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암모늄(NH4NO3)를 제거한 MS배지에서 시네라리아 절편제를 배양하고, 상기 배양은, 10℃ 내지 20℃에 이루어지며,
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시드(naphthalene acetic acid(NAA))을 첨가하여 배양하는 것을 특징으로 한다. 
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특허청구의 범위

청구항 1 

질산암모늄(NH4NO3)를 제거한 MS배지에서 시네라리아 절편제를 배양하는 것을 특징으로 하는 시네라리아(품종명

'도쿄 다루마')에서 청색 변이식물체의 유도 방법.

청구항 2 

제 1항에 있어서,

상기 배양은,

10℃ 내지 20℃의 온도에서 이루어지는 것을 특징으로 하는 시네라리아(품종명 '도쿄 다루마')에서 청색 변이식

물체의 유도 방법.

청구항 3 

제 1항에 있어서,

상기 MS배지에, 

조절제로,

1.5 내지 2.5mg/L 6-벤질아데닌(benzyladenine(BA))를 첨가하여 배양하는 것을 특징으로 하는 시네라리아(품종

명 '도쿄 다루마')에서 청색 변이식물체의 유도 방법.

청구항 4 

제 3항에 있어서, 

상기 MS배지에,

조절제로, 

0.1 내지 1.0mg/L α-나프탈렌 아세틱 애시드(naphthalene acetic acid(NAA))를 더 첨가하여 배양하는 것을 특

징으로 하는 시네라리아(품종명 '도쿄 다루마')에서 청색 변이식물체의 유도 방법.

명 세 서

기 술 분 야

본 발명은 시네라리아에서의 청색 변이식물체의 유도 방법에 관한 것으로, 더욱 상세하게는 시네라리아 배양배[0001]

지를 개량하여 시네라리아에서 청색 변이식물체를 유도하는 방법에 관한 것이다.   

배 경 기 술

시네라리아는 지중해 카나리섬 원산의 국화과 초화로서 원산지에서는 다년초이지만 재배습성상 추파 일년초로[0002]

취급한다.

꽃에 향기는 없지만 수십개의 꽃이 한꺼번에 피어 1개월정도 지속된다. 재배기간이 비교적 짧고 저온에서 잘 자[0003]

라는 분화식물로서 주로 화분상태로 관상하지만 화분을 한곳에 집결시켜 평면적으로 선이나 원을 그리며 배치하

면 새로운 분위기를 창출한다.

잎은 머위잎을 닯은 넓은 난형이며 줄기는 곧게 자라고 그 끝에 꽃대가 분지되어 핀다. 원종은 자주빛이 나는[0004]

붉은 꽃이었으나 품종개량에 의해 현재는 적색, 분홍색, 보라색, 백색 등 여러가지 색이 있으며 또 꽃잎의 끝에

색깔이 있고 기부는 흰색으로 된 굵은 고리모양의 무늬를 이루고 있는 것도 있다.
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그러나, 시네라리아는 관상가치가 높은 식물이며, 특히 청색의 시네라리아는 지금까지 보고된 바가 없는 희귀한[0005]

것인데, 이를 대량으로 유도하는 기술이 없는 문제점이 있었다. 

발명의 내용

해결하려는 과제

따라서, 상기한 바와 같은 문제점을 해결하기 위한 본 발명의 목적은 시네라리아(품종명 '도쿄 다루마')에서 유[0006]

전자조작을 하지 않고 청색 변이식물체를 대량으로 유도하는 방법을 제공하는 것이다. 

과제의 해결 수단

상기한 바와 같은 목적을 달성하기 위하여 본 발명인 시네라리아(품종명 '도쿄 다루마')에서 청색 변이식물체의[0007]

유도 방법은 질산암모늄(NH4NO3)를 제거한 MS배지에서 시네라리아 절편체를 배양하는 것을 특징으로 한다. 

그리고, 상기 배양의 온도는, 10℃ 내지 20℃인 것을 특징으로 한다. [0008]

그리고, 상기 MS배지에, 1.5 내지 2.5mg/L 6-벤질아데닌(benzyladenine(BA))와 0.1 내지 1.0mg/L α-나프탈렌[0009]

아세틱 애시드(naphthalene acetic acid(NAA))를 첨가하여 배양하는 것을 특징으로 한다. 

발명의 효과

본 발명인 시네라리아(품종명 '도쿄 다루마')에서 청색 변이식물체의 유도방법에서는 다음과 같은 효과가 있다. [0010]

질산암모늄을 제거한 MS 배지에서 절편제를 배양하여, 시네라리아에서 챙색 변이식물체를 대량으로 증식시킬 수[0011]

있는 효과가 있다. 

도면의 간단한 설명

도 1은 본 발명에 의한 배지에 의해 시네라리아의 신초가 유도된 모습을 보인 것으로 a는 2주간 배양된 모습을[0012]

나타내고, b는 4주간 배양된 모습을 보인 도면.

도 2는 본 발명에 의한 배지에 의해 시네라리아의 신초가 유도된 모습을 보인 것으로 a는 3주간 배양된 모습을

나타내고, b는 5주간 배양된 모습을 보인 도면.

도 3은 본 발명에 의한 배지에 의해 시네라리아의 신초의 변화가 유도된 모습을 보인 도면.

도 4는 본 발명에 의한 배지에 0.1mg/L의 α-나프탈렌 아세틱 애시드(naphthalene acetic acid(NAA))를 포함시

켜 4주 배양한 후의 모습을 보인 도면.

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

이하 본 발명에 의한 시네라리아(품종명 '도쿄 다루마')에서 청색 변이식물체의 유도방법을 상세하게 설명한다. [0013]

본 발명에 의한 상록성 진달래의 조직배양에 의한 대량 증식방법은, 시네라리아의 신초를 배양시 배지에서 질산[0014]

암모늄(NH4NO3)을 제거하고, 온도를 조절하여 유도할 수 있다. 

보다 구체적으로 설명하면, 시네라리아의 신초를 배양하는 배지를 MS배지((Murashige-Skoog medium)로 사용할[0015]

수 있다. 상기 MS배지는 일반적인 식물세포 배양배지이다. 

상기 MS배지에서 질산암모늄(NH4NO3)를 제거할 수 있다. 그리고, 상기 MS배지에 조절제로 1.5 내지 2.5mg/L 6-[0016]

벤질아데닌(benzyladenine(BA))를 첨가할 수 있다. 보다 바람직하게는 상기 6-벤질아데닌(benzyladenine(BA))

를 2.0mg/L를 첨가할 수 있다. 

상기 6-벤질아데닌(benzyladenine(BA))는 식물생장조절물질(plant  growth  regulator)로서 유기물로 된 화학적[0017]

정보전달체로서 식물의 생장과 노화를 제어하는 역할을 한다. 

그리고,  상기 MS배지에 조절제로 0.1  내지 1.0mg/L  α-나프탈렌 아세틱 애시드(naphthalene  acetic  acid(NA[0018]

A))을 첨가할 수 있다. 보다 바람직하게는 상기 α-나프탈렌 아세틱 애시드(naphthalene acetic acid(NAA))를

0.5mg/L를 첨가할 수 있다. 
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상기 α-나프탈렌 아세틱 애시드(naphthalene acetic acid(NAA))는 식물의 신장에 관여하는 식물생장조절물질의[0019]

일종으로, 줄기 및 뿌리의 생장을 촉진하고 식물의 굴광성에 영향을 주는 역할을 한다. 

그리고, 상술한 바와 같이 조절된 MS배지에 본 발명의 시네라리아(품종명 '도쿄 다루마')의 절편체를 치상한다.[0020]

그리고, 상기 배양배지를 10℃ 내지 20℃의 온도에서 배양한다. 보다 바람직하게는 상기 배양배지를 15℃에서

배양할 수 있다. 

이상과 같은 방법으로 배양하면, 시네라리아의 잎과 줄기는 청색으로 변화고, 최대 67.5%의 변이율을 나타낸다. [0021]

[ 실험예 ][0022]

살균단계[0023]

시내라리아(품종명 '도쿄 다루마')의 종자를 70%(v/v) 에탄올에 30초 동안 세척한다. 그리고 2.0%(v/v) 하이포[0024]

염소산나트륨에 10분 동안 세척한다. 그리고, 증류수에 4번 정도 세척한다. 

배양단계[0025]

상기 세척된 종자를 3%(w/v) 수크로스와 0.8%(w/v)를 포함하는 MS배지에 치상하여, 24℃ 내지 26℃의 온도에서[0026]

16시간의 광주기로 배양한다. 그리고, 15일 성장한 종자에서 절편을 채취한다. 

신초 배양 단계[0027]

절편을 MS배지에서 배양한다. 상기 배지는 0, 0.5, 1.0, 2.0 또는 4.0mg/L 2-이소펜틸 아데닌(2-iP), 6-벤질아[0028]

데닌(BA) 및 키네틴(Kn) 중 하나 또는 둘 이상의 혼합에 0.1, 0.5mg/L α-나프탈렌아세틱 애시드(NAA)를 혼합물

이 더 포함되어 있다. 

상기 배지의 pH는 5.7로 유지하다가, 121℃에서 15분동안 오토클래이빙한다. 그리고, 15 또는 24 내지 26℃에서[0029]

16시간 동안 배양한다. 이때 백색광을 이용한다. 그러면, 증식하기 시작하는데, 신초로 번식하기 시작하는 유도

율과, 5주 후의 신초의 수를 기록하였다.  

표 1

농도(mg/L)[0030] 신초 유도 신초의 수

2-iP BA Kn 2-iP BA Kn

0 62.0c 62.0e 62.0d 1.0d 1.0e 1.0c

0.5 68.0b 73.6d 60.4d 2.8c 7.8c 4.2b

1.0 73.8ab 79.4c 66.2c 5.3b 10.3b 5.0b

2.0 77.3a 90.0a 73.8b 7.4a 13.5a 5.5b

4.0 72.4ab 87.0b 79.4a 6.0ab 4.5d 7.0a

(시토키닌의 신초유도와 신초의 수에 대한 영향)[0031]

표 2에서 보는 바와 같이, 2-이소펜틸 아데닌(2-iP)이 0.5에서 2.0mg/L으로 농도가 증가할 때는 신초유도율도[0032]

높아지는 것을 알 수 있지만, 그 보다 농도가 높아지면 감소하는 것을 알 수 있다. 
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그리고, 6-벤질아데닌(BA)은 2.0mg/L 일 때, 신초유도율이 90%로 최고로 높으며, 이때 신초의 수가 13.5개씩 나[0033]

타난다. 한편, 6-벤질아데닌(BA)이 4.0mg/L로 높아지면, 신초유도율과 신초의 수가 줄어드는 경향을 나타낸다. 

그리고, 키네틴(Kn)의 농도가 높아질수록, 신초유도율과 신초의 수는 함께 증가하는 것을 알 수 있다. [0034]

결과적으로, 표 1에서는 6-벤질아데닌(BA)의 농도의 변화가 신초유도율과 신초의 수의 변화에 지대한 영향을 미[0035]

치므로, 6-벤질아데닌(BA)와 α-나프탈렌아세틱 애시드(NAA)의 농도 사이의 상관관계를 표 2에서 살펴보았다. 

표 2

농도(mg/L)[0036] 신초유도(%) 신초의 수

BA NAA

1.0 0.1 86.4c 17.8d

2.0 0.1 93.0b 28.0c

1.0 0.5 92.6b 32.8b

2.0 0.5 98.4a 42.3a

(BA와 NAA의 농도를 달리했을 때, 신초유도와 신초의 수에 대한 영향)[0037]

상기 표 2에서는 6-벤질아데닌(BA)과 α-나프탈렌아세틱 애시드(NAA)의 농도를 달리했을 때, 신초유도와 신초의[0038]

수의 변화를 나타낸 것으로, 6-벤질아데닌(BA)의 농도가 2.0mg/L이고, α-나프탈렌아세틱 애시드(NAA)의 농도가

0.5mg/L일 때, 신초유도율은 98.4%이고, 신초의 수는 42.3개씩으로 도 1의 a와 b에서와 같이 최고의 값을 나타

낸다. 

염화암모늄의 농도에 따는 영향[0039]

계대 배양시 MS배지에 2.0mg/L BA, 0.5mg/L NAA 를 포함시키고, 염화암모늄(NH4NO3)을 0, 412.5, 825, 1650mg/L[0040]

를 포함하여 각각 배양하였다. 이 배양은 15 또는 24 내지 26℃에서 16시간 동안 배양한다. 이때 백색광을 이용

한다. 그러면, 증식하기 시작하는데, 청색으로 변형되어 번식하기 시작하는 변이율과, 5주 후의 청색으로 변형

되어 번식하는 수를 표 3에서와 같이 기록하였다. 

표 3

NH4NO3(mg/L)[0041] 체세포 변이 변이신초의 수

0 67.5a 3.0a

412.5 32.7b 1.8b

825.0 13.2c 1.5b

1650 0d 0c

(NH4NO3의 농도를 달리했을 때 청색변이에 대한 영향)[0042]

표에서는 나타나지 않았지만, 염화암모늄(NH4NO3)의 농도가 작아질수록 신초의 수는 작아지는 것을 알 수 있다.[0043]

그러나, 25℃가 아닌 15℃에서의 배양에서 체세포 변이가 발생되는 것을 확인할 수 있다. 

MS 배지(2.0mg/L BA, 0.5mg/L NAA 를 포함)에서 염화암모늄(NH4NO3)을 최대로 제거했을 때, 표 3에 나타난 바와[0044]
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같이, 67.5%의 수율을 나타낸다. 이때, 변이신초의 수는 3.0개씩으로 나타났다. 이는 도 3의 a와 b에서 알 수

있다. 

계대 배양 및 발근 단계[0045]

다수개의 신초 중 마이크로신초를 분리하여 MS 배지에 성장과 발근을 위한 계대 배양을 한다. 이때 상기 배지에[0046]

는 0, 0.1, 1.0 mg/L α-나프탈렌아세틱 애시드(NAA)가 포함된다. 이 배양은 15 또는 24 내지 26℃에서 16시간

동안 배양한다. 이때 백색광을 이용한다. 그리고, 발근을 시작할 때 신초의 길이와 신초들의 개수를 기록하고,

4주 후에 신초 당 뿌리의 수를 기록하여 표 4에서와 같다. 

표 4

NAA(mg/L)[0047] 신초의 길이 발근유도 발근/신초의 수 뿌리의 길이

0 3.0b 87.3b 6.3b 3.6b

0.1 4.1a 100a 10.8a 6.2a

1.0 3.9a 100a 3.1c 3.0b

(NAA의 농도를 달리했을 때, 신초의 성장과 발근에 대한 영향)[0048]

표 4에서와 같이,  α-나프탈렌아세틱 애시드(NAA)의  농도가 신초의 성장과 발근에 영향을 주는 것을 알 수[0049]

있다. 발근의 길이와 유도율의 최고치는 α-나프탈렌아세틱 애시드(NAA)의 농도가 0.1mg/L일 때이다. 

그리고, α-나프탈렌아세틱 애시드(NAA)의 농도가 1.0mg/L일 때, 신초의 발근의 수가 작아지고, 신초에 캘러스[0050]

를 유도한다. 

순화단계[0051]

그리고, 발근이 이루어지면, 증류수로 세척 후 분에 옮겨 심고, 격일로 1/4배의 MS 배지에 관개되도록 한다. 그[0052]

리고, 4주 후에 생존한 식물의 개수를 기록한다. 그리고, 4주 후에 플랜트렛(plantlet)들의 99%는 도 5의 b에서

와 같이 모두 생존해 있으며, 다른 형태적인 변화는 보이지 않는다. 

본 발명의 권리는 위에서 설명된 실시예에 한정되지 않고 청구범위에 기재된 바에 의해 정의되며, 본 발명의 분[0053]

야에서 통상의 지식을 가진 자가 청구범위에 기재된 권리범위 내에서 다양한 변형과 개작을 할 수 있다는 것은

자명하다. 
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도면
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