은 매

우 저조한 상황이다. 딸기 재배 시 조직배양묘의 이용은 관

행방법으로 증식된 묘를 이용하는 것에 비해 딸기 식물체의 

과일 생산량, 주당 자묘수 및 주당 잎수 등이 더 많은 장점을 

가지고 있지만(Karhu and Hakala 2002; Zebrowska et al. 2003), 

형태적, 수량적 변이가 발생할 수도 있다(Graham 2005).

  딸기 조직배양묘의 생산은 생장점 배양을 이용하는 것이 

보통이지만, 생장점 배양을 통한 증식률이 매우 낮아(Lee et 

al. 2010), 이를 극복하기 위하여 여러 학자들에 의해 증식률 

향상에 관한 연구(Ashrafuzzaman et al. 2013; Boxus 1999; 

Debnath 2003; Kim et al. 2019; Marandi et al. 2011)가 진행되었

다. 지금까지 딸기 조직배양묘의 대량증식에는 주로 benzyl-

adenine (BA)를 사용해 왔으나, 유전적 형질 또는 BA 농도에 

따라 발생할 수 있는 변이에 관한 연구는 매우 부족한 실정

이다. 조직배양에 의한 변이는 여러가지 요인(식물호르몬 

종류 및 농도, 계대배양 횟수 등)에 의해 발생하는데(Faedi et 

al. 2002), 주로 시토키닌의 처리에 의해 야기되며(Anderson 

et al. 1991; Kane et al. 1992), Kim et al. (2019)은 몇가지 시토키

닌 중 BA의 처리가 유전적 변이 발생이 가장 적은 것으로 보
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고하였다. 이러한 변이는 형태적 증상인 왜화, 엽색변이, multi-

apexing, 줄기 합생(stem fasciation), 초세 변화 및 과일모양 등

으로 나타나며(Boxus 1999; Graham 2005; Karp 1995; Sansavini 

et al. 1990), 이러한 형태적 증상은 후생적 변이(epigenetic 

variation)가 많아 후대에 자연적으로 사라지기도 하나(Koruza 

and Jeleska 1993), 유전자 삽입 및 결손에 의한 유전적 변이

(Karp 1995; Sansavini et al. 1990)가 발생할 경우 후대에 지속

적으로 영향을 미칠 수 있다.

  따라서 본 연구는 딸기 조직배양에서 대량증식을 위해 주

로 사용하는 BA를 농도 별로 처리하여, BA의 농도 별 처리

에 따른 형태적 변이 및 유전적 변이의 발생에 대해 비교하

고, 유전적 변이 연속성을 검정하고자 실시하였다.

재료 및 방법

공시 품종 및 BA 처리

본 연구는 사계성(ever-bearing) 딸기 ‘고하’를 공시품종으로 

사용하였다. ‘고하’의 포복경의 선단으로부터 생장점을 적

출하여 배지(1/3MS 무기염, 30 g･L-1 sucrose, 8 g･L-1 plant 

agar, pH5.6 ~ 5.8)에 치상하여 6주간 배양하여 기내 유식물체

를 얻었다. 기내 유식물체의 뿌리와 잎을 제거한 후 BA가 첨

가된 배지에 치상하여 6주간 배양 후, 기본 배지(MS 무기염

(Murashige and Skoog 1962), 30 g･L-1 sucrose, 8 g･L-1 plant agar, 

pH5.6 ~ 5.8)에 4주 간격으로 3회 계대배양하여 하나의 온전

한 조직배양묘(whole plant)를 생산하였다.

  본 실험에서 사용한 BA의 농도는 0.0, 0.5, 1.0, 2.0 mg･L-1로 

4수준으로 처리하였으며, 각 처리 별로 indole-3-butyric acid 

(IBA)를 0.1 mg･L-1의 농도로 혼합 처리하였다. BA 처리 배지

는 MS 무기염에 30 g･L-1의 sucrose를 넣어 완전히 녹인 후 

BA를 농도 별로 첨가하였으며, 배지 pH를 5.6 ~ 5.8로 조정한 

후 8 g･L-1의 plant agar를 넣어 만들었다.  본 실험에 사용한 모

든 배지는 121°C, 1.5기압의 고압멸균기에서 15분간 멸균하

여 사용하였다.

온실 순화 및 변이 검정

BA의 농도 별 처리 후 증식된 유식물체는 온실에서 딸기전

용상토 ‘푸르미’(서울바이오(주))를 충진한 흑색비닐포트(3

치, 접은 윗 지름 13 cm × 높이 6.8 cm × 펼친 윗 직경 9 cm)에 

순화하였다. 순화 후 일주일동안 50% 차광막으로 차광하고, 

상대습도를 80%이상으로 유지한 후 서서히 제거하고, 6주

간 육묘 후 본포에 정식하였다. 본포에 정식 후 딸기전용양

액인 PBG액(Proefstation voor Bloemisterij en Glasgroente, Nether-

lands) (Sonneveld and Straver 1994)을 전기전도도(EC, electrical 

conductivity) 0.8 dS･m-1로 맞추어 1일 4 ~ 5회 관수하며 재배

하였다. 

  BA 처리묘는 전 재배기간동안 형태적, 유전적 변이 검정

을 실시하였으며, 형태적 변이 검정은 화방 출뢰성(불연속 

출뢰 또는 불출뢰), 비정상 과일 출현, 초세 등을 기준으로 선

발하였고, 선발된 변이체를 simple sequence repeat (SSR) 마커

를 이용하여 유전적 변이 검정을 실시하였다.

  유전적 변이 검정을 위한 genomic DNA는 형태적 변이체

의 어린 잎을 채취하여 NucleoSpin®PlantⅡ Kit (Macherey- 

Nagel, Germany)를 사용하여 추출하였다. 추출한 DNA는 분

광 광도계(DS-11+ Spectrophotometer, DeNovix, USA)로 DNA

양을 측정하여 10 ng･µL-1로 정량한 후 분석에 이용하였다. 

유전적 변이 검정에 이용한 SSR 마커는 Table 1과 같으며, 4

개의 마커 정보를 수집하여 정방향에 5-FAM (Bioneer, Korea)

으로 형광 표지한 프라이머를 제작하여 사용하였다.

  PCR 반응물은 20 ng의 genomic DNA, 10 µL의 2 X TOPsimpleTM 

PreMix-nTaq (Enzynomics, Korea), 정방향 프라이머와 역방향 

프라이머를 1 µL (10 pM･µL-1)씩 넣고 증류수를 첨가하여 전

체 부피를 20 µL로 조절하였다. PCR (VeritiTM 96-Well Thermal 

Cycler, Applied Biosystems, USA) 증폭 조건은 95°C에서 15분

동안 변성시킨 후, 95°C에서 30초, 65°C에서 30초(반복 당 

1°C씩 감소), 72°C에서 30초간 25회 반복한 후, 95°C에서 30

초, 55°C에서 30초, 72°C에서 30초간 30회 반복한 후 72°C에

서 5분간 처리하였다.

  PCR이 완료된 후 5 µL의 증폭산물을 1.5% (w/v) agarose gel

에서 전기영동하여 증폭 여부를 확인한 후 PCR 증폭 산물 

0.5 µL (50 ng･µL-1), GeneScan 500 LIZ dye Size Standard (Applied 

Table 1 The primer sequence, repeat motif, and annealing temperature of the four SSR markers used to analyze genetic variation 

in ‘Goha’ cultivars treated with BA

Markera Forward primer Reverse primer Repeat motif Tm (°C)

FxaHGA02P13 F:ccaggcgcttggtcttgtactact R:cccatttcccccaaatctaacaat - 59

FxaAGA21F11 F:caattcacaatggctgatgacgat R:gcactcagacatattttgggaggg - 59

EMFv104 F:tggaaacattcttacatagccaaa R:cagacgagtccttcatgtgc (AG)17 53

EMFvi136 F:gagcctgctacgcttttctatg R:cctctgattcgatgatttgct (TC) Direct 54

aSSR markers have been cited in Govan et al. (2008) and Honjo et al. (2011)



48 J Plant Biotechnol (2020) 47:46–52

biosystems, USA) 0.5 µL와 Hi-Di Formamide (Applied biosystems, 

USA) 9 µL를 혼합하여 95°C에서 3분간 변성시킨 후 4°C에서 

1분간 안정화 시켰다. 변성시킨 PCR 산물은 자동염기서열

분석기(DNA Analyzer 3730xl, Applied Biosystems, USA)를 활

용하여 전기영동한 다음 Gene Mapper 프로그램(Applied Bio-

systems, USA)을 사용하여 마커 별로 분석하여 유전적 변이 

검정을 실시하였다. 

변이 연속성 검정

변이 연속성 검정은 총 3년에 걸쳐 실시하였으며, 재배 1년

차에 BA 처리묘에서 형태적, 유전적 변이체를 선발한 후, 선

발된 개체를 관행육묘법을 통해 자묘를 증식하여 삽목육묘

한 후, 당해년도 11월 중순에 저장고에서 휴면타파 후 차년

도 4월에 정식하며 후대에 변이가 연속되어 나타나는지에 

대해 유전적 변이 검정을 실시하였다. 모든 형태적, 유전적 

변이 검정은 위에 기술한 바와 동일하게 진행하였다.

결과 및 고찰

딸기 조직배양 시 BA의 농도 별 처리에 따른 신초 증식을 비

교한 결과는 Table 2와 같다. BA를 첨가하지 않은 대조는 신

초의 발생이 전혀 없는 것에 비해, BA 0.5 mg･L-1 처리구는 주

당 24.2개, BA 1.0 mg･L-1 처리구는 주당 29.5개, 그리고 BA 

2.0 mg･L-1 처리구는 주당 27.3개의 신초가 발생하여, 무처리

에 비해 매우 높은 신초 증식률을 보였다. BA는 여러 작물에

서 조직배양 시 기내 증식을 향상시키기 위해 주로 사용되는 

식물호르몬으로, 지금까지 딸기 조직배양에 관한 연구에서 

많이 사용되어(Ahmad 2013; Kim et al. 2019; Marcotirigiano et 

al. 1984; Żebrowska et al. 2003), 딸기 조직배양묘 증식에 긍정

적인 영향을 미치는 호르몬으로 알려졌다. 또한, 본 실험에

서도 BA를 처리함으로써 24.2 ~ 29.5배로 향상되는 것을 확

인하였다.

  본 실험에서 BA 무처리묘 20주, BA 0.5 mg･L-1 처리묘 24

주, BA 1.0 mg･L-1 처리묘 57주, BA 2.0 mg･L-1 처리묘 20주를 

정식하여(Table 2), BA 처리 농도 별로 변이 검정을 실시하였다.

  형태적 변이 검정 결과 (Table 2), 형태적 변이체는 무처리

에서 0개체로 0%, BA 0.5 mg･L-1 처리에서 4개체로 16.7%, 

BA 1.0 mg･L-1처리에서 6개체로 10.5%, BA 2.0 mg･L-1 처리

에서 4개체로 20.0%가 발생하였다. 대부분의 형태적 변이체

는 과일 모양이 Figure 1A와 같이 닭벼슬 모양 또는 과탁만 

비대하는 등의 모양을 가진 과일이 지속적으로 생산되는 특

징을 보였다. 또한 Figure 1B와 같이 딸기 묘의 잎 색이 얼룩

무늬인 엽색변이체가 발생하였으며, 엽색변이체의 경우 영

양생장이 매우 불량하고, 대조에 비해 초세가 매우 약한 것

이 특징이었다.

  지금까지 딸기 조직배양 연구는 주로 증식률 향상에 초점

을 맞추어 진행되었으며(Ashrafuzzaman et al. 2013; Boxus 

1999; Marandi et al. 2011), 조직배양 시 발생할 수 있는 변이에 

관한 연구는 매우 미비한 실정이다. 딸기 조직배양 변이 검정 

방법은 표현형적, 세포학적, 생화학적 방법 및 유전적 방법 

등 여러가지가 있는데(Kaeppler et al. 2000), 가장 기본적이고 

필수적인 방법이 원종 식물과의 형태적 특성을 비교, 구분하

는 방법인 표현형적(형태적) 방법이다. 본 연구에서 엽색 변

이와 비정상 과일의 출현 등의 형태적 변이가 나타났는데, 이

것은 딸기 조직배양 시 주로 나타나는 형태적 변이(Cameron 

and Hancock 1986; Irkaeva and Matveena 1997; Sansavini et al. 

1990; Swartz et al. 1981)와 유사한 특징을 가지고 있다.

Table 2 The number of new shoots of strawberry plants treated with BA using tissue culture

BA treatmentz

(mg･L-1)

No. of new shoots

(ea/plant)

No. of

planting (ea)

No. of morphological 

variants (ea)

Morphological variation 

rate (%)

Controly  1.0±0.0x 20 0 0cw

BA 0.5 24.2±0.5 24 4  16.7ab

BA 1.0 29.5±0.5 57 6 10.5b

BA 2.0 27.3±0.6 20 4 20.0a

zBA treated with 0.1 mg･L-1 of IBA
yNot treated with BA and IBA
xmean±standard deviation 
wMean separation within columns by Duncan’s multiple range test (p<0.05)

Fig. 1 Morphological variants of strawberry ‘Goha’ cultivars 

treated with BA. (A) Abnormal fruits. (B) Plant variation with 

variegated leaves
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  선발된 형태적 변이체를 Table 1의 SSR 마커를 이용하여 

유전적 변이 검정을 실시하였다. 총 14개의 형태적 변이체 

중 재배 1년 차에는 7개체의 유전적 변이체를 확인하였고, 

재배 2년 차에는 3개체, 재배 3년차에는 1개체의 유전적 변

이체를 확인하였다. BA 농도 별 유전적 변이율의 변화는

(Table 3), BA 0.5 mg･L-1 처리묘는 재배 1년차에 유전적 변이

체는 발생하지 않아 유전적 변이율이 0.0%였다. BA 1.0 mg･L-1 

처리묘는 재배 1년차에 유전적 변이율이 7.0%, 재배 2년차

에 1.8%, 재배 3년차에 0.0%로 재배연수가 길어짐에 따라 점

차 유전적 변이율이 줄어들었다. BA 2.0 mg･L-1 처리묘는 재

배 1년차에 유전적 변이율이 15.0%, 재배 2년차에 10.0%, 재

배 3년차에 5.0%로 재배 연수가 길어짐에 따라 유전적 변이

율이 줄어들었다(Fig. 2). BA 0.0 ~ 2.0 mg･L-1까지 모든 처리

구에서 재배 연수가 길어짐에 따라 유전적 변이율이 낮아지

는 경향을 보였으며, BA 저농도(0.0 mg･L-1 과 0.5 mg･L-1) 처

리에서는 유전적 변이체가 발생하지 않은 반면에, 상대적으

로 고농도인 BA 1.0 mg･L-1과 2.0 mg･L-1 처리묘는 유전적 변

이율이 매우 높게 나타나는 것을 확인할 수 있었다. 본 연구

Table 3 The number of genetic variants and the rate of genetic variation in strawberry plants treated with BA via tissue culture

BA treatmentz

(mg･L-1)

No. of genetic variants (ea) Genetic variation rate (%)

1st year 2nd year 3rd year 1st year 2nd year 3rd year

Controly 0 - - 0cx - -

BA 0.5 0 - - 0c - -

BA 1.0 4 1 0 7.0b  1.8b 0b

BA 2.0 3 2 1 15.0a 10.0a 5.0a

zBA treated with 0.1 mg･L-1 of IBA
yNot treated BA and IBA
xMean separation within columns by Duncan’s multiple range test (p<0.05)

Fig. 2 Peak of alleles of genetic variants with FxaAGA21F11 in ‘Goha’ tissue culture treated with BA in the first year of cultivation. 

(A) Control, (B-E) BA 1.0 mg･L-1, and (F-H) BA 2.0 mg･L-1
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에서 재배 연수가 길어질수록 유전적 변이체가 줄어드는 이

유는 Koruza and Jeleska (1993)이 말한 바와 같이 대부분의 형

태적 변이가 후생적 변이(epigenetic variation)로 후대에 유전

되지 않기 때문인 것으로 판단된다.

  재배 1년차의 유전적 변이체의 SSR 분석 결과는 Figure 3

과 같다. ‘FxaAGA21F11’ 마커에서 ‘고하’ 대조는 106 bp, 115 bp, 

117 bp, 119 bp, 121 bp, 139 bp, 141 bp 및 143 bp의 대립유전자

를 보였으나(Fig. 2A), BA 1.0 mg･L-1 처리에서 발생한 변이

체(Fig. 2B ~ E)와 BA 2.0 mg･L-1 처리에서 발생한 변이체

(Fig. 2F ~ H)는 168 bp, 191 bp, 198 bp의 추가적인 대립유전자

를 보였다. 재배 2년차의 유전적 변이체의 변이 검정 결과는 

Figure 3과 같다. ‘EMFv104’ 마커에서 ‘고하’ 대조는 76 bp, 96 

bp, 98 bp, 100 bp, 102 bp, 104 bp, 110 bp, 112 bp, 121 bp 및 125 

bp의 대립유전자를 보였으나(Fig. 3A), BA 1.0 mg･L-1 처리에

서 발생한 변이체는 76 bp를 제외한 나머지 대립유전자가 명확

히 나타나지 않는 특징을 보였다(Fig. 3B와 3C). ‘FxaHGA02P13’ 

마커에서 ‘고하’ 대조는 232 bp, 234 bp, 235 bp, 237 bp, 240 bp, 

244 bp, 264 bp, 266 bp, 272 bp 및 274 bp의 대립유전자를 보였

으나(Fig. 3D), BA 2.0 mg･L-1 처리에서 발생한 변이체는 대

조의 264 bp, 266 bp, 272 bp 및 274 bp의 대립유전자는 결손되

고, 216 bp, 263 bp, 268 bp 및 270 bp의 대립유전자는 삽입되었

다. 재배 3년차의 유전적 변이체의 변이 검정 결과는 Figure 4

와 같다. ‘FXaHGA02P13’ 마커에서 ‘고하’ 대조는 226 bp, 229 

bp, 240 bp, 242 bp, 244 bp, 260 bp, 262 bp, 264 bp, 266 bp, 268 bp, 

270 bp, 272 bp 및 274 bp의 대립유전자를 보였으나(Fig. 4A), 

BA 2.0 mg･L-1 처리에서 발생한 변이체는 226 bp와 229 bp의 

대립유전자는 결손되었고, 173 bp, 232 bp, 234 bp 및 237 bp의 

대립유전자는 삽입된 것을 확인하였다(Fig. 4B).

Fig. 3 A peak of alleles of genetic variants in ‘Goha’ tissue culture treated with BA in the second year of cultivation. (A) Control 

detected with EMFv104, (B) BA 1.0 detected with EMFv104, (C) BA 2.0 mg･L-1 detected with EMFv104, (D) Control detected with 

FxaHGA02P13, and (E) BA 2.0 mg･L-1 detected with FxaHGA02P13

Fig. 4 A peak of alleles of genetic variants with FxaHGA02P13 in ‘Goha’ tissue culture treated with BA in the third year of 

cultivation. (A) Control, and (B) BA 2.0 mg･L-1
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  Kim et al. (2019)은 딸기 조직배양묘의 증식 시 CPPU나 TDZ

에 비해 BA가 증식률이 높고, 변이 발생이 적은 호르몬이라

고 보고하였다. 본 실험에서도 0.5 ~ 1.0mg･L-1의 저농도 BA 

처리 시 변이 발생이 없고 증식률이 향상되는 결과를 보였다

(Table2와 Table 3). 뿐만 아니라 BA 처리 시 발생하는 형태적 

변이체는 대부분이 후생적 변이임을 확인하였고, 2.0 mg･L-1 

처리에서 일부 개체가 유전적 변이체임을 확인하였다(Table 3).

  지금까지의 딸기 조직배양묘 연구는 대부분 증식률 향상

에 초점이 맞추어져 있었고(Ashrafuzzaman et al. 2013; Boxus 

1999; Marandi et al. 2011), 몇몇 연구에서 호르몬 처리 후 변이

검정을 실시하였다. 그 중 Naing et al. (2019)는 kinetin 0.5 mg･L-1

를 처리한 딸기 조직배양묘를 flow cytometry와 random amp-

lified polymorphic DNA (RAPD) 방법으로 변이검정을 실시였

고, Keiko et al. (2003)는 BA 0.5 mg･L-1를 ‘Hokowase’ 품종에 

처리했을 때 잎의 변이발생 비율이 증가하여 BA 0.125 mg･L-1

를 처리함으로써 증식률은 비슷하고 변이발생을 줄였다고 

보고한 바 있다. 이를 종합해 볼 때 딸기는 호르몬의 종류 및 

농도뿐만 아니라 품종의 유전자형에 따라 유전적 변이체의 

발생이 상이할 수 있으므로 반드시 품종에 따른 변이 발생 

및 검정을 실시해야 할 것이다.

  본 연구의 결과를 활용하여 딸기 조직배양묘를 생산할 경

우 적정 농도의 BA를 처리하여 증식률을 향상시키고, 생산

된 조직배양묘는 반드시 변이 검정을 통해 유전적으로 변이

가 없는 개체만 선별, 증식해서 보급함으로써, 딸기 보급묘 

생산의 단계를 거치는 동안 하나의 유전적 변이체가 최소 수 

천 배 이상 증식되어 나타날 수 있는 경제적 손실을 줄일 수 

있으며, 딸기 조직배양묘의 보다 안정적인 생산이 가능할 

것으로 판단된다.

적 요

본 실험은 딸기 조직배양 시 BA 처리에 따른 변이 발생 및 변

이 연속성을 확인하고자 실시하였다. 본 실험에 사용된 공

시 품종은 ‘고하’이며, 본 실험에 사용한 BA 농도는 0.0, 0.5, 

1.0, 2.0 mg･L-1로 처리하였다. 변이는 형태적, 유전적 검정을 

실시하였으며, 변이 연속성 검정은 3년간 실시하였다. BA 

처리 시 형태적 변이는 10.5 ~ 20.0%로 매우 높게 나타났으

나, 유전적 변이는 재배 1년차에 7.0 ~ 15.0%, 재배 2년차에는 

1.8 ~ 10.0%, 재배 3년차에는 5.0%로 재배연수가 길어짐에 

따라 유전적 변이 발생율이 낮아졌다. 뿐만 아니라 재배1년

차와 2년차에는 BA 1.0 mg･L-1과 BA 2.0 mg･L-1에서 유전적 

변이가 발생한 반면, 재배 3년차에는 BA 2.0 mg･L-1에서만 

유전적 변이가 발생하였다. 따라서 딸기 조직배양묘의 증식

을 위해서 BA는 1.0 mg･L-1미만으로 처리하고, 반드시 변이

검정 후 보급하는 것이 바람직하다고 판단되었다.
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