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본 발명은 카사바 또는 밀접한 관련 종의 원형질체를 제조하는 방법으로서, 상기 원형질체는 식물로 재생할 수

있다.  상기 방법은 카사바 또는 밀접한 관련 종으로부터 취성의 배아발생 칼루스를 제조하는 단계 및 상기 취성

의 배아발생 칼루스로부터 원형질체를 분리하는 단계를 포함한다.  본 발명은 또한 상기 방법에 의해 얻을 수 있

는 원형질체에 관한 것이다.  나아가, 본 발명은 그러한 카사바 또는 밀접한 관련 종의 원형질체를 형질전환시키

는 방법, 그리고 이 방법에 의해 얻을 수 있는 형질전화 원형질체에 관한 것이다.  또한, 본 발명은 이들 원형질

체로부터 식물을 재생하는 방법, 그리고 이 방법에 의해 얻을 수 있는 카사바 식물 또는 밀접한 관련 종에 관한

것이다. 
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특허청구의 범위

청구항 1 

삭제

청구항 2 

삭제

청구항 3 

삭제

청구항 4 

삭제

청구항 5 

삭제

청구항 6 

삭제

청구항 7 

삭제

청구항 8 

삭제

청구항 9 

삭제

청구항 10 

삭제

청구항 11 

삭제

청구항 12 

삭제

청구항 13 

삭제

청구항 14 

삭제

청구항 15 

삭제

청구항 16 
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카사바의 외식편(explant)으로부터 취성(friable)의 배아발생 칼루스를 얻고, 상기 취성의 배아발생 칼루스로부

터 원형질체를 분리하고, 상기 원형질체가 배아를 생산하도록 유도된 후, 상기 배아가 식물을 생산하도록 유도

됨으로써 제조되는 식물로 재생될 수 있는 원형질체로부터 식물을 재생함으로써 얻어지는 카사바 식물의 괴경으

로부터 전분을 분리하는 방법으로서, 상기 원형질체는 아밀로스의 생산을 억제하는 안티센스 유전자를 가지는

벡터에 의해 형질전환된 원형질체이며, 상기 원형질체로부터 재생된 카사바 식물의 괴경으로부터 전분을 분리하

는 방법은, 

-  상기 괴경을 세척한 뒤, 마쇄 및 분쇄하는 단계; 

-  분리기 내에서 섬유 및 즙으로부터 전분을 분리하는 단계; 

-  상기 전분을 체질하는 단계; 

-  상기 전분을 세척하는 단계; 및 

-  상기 전분을 건조시키는 단계 

를 포함하는 전분의 분리 방법.  

청구항 17 

제16항에 있어서, 

상기 전분을 하이드로사이클론에서 세척하는 전분의 분리 방법.  

청구항 18 

제16항에 있어서, 

상기 전분을 진공 필터 내에서 건조시킨 뒤, 건조 타워 내에서 건조시키는 전분의 분리 방법.  

청구항 19 

삭제

청구항 20 

삭제

청구항 21 

삭제

청구항 22 

삭제

청구항 23 

삭제

청구항 24 

삭제

청구항 25 

삭제

청구항 26 

삭제

청구항 27 
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삭제

청구항 28 

삭제

청구항 29 

삭제

청구항 30 

삭제

청구항 31 

삭제

청구항 32 

삭제

청구항 33 

삭제

청구항 34 

삭제

청구항 35 

삭제

명 세 서

발명의 상세한 설명

    발명의 목적

        발명이 속하는 기술 및 그 분야의 종래기술

유전자 변형 또는 형질전환은 하나 이상의 유전자(들)를 상업적으로 유용한 유전자형 또는 클론에 부가하는 기<11>

술이다.  원칙적으로, 성공적인 형질전환 시스템에는 특정 식물의 부분(줄기, 잎, 마디 등) 또는 특정 식물의

부분에서 유도된 특정 조직(체세포 배아, 배아발생 칼루스, 취성의 배아발생 칼루스) 또는 이들 부분으로부터

유래된 원형질체(세포벽이 없는 단세포) 또는 DNA 분자를 식물의 부분 또는 원형질체로 전달하는 시스템 및 도

입된 유전자(들)를 함유하고 발현시키는 조직 및 식물을 선별하는 시스템인 특정 조직으로부터 새로운 식물이

형성되는 효과적인 시스템이 요구된다.  원칙적으로, 원형질체는 DNA 전달을 위한 가장 이상적인 시스템이다.

이들은 식물이 발생하는 다세포 콜로니를 생산하는 단세포로서 배양될 수 있다.  원형질체로부터 유래된 식물은

일반적으로 본래 클론성이다.  이는 형질전환 식물에서 키메리즘을 제거하기 때문에 임의의 형질전환 시스템에

유용한 기구를 제공한다.  

카사바는 원형질체의 식물 재생에 대해 매우 완강하다.  단지, 카사바의 원형질체로부터의 발아 재생이 보고된<12>

바 있다(Shahin 및 Shephard, 1980).  그들은 원형질체의 분리를 위해 잘 팽창된 잎을 사용하였다.  그 이후로

는 상당한 노력에도 불구하고, (잎, 줄기 및 뿌리로부터 분리된) 원형질체로부터의 식물 재생이 보고된바 없다

(Anonymous, 1985; Nzoghe, 1991; Anthony 외, 1995, Sofiari, 1996).  논리적인 접근방법은 배아발생 세포를

함유하는 조직을 사용하는 것이었다.  이러한 세포는 옥신 강화 배지에서 배양된 정상의 분열조직, 어린 잎 또

는 체세포 배아에서 발견된다(Stamp 및 Henshaw, 1987a; Raemakers 외, 1993a).  그러나, 이들 조직으로부터

분리된 원형질체는 최상의 경우에 녹색 칼루스 및 부정근을 제공하였다(Sofiari, 1996).  최근, 체세포 배아발

생의  새로운  유형이  개발되었다.   이  시험관내  시스템에서,  배아는  (예비)  구형  단계  이상으로  발생하지
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않으며, 배아발생 칼루스는 매우 취성(friable)이다(Taylor 외, 1995).  이러한 취성의 배아발생 칼루스(FEC)를

액체 배지로 옮긴 결과 현탁액과 유사한 배지가 얻어졌다.  부추(Buitenveld  및 Creemers,  1994),  피튜니아

(Power 외, 1979), 벼(Kyozuka 외, 1988), 사탕수수(Chen 외, 1988) 및 밀(Chang 외, 1991)에서, 이러한 배지

는 원형질체의 발생을 위한 우수한 공급원이었다.  본 발명자들은 지금까지는 카사바 FEC가 식물로 재생할 수

있는 원형질체를 분리할 수 있는 유일한 조직임을 발견하였다.  본 발명자들은 또한 FEC가 아밀로오스를 실질적

으로  포함하지  않는  전분을  함유하는  괴경을  가지는  카사바  식물을  재생시키는  데  사용될  수  있음을

발견하였다.  

본 출원은 본 발명에 참고로 인용된 특허출원 USSN 09/180,481의 부분 계속 출원인 특허 출원 USSN 09/832,626<13>

의 부분 계속 출원이다.  

        발명이 이루고자 하는 기술적 과제

본 발명은 카사바 또는 밀접한 관련 종의 식물로 재생 가능한 원형질체를 제조하는 방법, 그리고 이러한 방법에<14>

의해 얻어지는 원형질체 및 그 원형질체로부터 성장한 식물을 제공하고자 한다.  

    발명의 구성 및 작용

따라서,  본  발명은  식물로  재생할  수  있는  카사바  또는  밀접한  관련  종의  원형질체를  제조하는  방법을<15>

제공하며,  상기  방법은  카사바  또는  밀접한  관련  종의  외식편으로부터  취성의  배아발생  칼루스를  생산하는

단계, 그리고 상기 취성의 배아발생 칼루스로부터 원형질체를 분리하는 단계를 포함한다.  이하에 설명한 바와

같이, 적합한 원형질체를 얻기 위해서는 FEC 용액 내에서의 배양이 매우 중요하다.  그러므로, 본 발명은 또한

취성의 배아발생 칼루스를 액체 배지 내에서 배양하는 방법을 제공한다.  

원형질체는 식물 세포의 세포벽을 효소적으로 붕괴시켜 생산하는 것이 바람직하다.  따라서, 본 발명은 셀룰라<16>

아제, 펙톨라아제 및/또는 마세로자임과 같은 세포벽의 혼합물을 원형질체의 생성에 사용하는 방법을 제공한다.

본 발명에 따르는 방법은 외식편이 취해질 식물을 사전 처리하는 경우에 가장 효과적인 듯 하다.  그러므로, 본<17>

발명은 외식편이 취해지는 식물을 이하에 설명한 바와 같이 옥식으로 사전 처리하는 방법을 제공한다.  

외식편 상에서 배아발생은 취성의 배아발생 칼루스가 1차, 2차 또는 또는성 배아발생 조직으로부터 생산되는 본<18>

발명의 방법의 결과로서 유도하는 것이 바람직하다.  그 이유는 이하의 상세한 설명에서 설명한다.  상기에 기

재된 바와 같은 방법을 통해 얻을 수 있는 원형질체도 본 발명의 일부이다.  

식물로 재생할 수 있는 원형질체를 얻고자 하는 중요한 이유는 물론 임의의 다른 적합한 방법을 통해 부가의 유<19>

전자 정보를 원형질체로 용이하게 형질전환 또는 형질도입 또는 제공할 수 있다는 것이다.  그러므로, 이제는

누구나 관심 유전자 물질을 함유하는 카사바 식물 또는 밀접한 관련 종을 제공할 수 있다.  따라서, 본 발명은

또한 아그로박테리아 종창(Agrobacterium tumefacien)과 같은 부가의 유전자 정보를 포함하는 박테리아에 의한

감염을 통해 원형질체에 상기 부가의 유전자 정보를 제공하거나, 부가의 유전자 정보를 포함하는 벡터를 제공하

는 전기천공 또는 화학적 천공, 혹은 부가의 유전자 정보로 코팅된 입자의 충격을 통해 카사바 또는 밀접한 관

련 종의 원형질체를 형질전환시키는 방법(임의의 적합한 방식으로 제공하는 것으로 한정됨)을 제공하며, 이때

취성의 배아발생 칼루스로부터 얻을 수 있는 원형질체가 형질전환된다.  본 발명은 또한 이러한 방법에 의해 얻

을 수 있는 형질전환된 원형질체를 포함한다.  

이하에서는 카사바와 같은 형질전환 식물의 유용성을 간단히 소개한다.  <20>

식물 유전자 공학의 활용에는 유용한 유전자의 분리, 그들의 특정화 및 조작에서 변형된 구조체의 식물로의 재<21>

도입에 이르는 다수의 상이한 기술이 포함된다(Lonsdale, 1987).  식물 유전자 기술은 식물 육종의 발전을 촉진

할 것이며, 이는 벼(Chen 외, 1987; Shimamoto 외, 1989), 메이즈(Gordon-Kamm 외, 1990; Visser 외, 1993),

밀(Marks 외, 1989) 및 감자(De Blo차, 1988; Visser 외, 1989)와 같은 형질전환 작물의 몇몇 예로 예시된다.

유전자 기술에 있어서의 급속한 발전은 식물 병원체 인식의 복잡한 분자 메커니즘 및 숙주 식물의 자연 방어책

을 통찰하도록 하였다.  이 기술은 전통적인 육종 가능성 이상으로 바람직한 유전자형의 조절되고 효과적인 동

정에 사용할 수도 있다.  

예를 들면,  현탁액 배지로부터 유래된 원형질체의 전기천공법은 메이즈(Rhodes  외,  1988),  벼(Toriyama  외,<22>

1988) 및 오처드그래스(Horn 외, 1988)의 형질전환을 유발하였다.  
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타피오카에서의 토바코바이러스(Powel Abel 외, 1986), 감자에서의 프로텍스바이러스(Hoekema 외, 1989) 및 파<23>

파야에서의 프로텍스바이러스(Fitch 외, 1992)와 같은 병원성 바이러스에 대한 내성을 개선시키고자 하는 성공

적인 시도가 이루어졌다.  상기 예에서, 도입된 특성은 코트 단백질을 코딩하는 단일 유전자의 발현을 기준으로

하였다.  카사바에서, 아프리카의 카사바 모자이크 바이러스(ACMV) 및 카사바 공통의 모자이크 바이러스(CCMV)

는 코트 단백질-매개의 내성 기술에 의해 방제할 수 있다(Fauquet 외, 1992).  용이한 안티센스 방법을 이용한

유전자 형질전환에 의해 카사바 시안생성을 조작하는, 시안형성(cyanogenesis)의 중요한 효소를 코딩하는 유전

자들이 클로닝되었다(Hughes 외, 1994).  본 발명의 다른 구현예는 카사바 괴경 내의 전분을 조작하는 것이다.

따라서, 본 발명은 부가의 유전자 정보가 안티센스 구조체, 특히 아밀로오스 합성 경로를 억제할 수 있는 안티<24>

센스 구조체를 포함하는 형질전환 원형질체를 제공한다.  

원형질체는 야외에서 배양할 수 없으며, 경작할 수도 없다.  원형질체가 형질전환에 필요하기는 하지만, 상기<25>

원형질체를 배아 및/또는 식물로 재생시킬 수 있어야 한다.  이는 원형질체로부터 재생하기 어렵다는 것이 밝혀

졌기 때문에 본 발명의 매우 중요한 구현예 중 하나이다.  상세한 설명에서는 이것이 어떠한 방식으로 달성될

수 있는지를 설명한다.  추가의 정보에 대해서는 E. Sofiari에 의해 집필된 "Regeneration and Transformation

of Cassava"라는 표제의 논문(Manihot Esculenta Crants)을 참조할 수 있으며, 이는 본 출원에 동봉되었으며,

본 출원에 참고로 인용되었다.  따라서, 본 발명은 본 발명에 따르는 원형질체를 도입하여 배아를 생산하고, 그

결과로서 식물을 생산하는 배아를 유도하는 원형질체로부터의 식물을 재생하는 방법을 제공한다.  

상기 방법에 의해 얻어질 수 있는 식물, 특히 그 괴경이 아밀로오스를 본질적으로 함유하지 않는 식물도 본 발<26>

명의 일부이다.  

또한, 본 발명은 상기 카사바 식물의 괴경으로부터 전분을 얻는 방법을 제공한다.  상기 방법은 감자 괴경으로<27>

부터 전분을 분리하는 방법과 본질적으로 유사한 방식으로 수행될 수 있다.  본 발명의 한 구현예에서, 상기 방

법은 괴경을 세척하는 단계, 이들을 마쇄 및 분쇄하는 단계를 포함한다.  이후, 예를 들면 원심분리기 또는 하

이드로사이클론과 같은 분리기 내에서 섬유 및 즙으로부터 전분을 분리한다.  이어서, 분리된 전분을 체질하고,

세척하여 건조시킬 수 있다.  세척은 하이드로사이클론 내에서 수행할 수 있다.  건조는 진공 필터 및 건조 타

워 내에서 수행할 수 있다.  

증가된 아밀로펙틴 함량을 갖는 카사바 괴경으로부터 얻은 전분은 본 발명의 일부이다.  이 전분은 전분의 (건<28>

조 물질) 중량을 기준으로 적어도 약 90 중량%, 더욱 바람직하게는 적어도 약 95 중량%, 가장 바람직하게는 적

어도 약 98 중량%의 아밀로펙틴 함량을 가지는 것이 바람직하다.  본 명세서에서 아밀로펙틴 전분 또는 저아밀

로오스(law amylose) 전분은 이러한 증가된 아밀로펙틴 함량을 갖는 식물로부터 얻어지는 전분을 의미한다.  또

한, 상기 전분은 이하에서 추가로 설명되는 분자량, 고유 점도, 입자 크기 및 사슬 길이 분포와 같은 많은 독특

한 특성을 갖는다.  

FEC의 개시 <29>

FEC를 얻는 절차는 도 1에 개설하였다.  면저, 1차 배아의 도입으로 시작한다.  1차 배아는 2단계 과정에서 형<30>

성된다.  제1 단계에서, 1차 배아를 염 및 비타민(바람직하게는 Murashige 및 Skoog(1962)), 탄화수소 원료(예

를 들면 20 g/ℓ의 수크로오스) 및 옥신(예를 들면, 1-8 mg/ℓ의 피클로람이나, 디캄바 또는 2,4-D)이 강화된

배지에서 배아가 개시되는 동안 배양한다.  이러한 제1 배지에서 10일 내지 15일 후, 쌍극의 어뢰형 배아가 형

성된다.  어뢰형 배아는 투명한 배축 및 자엽 원기(primodia)를 함유한다.  배축형 배아를 가지는 외식편을 단

계 2 배지(옥신을 함유하지 않고 카이토키닌을 부가한 것을 제외하고는 단계 1의 배지와 동일한 배지)로 옮긴

후, 배축형 배아를 성숙시킨다.  성숙한 배아는 녹색의 큰 자엽을 함유한다.  

1차 배아를 얻기 위해서는 접합 배아(Stamp 및 Henshaw, 1987a; Szabados 외, 1987; Mroginsky 및 Scocchi,<31>

1993; Raemakers, 1993a; Narayanaswamy 외, 1995) 및 화조직(floral tissue; Mukherjee, 1995, Woodward 및

Puonti-Kaerlas, 2001)을 사용할 수 있다.  이 경우, 많은 상이한 유전자형을 1차 배아를 형성하는 그들의 능력

에 대해 평가하였다.  이 프로토콜에서, 1차 체세포 배아는 고체 배지에서 배양한 후에만 형성되었으며, 액체

배지에서 배양한 후에는 전혀 형성되지 않았다.  더욱이, 체세포 배아(1차)는 옥신 Picloram,  Dicamba  또는

2,4-D는 사용하고 IAA, IBA 또는 NAA는 사용되지 않은 경우에만 발견되었다.  

최근 사용된 프로토콜에는 배양된 외식편당 형성된 성숙한 배아의 개수에 있어 유전형적 차이가 있다.  유전형<32>

M. Col1505, M. Col22 및 Gading은 배양된 잎의 외식편당 가장 많은 개수의 성숙한 배아를 나타냈다(ME/CLE).
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그러나, 형성된 성숙한 배아의 개수는 작았다.  M. Col22에서, 시험관내 배양 식물로부터 분리하여 4 mg/ℓ의

2,4-D를 함유한 배지에서 배양한 잎 외식편의 최대 20%가 0.8 ME/CLE로 최대 개수의 ME를 형성하였다.  8 mg/ℓ

의 2,4-D를 함유하는 단계 1 배지에서, 잎 외식편의 최대 49%가 3.5 Me/CLE로 최대 개수의 ME를 형성하였다.

더 높은 농도의 2,4-D는 외식편의 배아발생 능력을 추가 개선시키지 못했다.  

1차 체세포 배아를 생산하는 잎 외식편의 능력을 개선시키고자하는 목적에서, 공여체 식물을 상이한 조건 하에<33>

서 재배하였다.  상이한 명소(8, 12, 16 또는 24시간)에서 시험관내 공여체 식물의 성장은 배아발생 반응에 아

무런 영향을 주지 않았다.  그러나, 광도의 감소는 긍정적인 영향을 나타냈다.  최상의 결과는 8 μErn
-2
s
-1
에서

재배하고 단계 1 배지에서 배양한 공여체 식물의 분리된 잎 외식편을 이용하는 경우에 얻어졌다.  

다른  연구자들은  특정  유전형에서,  1차  배아발생을  유발함에  있어  Dicamba(1-66  mg/ℓ)  및  Picloam(1-12<34>

mg/ℓ)이  2,4D보다  우수하다는  사실을  발견하였다(Ng  1992;  Sudarmonowati  및  Henshaw,  1993;  Taylor  및

Henshaw, 1993).  Mathews 등(1993)은 외식편을 단계 1 배지에서 15일간 배양한 후, 0.5%의 차콜이 강화된 성

장 조절인자-결핍 배지로 옮겨 유전형 M. Col1505에서의 1차 배아발생의 효율을 개선시켰다.  이 배지에서는 성

숙이 개선되었으며, 그 결과로서 성숙한 배아의 개수가 대조군에서의 0.4에서 3.4 ME/CLE로 증가하였다.  최상

의 결과는 공여체 식물을 2,4-D 또는 Picloram 또는 Dicamba로서 옥신을 사전 처리한 경우에 얻어졌다.  이를

위해, 식물을 MS20 액체 배지에서 배양하고, 배양 12일 후에 옥신(최종 농도 8 mg/ℓ)을 보충하였다.  2일 후에

잎 외식편을 공여체 식물로부터 분리하고, 8 mg/ℓ의 2,4-D, Picloram 또는 Dicamba를 함유하는 단계 1 배지에

서 배양하였다.  클론 M. Col22에서, 이는 9.4 ME/CLE의 생산을 가져왔다.  이는 3.5 ME/CLE가 생산된 H2O-처리

대조군-식물에서보다 현저하게 높은 것이었다(표 3).  

옥신 사전 처리의 일반적인 활용성을 상이한 여러 유전형에 대해 테스트하였다.  공여체 식물의 사전 처리가 없<35>

는 경우, 두 유전형은 ME를 낮은 빈도로 형성하였다.  공여체 식물을 사전 처리한 후, 거의 모든 유전형의 잎의

외식편이 ME를 형성하였다.  

결국, 본 발명자들은 테스트한 28개의 유전형 중 24개의 유전형으로부터 성숙한 1차 체세포 배아를 얻을 수 있<36>

었다(표 1, TMS30221, TMS30001, TMS30572 및 상파울로 제외).  이들 데이터는 카사바 내의 거의 모든 유전형

이 체세포 배아발생을 진행할 수 있음을 시사하며, 이는 지금까지 60개 이상의 유전형에서 이들이 1차 체세포

배아발생을 진행할 수 있는 것으로 밝혀졌다(Thro 외. 1999). 

접합체 배아 및  잎에서 유래된 1차  체세포 배아가 2차  배아를 개시하는 외식편으로서 사용하였다(Stamp  및<37>

Henshaw, 1987a; Szabados 외, 1987; Mathew 외, 1993; Raemakers 외, 1993bc; Luong 외, 1995).  옥신 강화

배지에서 체세포 배아를 연속 배양한 결과, 체세포 배아발생의 또는 시스템이 얻어졌다.  2차 배아발생을 위해

체세포 배아를 계대배양하는 방식은 배아발생 조직의 형태에 영향을 주는 것으로 여겨진다.  암소에서 2,4D를

함유하는 액체 배지에서 매월 재배양한 체세포 배아의 군집은 초기에는 노숙한 배아의 상부 상에 형성된 핑거형

배아로 발생하였다.  이 배아는 어뢰형 단계를 통과하지 않았다.  

추가의 발생은 배아를 함유한 크럼프를 명소의 단계 2 배지로 옮겨 경우에 발생하였다(Szabados, 1987).  정상<38>

적으로 성숙한 체세포 배아를 명소에서 단계 1 배지에서 배양하고, 20일 후에 성숙을 위해 외식편을 단계 2 배

지로 옮겼다.  이 시스템에서, 배아는 성숙하게 발생하였으며, 녹색의 큰 자엽을 갖는 성숙한 배아를 배아발생

의 새로운 사이클을 시작하기 위해 사용하였고, 다른 시스템에는 어뢰형 배아를 2차 체세포 배아발생의 새로운

사이클을 시작하기 위해 사용하였다.  이러한 성숙한 배아의 증식 시스템은 표 1에 언급된 유전형의 14 20에서

테스트하였다.  모든 유전형에서, 단지 몇 개의 성숙한 배아만이 활용 가능하다는 사실에도 불구하고, 하나를

제외한 모든 유전형이 2,4-D 강화 배지에서 배양된 후 새로운 성숙한 배아를 1차 체세포 배아발생에서 관찰된

것보다 상당히 높은 빈도로 제공하였다(Raemakers 외, 1993b, c, 200, 2001, Sofiari 외, 1996).  배아발생은

1년  이상  동안  성숙한  배아의  정규  계대배양에  의해  유지되었다(Szabados  외,  1987;  Mathews  외,  1993;

Raemakers, 1993).  새로운 체세포 배아가 액체 및 고체 배지에서 형성되었다.  모든 유전형에서, 고체 배지보

다 액체 배지에서 더 많은 배아가 형성되었으며, 2차 체세포 배아발생의 새로운 사이클의 시작 전의 배아의 분

열은 온전한 배아에 비해 생산률을 증대시킨 것으로 관찰되었다.  예를 들면 M. Col22에서, 고체 배지에서 배양

된 온전한 배아는 배양된 배당 8개의 배아를 생산한 반면, 액체 배지에서 배양된 분열 배아는 배양된 배당 32개

의 배아를 생산하였다(Raemakers 외, 1993c).  2,4-D, Picloram 및 Dicamba뿐 아니라, NAA도 2차 배아발생을

유도하는 능력을 갖는다.  IBA 및 IAA는 2차 배아발생을 유도하지 못했다.  NAA는 Adira A, Adira4, Gading,

Line 11, M. Col22, M. Col1505 및 Garding에서 성공적으로 사용되었다(Sofiari, 1996).  일반적으로, NAA 강

화 배지에서가 2,4-D, Picloram 또는 Dicamba 강화 배지에서보다 성숙한 배아를 더 많이 생산하였다.  나아가,
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NAA에 의해 유발된 배아의 발생은 2,4-D, Picloram 또는 Dicamba를 이용하는 경우보다 빨랐다. 배양 기간을 단

축시키는 것이 대규모 작업의 경우에 특히 유리한 효과를 갖는다.  

조직학적으로, 2,4-D에 의해 새롭게 유발된 2차 배아는 외식편에 수직으로 부착한 반면, NAA에 의해 유발된 것<39>

들은 수평적으로 부착하였다.  

일부 과학자들은 여전히 카사바의 특정 유전자형에서 배아발생 배지를 얻는데 문제를 안고 있다(Mroginski 및<40>

Scocchi, 1992; Taylor 외, 1992; Narayanaswamy 외, 1995; Sudarmonowati 및 Bachtiar, 1995).  주된 문제는

이 1차 외식편 유래의 배아발생 조직을 얻을 수 없다는 것이 아니고, 2차 배아발생에 의한 이 조직의 대규모 증

식이 불가능하다는 것이다.  이러한 목적을 위하여, 성숙한 배 또는 어뢰형 배로 이루어지는 조직을 사용할 수

있다.  어뢰형 배아의 증식은 고도의 유전형 의존성인 반면, 성숙한 배아의 증식은 대부분 유전형 비의존성이다

(Raemakers, 1993).  1차 및 2차 체세포 배아발생 모두 쌍극 구조를 갖는 번식체(propagule)의 형성을 특징으로

한다.  이러한 쌍극의 어뢰형 배아는 옥신이 강화된 단계 1 배지에서 이미 형성된다.  따라서, Taylor 등(199

5)은 유기적 배아발생이란 용어를 제안하였다.  유기적 세포는 특정한 통합체로 형성되는 조직 및 기관을 가지

는, 능동적으로 분열하는 세포의 군으로서 정의된다(Walker, 1989).  

몇몇 유기적인 유형의 체세포 배아발생이 Taylor 등(1995)에 의해 개발되었다.  연속 선별을 통해, 10 mg/ℓ의<41>

Picloram(GD2)이 강화된 Gresshoff 및 Doy(1972) 염 및 비타민 배지에서 배양된 유기적인 배아발생 조직은 보다

작은 유기 조직으로 점진적으로 전환되었다.  이 조직은 배우 취성인 (전구) 구형 배아의 칼루스 유사 물질로

이루어진다.  그러므로, 이 조직을 취성의 배아발생 조직(FEC)이라 칭하였다.  FEC 내의 세포는 연속적으로 이

들이  그룹  통제에서  이탈하는  단계이고,  그들은  통합된  구조로  조직되지  않기  때문에  FEC는  Gresshoff  및

Doy(1972) 비타민 및 염, 7 g/ℓ Daichin 아가, 20 g/ℓ 수크로오스 및 10 mg/ℓ Picloram(고체 GD2)로 이루어

지는 배지 상에서 유지된다.  3주마다 취성의 배아를 상기 배지에서 계대배양하였다.  액체 현탁물 배양을 개시

하기 위하여, 취성의 배 0.5 g을 Schenk 및 Hildebrandt(1972) 염 및 비타민, 60 g/ℓ의 수크로오스 및 10 mg/

ℓ의 Picloram(액체 SH6)으로 강화된 50 ㎖의 액체 배지를 함유하는 200 ㎖의 플라스크로 옮겼다.  2-7일마다

배지를 새로 교체하고, 14일 후 각 플라스크의 함유물을 5개의 새로운 플라스크 상에 나누었다.  오토클레이브

전에 pH를 5.7로 조절하였다.  배양 챔버 내의 온도는 30℃였고, 광조건 하에서 12시간, 광도는 40 μmolm
-2
s
-

1
였다.  6%의 수크로오스 및 10 mg/ℓ의 Picloram(SH6)가 강화된 Schenk 및 Hildebrandt(19972) 배지에서 FEC

를 배양하여 현탁액 배양을 개시하였다.  2-3일마다 배지를 새로 교체하였다.  

배양물을 고도의 취성 상태로 유지하기 위하여, FEC를 2개월에 1회씩 체질해야 한다.  실제, 1 mm
2
 메쉬의 체로<42>

선별하고자 하는 FEC는 계대배양을 위하여 사용될 것이다.  

FEC는 GD2 또는 SH6 상에서 어뢰형 배아를 거의 전혀 형성하지 않을 것이다.  어뢰형 배 및 후속의 성숙한 배아<43>

는 FEC가 성숙 배지에서 배양되는 경우에 형성된다.  성숙 배지는 Murashige 및 Skoog(1962) 염 및 비타민, 1

mg/ℓ의 Picloram로 이루어진다.  이 성숙 배지는 3주마다 새로 교체하였다.  

성숙한 배아는 2,4-D, Picloram, Dicamba 또는 NAA가 강화된 MS20 배지에서의 배양에 의해 2차 체세포 배아발생<44>

으로 유도될 수 있었다.  1차 및 2차 체세포 배아발생은 광범위한 유전형에서 확립하기가 비교적 용이한 반면

(표 1 참조), FEC는 당분간 몇몇 유전형으로 제한된다.  체세포 배아발생 및 유전자 형질전환의 새로운 시스템

을 위한 FEC의 전망은 이 시스템을 더 많은 유전형에 활용할 수 있도록 하는 데는 추가의 연구가 요구되기는 하

지만 유망하다.  이 과정의 본질적인 요소는 고품질 유기 조직의 활용성 및 FEC로 전환할 수 있는 이 조직의 능

력이다.  Taylor  등(1995)은 FEC를 개시하는 어뢰형 상태에서 증식된 유기적인 배아발생 조직을 사용하였다.

이  경우,  두  단계(유기적  조직의  개시  및  비유기적  조직으로의  전환)가  FEC의  성공적인  개시에  대해

결정적이다.  두 단계 모두 유전자 의존성이다.  Raemakers(1993)에 의해 설명된 바와 같이 유기적 조직이 성숙

한 상태에서 증식되는 경우에는 FEC로 전환하는 조직의 능력만이 FEC를 개시하는 결정적인 단계이다.  유기적

조직이 출발 물질로서 사용될 수 있는지의 여부에 대해서는 아직 연구 중이다.  유기적 조직이 사용될 수 없는

경우, 이 조직은 먼저 FEC를 개시하기 위해 사용하기 전에 성숙한 상태에서 증식되어져야 한다.  이는 외식편의

고밀도 배양 또는 또는기간의 감소 중 하나에 의해 용이하게 달성될 수 있다.  

FEC주는 R60, R90, M7, TMS60444 및 Adira 4에서 얻어졌다(Raemakers 외, 2000, 2001).  FEC로부터의 식물 재<45>

생은 R60,  R90,  M7,  TMS60444  및 Adira  4에서 달성되었다(Raemakers  외, 2000,  2001).   Taylor  등(2000)은

line 2, M. Col1505, TMS90853, Kataoli 및 Bonoua Rouge에서 FEC주를 얻었다.  
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원형질체로부터 식물의 재생 <46>

원형질체의 분리 <47>

원형질체의 분리를 위하여, 고체 GD2 및 액체 SH6에서 배양된 FEC 모두를 사용하였다.  원형질체의 최고 수율은<48>

액체 SH6에서 1 내지 3주 동안 배양한 FEC로부터 얻어졌다.  

FEC 2g을 10 ㎖의 세포벽 분해 용액을 함유하는 페트리 디시(Φ 9 cm)에 넣었다.  세포벽 분해 용액은 세포벽<49>

분해효소;  10  mg/ℓ의  펙톨라아제,  10  g/ℓ의  셀룰로오스,  200  mg/ℓ의  마세로  효소  성장  조절인자(NAA  1

mg/ℓ. 24-D 1 mg/ℓ, Zeatin 1 mg/ℓ); 주염(major salt; 368 mg/ℓ의 CaCl2; 34 mg/ℓ의 KH2PO4; 740 mg/ℓ의

KNO3; 492 mg/ℓ의 MgSO4.HO); 부염(minor salt; 19.2 mg/ℓ의 Na-EDTA; 14 mg/ℓ의 FeSO4ㆍH2O); 및 오스코티

컴(91 g/ℓ의 D-만니톨) 및 0.5 g/ℓ의 MES의 혼합물로 이루어진다.  세포벽 분해 효소 셀룰라아제(1-10 g/ℓ)

와 마세로자임(200 mg/ℓ)은 원형질체 분리에 성공적이다.  펙톨라아제(0.001-0.01 g/ℓ) 및/또는 드리셀라아제

(0.02 g/ℓ)의 가외 첨가는 원형질체의 수율을 증가시켰다.  18시간 배양 후, 10 ㎖의 세척 매질을 용액에 첨가

하였다. 오스몰 농도 0.530 mOsm/kg의 세척 매질은 주염(세포벽 분해 용액 참조), 45.5 g/ℓ의 만니톨 및 7.3

g/ℓ의 NaCl로 이루어졌다.  분해된 조직을 73 μM 다공 크기의 필터(PA 55/34  Nybolt-Switzerland)를 통해

250 ㎖의 유리 비커로 여과하였다.  여과물을 2개의 12 ㎖ 원뿔형 스크류 캡 튜브 상에 동등하게 나누어 넣고,

600 rpm에서 3분간 원심분리하였다(Mistral 2000).  상청액을 제거한 후 세척 과정을 1회 반복하였다.  원형질

체 용액을 주염 및 부염(세포벽 분해 용액 참조) 및 105 g/ℓ의 수크로오스를 함유하는 9.5 ㎖의 용액에 부유시

켜 재현탁하였다.  pH는 5.8이었고, 오스몰 농도는 0.650 mOsm이었다.  원형질체를 함유하는 용액을 5분 동안

평형화시키고, 0.5 ㎖의 세척 매질을 상부에 서서히 첨가하였다.  700 rpm에서 15분간 원심분리한 후(Mistral

2000), 원형질체를 수크로스와 세척 매질 사이의 밴드에 집중시켰다.  원형질체 층을 파스퇴르 피펫으로 수확하

고, 수율은 표준 혈구계(haemocytometer) 챔버에서 계측하였다.  

원형질체 배양 <50>

원형질체를 페트리 디시에서 동일한 액체 배지를 함유하는 0.2 w/v%의 아가로스(Dons en Bouwer, 1986)로 고형<51>

화한 배지에서 배양하였다.  하기의 배지는 마이크로 칼루스의 형성을 유발하였다: 

-  옥신(0.1-10 mg/ℓ의 NAA 또는 0.1-10 mg/ℓ의 Picloram, 또는 0.1-10 mg/ℓ의 IAA, 또는 0.1-10 mg/ℓ의<52>

2,4-D,  또는  0.1-10  mg/ℓ의  Dicamba,  또는  0.1-10  mg/ℓ의  또는 0.1-10  mg/ℓ),  또는 옥신과 사이토키닌

(0.01-1 mg/ℓ의 제아틴, 0.01-1 mg/ℓ의 2-iP, 0.01-1 mg/ℓ의  BA, 0.01-1 mg/ℓ의 TDZ, 0.01-1 mg/ℓ의 카

이네틴)이 강화된 TM2G 배지(Wolters 외, 1991); 

-  옥신(0.1-10 mg/ℓ의 NAA 또는 0.1-10 mg/ℓ의 Picloram, 또는 0.1-10 mg/ℓ의 IAA, 또는 0.1-10 mg/ℓ의<53>

2,4-D, 또는 0.1-10 mg/ℓ의 Dicamba), 또는 옥신과 사이토키닌(0.01-1 mg/ℓ의 제아틴, 0.01-1 mg/ℓ의 2-iP,

0.01-1  mg/ℓ의   BA,  0.01-1  mg/ℓ의  TDZ,  0.01-1  mg/ℓ의  카이네틴)이  강화된  배지  A(Murashige  및

Skoog(1962) 염 및 비타민, 4.5 g/ℓ의 마이오-이노시톨, 4.55 g/ℓ의 만니톨, 3.8 g/ℓ의 자일리톨, 4.55 g/

ℓ의 소르비톨, 0.098 g/ℓ의 MES, 40 mg/ℓ의 아데닌설페이트 및 150 mg/ℓ의 카제인 가수분해물, 0.5 mg/ℓ의

d-칼슘-판토테네이트, 0.1 mg/ℓ의 콜린-클로라이드, 0.5 mg/ℓ의 아스코르브산, 2.5 mg/ℓ의 니코틴산, 1 mg/

ℓ의 피리독신-HCl,  10  mg/ℓ의 티아민-HCl,  0.5  mg/ℓ의 폴산, 0.05  mg/ℓ의 바이틴, 0.5  mg/ℓ의 클리신,

0.1 mg/ℓ의 L-시스테인 및 0.25 mg/ℓ의 리보플라빈 및 59.40 g/ℓ의 글루코오스).  

9 ㎖의 새로운 배지를 교체하여 배지를 매일 새롭게 하였다.  제1 배지에서 2개월 동안 배양한 후, 고품질의<54>

FEC를 선별하고 추가 증식 또는 성숙을 위해 배양하였다.  증식을 위하여, FEC를 40 g/ℓ의 수크로오스, 7 g/ℓ

의 Daichin 아가 및 2 mg/ℓ의 Picloram이 강화된 Gresshoff 및 Doy(1974) 배지로 옮겼다.  3주 후, FEC를 20

g/ℓ의 수크로오스, 7 g/ℓ의 아가 및 10 mg/ℓ의 Picloram(GD2)이 강화된 Gresshoff 및 Doy(1974) 배지로 옮

겼다.  1.0 g의 FEC를 10 mg/ℓ의 Picloram으로 강화된 액체 SH6% 배지로 옮겨 현탁액 배양을 개시하였다.  2주

후, 현탁액을 1.0 ㎖의 초기 밀집 세포 부피로 새로운 플라스크로 나누었다.  

2개월 동안 배양한 후, 10
4
의 원형질체는 0.5 mg/ℓ의 NAA 및 1 mg/ℓ의 제아틴으로 강화된 TM2G에서 1058 마이<55>

크로-칼리를 생산하는 10
5
/㎖의 밀도에서 배양하고, 10

4
의 원형질체는 1058 마이크로-칼리를 생산하는 10

6
/㎖의

밀도에서 배양하였다.  

TM2G 배지를 배지 A로 교체하여 두 밀도 모두에서 마이크로-칼리의 수를 현저하게 감소시켰다.  이 단계에서,<56>
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적어도 3가지 유형의 칼리가 구별될 수 있다.  한가지 유형은 대부분 10
6
의 밀도에서 배양된 원형질체에서 발견

된 구형의 배로 이루어졌다.  이들의 일부는 밝은 녹색의 자엽 유사 구조를 발생시킨다.  그러나, 이들 배아는

적절하게 발아할 수 없었다.  다른 유형은 급속 성장하여 크고 치밀한 칼루스를 형성하으며, 이들은 두 밀도 모

두의 원형질체 배지에서 발견되었다.  이 칼루스는 배아를 전혀 발생시키지 않았다.  세 번째 유형은 고도의 취

성 칼루스였으며, 두 밀도 모두에서 관찰되었다.  2-5 x 10
5
의 밀도에서(배지 TM2G), 약 60%의 칼리가 취성이었

으며 배아발생성이었다.  추가의 증식 또는 성숙을 위해 FEC를 계대배양하였다.  

원형질체로부터 유래된 FEC의 증식 <57>

FEC를 선별한 뒤, 0.1 g을 2 mg/ℓ의 Picloram이 부가된 GD4 상에서 3주 동안 배양하여, 0.7 g의 조직으로 증<58>

가시켰다.  95% 이상의 조직은 고품질의 FEC로 이루어졌다.  후속하여, 이 조직을 10 mg/ℓ의 Picloram가 강화

된 GD2 상에서 3주 동안 계대배양하여 유지시켰다.  현탁 배양을 개시하기 위하여, FEC를 액체 배지로 옮겼다.

이 물질의 밀집 세포 부피(PCV)의 증가는 원래 물질보다 약간 높았다(데어터는 제시하지 않음).  

원형질체로부터 유래된 FEC의 성숙 <59>

배아의 성숙을 유도하기 위하여, TM2G에서 2개월 동안 배양한 후 분리된 FEC를 성숙 배지 상에서 배양하였다.<60>

성숙 배지는 Murashige 및 Skoog(1962) 염 및 비타민, 10 g/ℓ의 Daichin 아가, 0.1 g/ℓ의 마이오-이노시톨,

20 g/ℓ의 수크로오스, 18.2 g/ℓ의 만니톨, 0.48 g/ℓ의 MES, 0.1 g/ℓ의 카제인 하이드레이트, 0.08 g/ℓ의

아데닌 설페이트, 0.5 mg/ℓ의 d-칼슘-판토테네이트, 0.1 mg/ℓ의 콜린 클로라이드, 0.5 mg/ℓ의 아스코르브산,

2  mg/ℓ의  니코틴산,  1  mg/ℓ의  피리독신-HCl,  10  mg/ℓ의티아민  HCl,  0.5  mg/ℓ의  폴산,  0.05  mg/ℓ의

바이틴, 0.5 mg/ℓ의 글리신, 0.1 mg/ℓ의 L-시스테인, 0.25 mg/ℓ의 리보플라빈 및 1 mg/ℓ의 Picloram으로

구성되었다.  이 성숙 배지를 3주 간격으로 교체하였다.  

이 배지에서 증식에서 성숙으로의 점진적인 이동이 있다.  결과로서, 밀집 세포 부피는 액체 성숙 배지에서 2주<61>

배양한 후 인자 4와 함께 증가하였다.  또한, 고체 성숙 배지로 옮긴 후에는 증식이 있었다.  고체 배지에서 2

주 후, 대부분의 배아는 구형에 도달하였으며, 이들 구형 배 중 몇몇만이 추가 발생하였다.  제1 어뢰형 배아는

고체 성숙 배지 상에서 1개월 배양한 후 가시화되었다.  성숙한 배 및 어뢰형 배아의 개수는 플레이팅 효율과는

관련이 없고, 초기 배양된 원형질체의 밀도와 관련이 있었다.  원형질체를 성장 조절인자가 함유되지 않은 TM2G

에서 배양한 경우에는 그러한 배아가 전형 얻어지지 않았다.  성숙한 배 및 어뢰형 배아의 최고 개수는 0.5 mg/

ℓ의 NAA 및 1 mg/ℓ의 Zeatin이 강화된 TM2G에서 배양한 원형질체로부터 형성되었다.  NAA를 Picloram로 교체

한 경우에는 어뢰형 배 및 성숙한 배아의 개수 현저하게 감소하였다(표 2).  테스트된 Picloram 농도 2 mg/ℓ에

서 최상의 결과가 얻어졌다.  3개월 동안 배양한 후, 60개에서 200개 사이의 어뢰형 배 및 성숙한 배아가 아가

로스 그룹당 분리되었다.  어뢰형 배아는 새로운 성숙 배지 또는 0.1 mg/ℓ의 BAP가 첨가된 MS2에서 배양한 경

우 높은 빈도로 성숙되었다.  

원형질체로부터 유래된 성숙한 배아의 2차 체세포 배아발생 및 발아 <62>

10 mg/ℓ의 NAA 또는 8 mg/ℓ의 2,4-D가 강화된 액체 또는 고체 MS2 배지에서 배양한 경우, 단지 몇 개의 어뢰<63>

형 배만이 2차 배아를 형성하였다(데이터는 제시하지 않음).  성숙한 배아가 2차 배아발생을 위한 더 우수한 외

식편이었다.  액체 및 고체 배지 모두에서, 2,4-D는 NAA에 비해 2차 배아발생 유도에 있어 우수하였다.  성숙한

배아를 먼저 2,4-D 중에서 배양한 뒤, 액체 NAA에서 배양한 경우, 반응은 2,4-D 단독 배지 중에서 배양한 경우

의 반응과 유사하였다.  2,4-D를 함유하는 배지에서 2차 체세포 배아발생의 한 사이클을 진행한 배도 10 mg/ℓ

의 NAA가 강화된 MS20에서 2차 배아를 매우 효율적으로 생산하였다. 

순환성 또는 2차 체세포 배아의 발아를 액상 배지에서 옥신 2,4-디클로로페녹시아세트산(2,4-D) 또는 나프탈렌<64>

아세트산(NAA)에 의해 유도하고 비교하였다.  모든 유전자형에서 건조가 NAA 유도된 배아의 정상적 발아를 자극

하였다.  그러나, 건조된 배아는 높은 빈도의 발아를 위한 벤질아미노푸린(BAP)과 같은 사이토키닌으가 강화된

배지를 요구한다.  얻어진 묘목의 형상은 BAP의 농도에 의존하였다.  1 ㎎/ℓBAP에서는, 두껍고 짧은 직근과 마

디와 마디 사이가 짧은 가지의 싹이 형성되었다.  0.1 ㎎/ℓBAP에서는, 직근은 가늘고 길고, 싹은 하나 또는 두

개의 정단 분열조직을 가졌다.  배아를 최적으로 건조시키지 못했다면, 배아가 발아를 자극하기에 최적으로 건

조된 경우보다 고농도의 BAP가 필요하게 된다.  또한, 암소에서 배양된 건조 배아는 저농도의 BAP를 필요로 하

고, 이들 배아는 명소에서 배양된 배아보다 빠르게 발아하였다.  체세포 배양 유발 4주 후에 완전 식물을 얻었

다.  2,4-D 유도된 배아에서는 상이한 반응을 나타냈다.  오직 하나의 유전자형 건조물만이 2,4-D 유도된 배아

의 발아를 촉진하였고, 3개의 상이한 유전자형에서는 그렇지 않았다.  모든 유전자형에서 건조는 뿌리의 형성을

- 11 -

등록특허 10-0928911



자극하였다.  암소에서 배양된 배아는 예정대로 부정근을 형성하였으나, 명소에서 배양된 배아는 예정대로 직근

을 형성하였다.  

유전자 운반 시스템<65>

과거 수년에 걸쳐, 실리콘 섬유(Kaepperler et al., 1990), 미이크로인젝션(DeLaat and Blaas, 1987) 및 전기<66>

천공법(Griesbach 및 Hammond, 1993)과 같은 DNA를 식물 원형질체로 운반하는 여러 가지 기술이 개발되어 왔다.

가장 공통적으로 사용되고 잠재적으로 활용 가능한 것은 아그로박테리아-매개의 유전자 운반, 마이크로인젝션/

입자 충격 및 원형질 전기천공이 있다.

가장 흔하게 사용되는 기술은 아그로박테리아 종창 DNA 운반 시스템이다.  이것은 아마도 식물에 DNA를 운반한<67>

첫 번째 발명이 이 방법을 사용한 것과 관련이 있을 것이다.  초기에는 Kalachoe와 Solanaceae, 특히 담배로 제

한되었으나, 최근에는, 아그로박테리아-매개된 형질전환의 사용은 극적으로 변화하여서, 외떡잎으로 한정된 옥

수수와 벼와 같은 중요 외떡잎 식물을 포함하는 광범위한 식물을 형질전환시키는 것이 가능하다(Wordragen 및

Dons, 1992).  

카사바가 아그로박테리아의 숙주이긴 하지만, 이것에 잘 수용되지 않는 것으로 밝혀졌다.<68>

카사바 유래의 FEC는 아그로박테리아 종창을 통해 효과적으로 형질전환된 바 있다(Raemakers  et  al.,  2000,<69>

Schreuder et al., 2001).  Raemakers et al., 2000, 및 Schreuder et al., 2001에 기재된 방법을 사용하여

CaMV 프로모터의 제어하에서 안티센스 gbss 유전자를 담지하는 유전자형 Adira 4 및 TMS604444로부터 유전자 변

형된 식물을 성공적으로 생산하였다.  

주 원형질체는 DNA 운반을 위한 가장 이상적인 외식편이다.  이들은 단일 세포로 배양되어 식물이 성장하는 다<70>

중 세포 콜로니를 생산할 수 있다.  원형질체로부터 유래된 식물은 일반적으로 본래 클론성이다.  유전자이식

식물에서 키메리즘을 제거할 것이므로, 임의의 형질전환 시스템에서 유용한 수단을 제공한다.  그러나 이러한

원형질의 사용에 의해 높은 종 의존성을 가진 생식계에 위험을 초래한다.  형질전환을 위해, 예를 들면 Lolium

multiform(Potrykus et al., 1985) 및 Triticum monococcum(Loerz et al., 1985)에 기재되어 있는 바와 같이,

PEG와 결착하는 데 원형질체를 사용하여, DNA를 세포질 내에 도입하도록 가역적 투과성이 유발되도록 플라즈마

막을 변형시킨다.  플라즈마 막과 심지어 세포벽에 대해 DNA의 투과성을 증가시키는 다른 기술은 전기천공에 의

한 것이 있다(Jones et al., 1987, 감수).  이 방법에서는 전기 펄스에 의해 DNA를 세포 내로 유입시킨다.  벼

는 원형질체 전기천공에 의해 얻어진 재생성이 있는 유전자전환 첫 번째 곡류이다(Shimamoto et al., 1989).  

외래 DNA를 운반하기 위해 입자 충격 또는 biolistic을 사용하여 카사바 형질전환에 대한 대안의 방법을 제공한<71>

다.  입자 충격은 임의의 조직에서 거의 모든 세포 내로 DNA를 운반시킬 수 있는 유일한 방법이다. 이 방법을

이용하여 얻어진 첫 번째 유전자전환 식물은 담배이다(Klein et al., 1989).  이 형질전환 방법의 성공 후, 입

자 충격은 아그로박테리아 감염에 덜 수용적인 식물, 특히 외떡잎 식물에서 널리 사용되고 있다.  입자를 가속

화시키는 몇 가지 DNA 운반 장치의 개선은 가장 최근의 모델인 Biolistic™PDS-1000(Bio-Rad Laboratories, 미

국 캘리포니아주 Richmond 소재)을 만들었다.  이들 장치는 시판되고 있지만, 현재는 가격이 상대적으로 고가이

다.  DNA로 코팅된 텅스텐 또는 금 입자가 통상 DNA를 표적 조직에 운반하는 미세투사물로 사용된다(Songstad

et al., 1995 감수). 

유전자 변형에 사용되는 선별 및 리포터 유전자<72>

형질전환된 세포를 동정하기 위해, 관심의 유전자를 선별할 수 있는 마커 유전자와 결합시킨다.  마커 유전자는<73>

형질전환된 세포를 선별하는 데 필수적인 것이다.  형질전환된 세포/조직의 가시적 특징에 기초하여 선별할 수

있다. 개똥벌레에서 분리된 루시퍼라제 유전자를 예로 들 수 있다.  이러한 유전자를 발현하고 기질(루시퍼린)

이 제공된 식물 세포는 특정 장치에 의해 검출할 수 있는 빛을 발산할 것이다(Ow et al. 1986).  형질전환된 조

직을 선별하는 다른 방법은 항생제 또는 제초제에 대한 내성을 코딩하는 유전자를 도입시키는 것이다(Thompson

et al., 1987; Gordon-Kamm et al., 1990).

다수의 항생제와 제초제가 식물 형질전환에서 선별제로 사용되어 왔다.  곡류에서, 제초제 포스피노트리신(PR<74>

T)에 대한 내성을 유전자전환 식물의 선별을 위해 선택하였다(Cao et al., 1990).  Carica papaya(Fitch et

al., 1994), Vitis vinifera(Nakano et al., 1994, Scorza et al., 1994), 메이즈(Rhodes et al., 1988) 및

벼(Chen et al., 1987)에서, 카나마이신 및 관련 항생제(Fraley et al., 1986)에 대한 내성을 부여하는 네오마

이신 포스포탄스퍼라제 (NPTII) 유전자를 선별 가능한 마커로 사용하였다. 
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카사바에는 상기에 언급된 모든 선별 시스템을 사용할 수 있지만, PPT계 선별이 성숙한 배아를 형성하는 FEC의<75>

능력을 개선시키고 식물로 재생력을 증가시킨다는 이점을 가지고 있다.  

다음은 괴근에 고아밀로펙틴 함량을 가진 카사바 식물을 생산하고자 하는 목적으로 카사바 식물을 유전학적으로<76>

변형시키는 방법을 설명하고 있다.

카사바 gbss 유전자의 분리 및 식물 형질전환 벡터의 재작<77>

이전의 연구에서, gbss 유전자를 감자 gbss 유전자(Visser et al., 1989)를 프로브로 이용하여 카사바로부터 분<78>

리하였다(Salehuzzaman et al., 1993).  gbss 유전자를 pUC19에서 감자 gbss 프로모터(Visser et al., 1991)와

노팔린 합성효소 종결자 사이에 안티센스 방향으로 서브클로닝하여, 벡터 pAG61을 유도하였다(Salehuzzaman et

al., 1993).  또한, 단백질 합성 연장 인자 1-알파와 같은 다른 바람직한 괴경 특이적 프로모터(Suhandono et

al., 2001), 카사바 gbss 또는 CaMV과 같은 좀더 일반적인 프로모터가 gbss와 같은 유전자의 직접 발현에 사용

될 수 있다.  

완전 루시퍼라제 유전자(BgⅢ 단편)를 pJIT100(Guerineau et al., 1993)에서 분리하고 pAG61의 BamHI 자리에<79>

삽입하였다.  이것으로 pGBSSaa2 및 pGBSSas7의 상이한 2가지 벡터가 생성되었다.  2가지 벡터사이의 차이점은

서로 루시페라제와 안티센스 gbss 유전자의 방향이다.  2가지 구조체 모두 고아밀로펙틴 함량을 가진 카사바 식

물을 성공적으로 생산하였다.

사용된 식물 원료 및 조직 배양 배지<80>

Murashige와 Skoog(1962) 염 및 비타민 및 40 g/ℓ 수크로오스(MS4)가 강화된 배지 상에서 하나의 노드 절단물<81>

을 매월 계대배양하여 유전자형 TMS60444의 식물을 유지시켰다.  취성의 배아발생 유합조직(FEC) 세포주를 다음

과 같이 개시시켰다: 

- 공여체 식물로부터 분열조직 또는 미성숙 잎을 분리하고,<82>

- 6 ㎎/ℓ의 NAA 및 6 ㎎/ℓPicloram가 강화된 MS40 상에서 분열조직/잎을 배양하고,<83>

- 밀집된 배아발생 조직을 분리하여, Gresshoff 및 Day(1974) 염 및 비타민, 60 g/ℓ 수크로오스 및 10 ㎎/ℓ<84>

Picloram(GD6)가 강화된 배지에서 배양하고,

- GD6 배지에서 배양된 FEC를 분리하고, FEC를 GD6 배지 상에 3주 동안 계대배양하여 유지시킨다.  Schenk 및<85>

Hildebrandt(1972) 염 빛 비타민, 60 g/ℓ의 수크로오스 및 10 ㎎/ℓ의 Picloram(SH6)가 강화된 액상 배지 50

㎖를 함유한 200 ㎖의 플라스크 내로 FEC 0.5 g을 옮겨 액체 배양을 개시하였다.  배지를 1주일에 2회 갈아주고

2주 후에는 각 플라스크의 내용물을 5개의 새로운 플라스크로 나누어 담았다.  플라스크를 회전식 교반기(LAB-

line Instrucments Inc. Model 3519) 상에서 120 rpm으로 배양하였다.

입자상에 DNA 코팅<86>

Cabe  등(1988)에  의한  방법을  사용하여  입자상에  DNA를  코팅하였다.   80  ㎍의  DNA(Promega사의  WizardTM<87>

Maxipreps DNA 정제 시스템을 이용하여 분리)를 10 ㎎의 금입자(1.6 ㎛, BioRad), 30 ㎕의 5M NaCl, 5 ㎕의 2M

tris HCl(pH 8.0),965 ㎕H2O, 100㎕의 25% PEG 1550, 100 ㎕의 0.1M 스퍼미딘 및 50 ㎕의 2.5M CaCl2와 혼합하

였다.  원심분리 후, 펠릿을 10 ㎖의 무수 알콜에 재현탁하고 간단하게 초음파 처리하였다.  160 ㎕의 재현탁물

을 마크로캐리어 상에 비스듬하게 놓인 마크로캐리어 홀더의 홀에 피펫을 사용하여 넣었다.  5분 후, 마크로캐

리어 홀더를 꺼냈다.  금비드의 박막으로 덮인 마크로캐리어를 오븐 내에서 건조시키고(10분, 40℃) 충격에 사

용하였다.

FEC의 충격 및 유전자전환 식물의 선별 <88>

적어도 5주동안 액상 SH6 배지내에 배양된 FEC를 채로 걸려(1 ㎜ 메쉬) 수집하였다.  FEC 100 ㎎을 GD6 배지상<89>

에 퍼트리고 BioRad PDS-100He biolistic 장치(헬륨압 1100 p.s.i., 디스크 탈장과 마크로 캐리어 사이 및 마

크로캐리어와 스톱퍼 플레이트 사이의 0.5 ㎝ 거리, 스톱퍼 플레이트와 FEC 사이의 5.0 ㎝, 27 인치 Hg 진공)를

사용하여 충격을 가하였다. 

TMS60444 유래의 FEC를 가진 총 212 및 184개의 페트리 디시를 각각 GBSSas2 또는 GBSSas7 구조체로 각각 충격<90>

을 가하였다.  충격후, 충격된 FEC를 액체 SH6배지로 충전된 플라스틱 포트내에서 배양하였다.  2주 후, FEC를

고체 GD6 배지상에서 수집하고 루시페라제 활성을 분석하였다.  각각의 루시퍼라제(LUC) 스폿을 개별적 세포주
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로 계대배양하였다.  총 186개의 luc 스폿을 GBSS7을 가진 구조체 GBSSas2 및 222에 의해 생산하였다.  LUC 활

성을 가진 FEC 유닛의 정확하게 위치를 정하는 것이 불가능하고 유전자변형 조직의 손실을 방지하는 것이 불가

능하기 때문에, LUC 스폿의 0.5-1 ㎝ 반경 주변 내에 조직을 액상 SH6 배지로 옮겼다.  루시퍼라제 활성이 없는

세포주를 버리고 4개 이상의 스폿을 가진 세포주를 서브클럼프 분할을 위해 사용하였다.  1-3개의 스폿을 가진

세포주를 다시 액상 SH6 배지로 옮기고 2주 후에, 다수의 스폿이 4개 이상으로 증가된 세포주를 서브클럼프 분

할에 사용하였고, 다른 것은 버렸다.

pGBSSas2로 충격으로부터 44개의 세포주를 얻고, pGBSSas7로 충격으로부터 40개의 세포주를 얻었다.  유전자변<91>

형 조직을 서브클럼프 분할로 칭하여지는 방법(Raemaker et al., 2000)으로 분리하고 정제하였다.  루시퍼라제

양성 스폿 주변(0.5 내지 1㎝ 지름)의 조직을 계대배양하여 서브클럼프 분할을 시작하였다.  조직을 GD6 배지상

에서 가능한 한 세밀하게 분할하였다.  2주 후, 페트리 디시는 FEC 조직의 작은 클럼프로 덮혔다. LUC 양성 클

럼프만을 계대배양하였다.  이것을 위해, 클럼프를 서브클럼프로 분할하고 GD6 배지 상에서 배양하였다.  이 선

별 과정을 1-2회 이상 반복하고 조직을 식물로 재생시키기 위해 배양하였다.  이것을 위해 84개의 FEC 세포주를

성숙 배지(1 ㎎/ℓPicloram으로 부충된 MS4) 상에서 10-12주 동안 매2-3주마다 계대배양하였다.  뇌관 모양의

체세포 배아를 FEC로부터 분리하고 0.1 ㎎/1BAP가 강화된 MS4에서 배양하여서 더욱 성숙시켰다.  성숙한 체세포

배아는 액상에서 우선 2주동안 배양한 후 고체 발아 배지(MS4+1 ㎎/ℓ BAP)에서 배양시켰다.  식물은 MS4 배지

에서  뿌리를  내렸다.   식물을  31개의  44GBSSas7  배양된  세포주  및  27개의  40  GBSSas7  배양된  세포주에서

얻었다.  이들 식물을 우선 8% 수크로오스가 강화된 Murashige 및 Skoog 배지에서 우선 성장시켜 카사바 식물의

줄기에 전분을 축적시켰다(Salehuzzaman et al., 1994).  아밀로즈/아밀로펙틴 비율을 실험실내에서 Lugol 용액

(I2:KI)으로 증점된 줄기의 교차점을 요오드 염색하여 가시화하였다.  염색된 줄기부를 현미경으로 관찰하였다.

총 9개의 세포주(GBSSas2에서 3개 및 GBSSas7에서 6개)에서 변경된 염색 패턴을 가진 식물을 생산하였고, 이것

은 상기 식물이 줄기에서 변화된 전분 조성을 가졌다는 것을 의미한다.  이들 식물을 온실로 옮겨 괴경을 형성

하도록 하였다.  3개월 후, 뿌리의 껍질을 벗겨 저장 뿌리의 중심부를 소량의 Na2S2O5를 함유한 물에서 실험실

블랜더에서 갈았다.  슬러리를 전분 분리를 위해 Sanamat로 이동하였다.  물-전분 과립 현탁액을 원심분리관으

로 이동시켜 원심분리하였다.  전분을 20℃에서 3일간 건조시켰다.

아밀로펙틴/아밀로즈 함량을 Hovenkamp-Hermelink et al.(1988)에 의해 기재된 방법으로 측정하였다.<92>

총 2개의 세포주(하나는 GBSSas2 및 다른 하나는 GBSSas7)가 양 테스트에서 고아밀로펙틴 함량을 가진 식물을<93>

제공하였다.  1년 후, 동일 식물을 다시 온실로 이동하였다.  2가지 세포주의 총 30개의 식물의 전분을 요오드

염색 및 분광분석법으로 분석하였다.  모든 식물은 고아밀로펙틴의 전분을 가졌다.  동시에, 전분을 3000개 이

상의 식물로부터 전분을 분리하여 3군대의 상이한 실험실에서 분석하였으나, 역시 고함량의 아밀로펙틴을 가진

전분이 나타났다.  

물질 및 방법 <94>

샘플 <95>

타피오카 전분 대조군 샘플<96>

아밀로펙틴 타피오카 전분 Wageningen사 제조의 AFC3KD <97>

감자 전분 Oostermoer 1998<98>

아밀로펙틴 감자 전분 Oostermoer 1996<99>

옥수수 전분 Meritena A <100>

밀랍성 옥수수 전분 Meritena 300<101>

방법 <102>

질소 함량(Ntotal)<103>

ISO 5378(1978), 전분 및 유도 산물 - 케달법(Kjedahl method)에 의한 질소 측정 - 분광광도법.  <104>

입자 크기 분포 <105>

입자 크기는 Coulter 보정 표준 P.D.V.B. Latex 로트 F.34로 보정된 Coulter Multisizer Ⅱ를 이용해 측정한다<106>

(직경 측정 튜브 140㎛, 측정 클래스의 수 256, 측정 범위 3,1-107,7 ㎛(감자) 및 2,8-82.0 ㎛(기타 전분)).
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샘플을  염  등장액(DiluidTM  아지드  프리,  J.T.  Baker)에서  현탁하고  초음파조(Branson  5510)  내에서

균질화한다.  

시차주사 열량법 <107>

Perkin-Elmer DSC-7을 이용하여 시차주사 열량법 실험을 수행한다.  적어도 10 mg의 전분 및 40 mg의 탈염수를<108>

스테인리스 스틸 DSC-팬에 넣고 전분의 수분 함량을 고려하여 80%의 수분함량을 얻는다.  DSC-팬을 밀폐하여 밀

봉하고 하나를 실온에서 하룻밤 동안 저장하여 평형화시킨다.  다음날, 샘플을 10℃/분의 속도로 5℃에서 130℃

로 가열한다.  

건조 물질 함량 <109>

ISO 1666(1997), 전분 및 유도 산물 - 수분 함량의 측정 - 오븐 건조법.  <110>

회분 함량(IV) <111>

고유 점도는 H.W. Leach in Cereal Chemistry, vol. 40, pg595(1993)에 기재된 바와 같이, 용매로서 1M의 수산<112>

화나트륨을 이용하고 Ubbelohde 점도 측정기를 이용하여 공지된 방식으로 측정하여 g/㎗ 단위로 나타낸다.  

인 함량(P) <113>

ISO 3946(1982), 전분 및 유도 산물 - 전체 인 함량의 측정 - 분광광도법.  <114>

점도 동향 <115>

Newport Scientific사 제조의 Rapid Visco Analyser(RVA)를 이용해 측정.  400 rpm에서 탈염수 중의 6% 농도에<116>

서 90°에서 5분간 측정하고, 분단 14°의 속도로 30°로 냉각한다.  

사슬 길이 분포 <117>

이소아밀라아제를 이용해 아밀로펙틴 전분의 가지를 제거하고, 얻어진 선형의 알파-1,4-말토-올리고사카라이드<118>

를 펄스 전류 검출 시스템을 이용하는 고성능 음이온 교환 크로마토그래피를 이용해 측정한다.  

결과 <119>

결과는 하기의 표에 나타낸다.  <120>

표 1:  사슬 길이 분포(중량 평균)<121>

<122>
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표 2:  각종 파라미터 <123>

<124>

표 3:  점도 파라미터 <125>

<126>

표 4:  입자 크기 분포<127>

<128>
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표 5:  DSC에 의해 측정된 겔화 동향의 결과 <129>

<130>

밀랍성 메이즈 전분과 비교한 아밀로펙틴 카사바 전분의 상이한 특성: <131>

-  낮은 Tg<132>

-  전분의 신속한 용해(겔화 온도 및 최고 온도 사이의 차이)<133>

-  약 20% 높은 점도 <134>

-  단백질 함량 낮음, 불순물 수준 낮음.  <135>

아밀로펙틴 감자 전분과 비교한 아밀로펙틴 카사바 전분의 특성: <136>

-  다소 낮은 Tg(< 1C)<137>

-  전분의 신속한 용해, 그러나 APS 점도는 높음(델타 C = 6C -BU = 1400) <138>

-  약 30% 낮은 점도 수준<139>

-  작은 과립 <140>

-  결정성.  <141>

표 6:  체세포 배아발생에 사용된 카사바의 유전형 <142>

<143>

표 7:  성숙한 배아의 성형과 반응하는 잎 외식편의 개수 및 배양 잎 외식편당 성숙한 배아의 개수(# ME/CLE)에<144>

대한 시험관내 공여체 식물의 성장기 동안의 광도의 영향 
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<145>

a, b
는 동일한 문자로 개별적인 카이-제곱 테스트(p<0.1) 및 LSD 테스트(p<0.1)에 의해 유의하지 않은 차이를 나<146>

타냄을 의미한다.  

표 8:  1차 성숙한 배아의 생산(시험관 식물로부터 분리된 배양 잎 외식편당 성숙한 배아의 개수), 그리고 이어<147>

이어서 11개의 나이지리아 카사바 유전형 및 M. Col22에서 2차 체세포 배아발생에 의한 성숙한 배아의 증식에

대한 2,4-D 사전처리의 영향

<148>

a)
 3개 실험의 평균(총 48-74 잎 외식편), 

b)
 2개 실험의 평균(총 24-48 ME 외식편.  <149>

따라서, 본 발명은 또한 천연 또는 가지 제거된 아밀로펙틴 카사바 (타피오카) 전분 모두와, 그러한 전분을 함<150>

유하는 조성물을 포괄한다.  상기 전분은 화학적 변형을 가하거나 가하지 않은 상태로 다양한 식품, 약제 및 산

업 용도로 유용하다.  

본 명세서에 사용된 아밀로펙틴 전분이란 보통 카사바 전분의 아밀로펙틴 함량보다 실질적으로 높은 아밀로펙틴<151>

함량, 특히 적어도 90 중량%, 더욱 바람직하게는 적어도 약 95 중량%, 가장 바람직하게는 적어도 약 98 중량%의

아밀로펙틴 함량을 가지는 전분 및 녹말을 의미한다.  

아밀로펙틴 카사바 전분은 상기의 FEC 방법을 통해 얻을 수 있다.  천연에서 발견될 수 있는 아밀로펙틴 카사바<152>

식물로부터 유래되거나, 또는 표준 육종법 및 교차육종법에 의해 얻어지거나, 유전자의 전좌, 역위, 형질전환

또는 기타 방법 또는 이들 변종을 포함하도록 하는 염색체 조작에 의해 얻어지는 아밀로펙틴 카사바 전분도 본

발명에 포함되며, 이렇게 하여 본 발명의 전분의 특성이 얻어진다.  또한, 인공 돌연변이 및 돌연변이 육종의

공지된 표준 방법에 의해 생산된 상기 조성의 변종들로부터 성장한 식물로부터 추출한 전분도 본 발명에 적용

가능하다.  
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실질적으로 순수한 전분은 아밀로펙틴 카사바 식물의 뿌리로부터 추출할 수 있다.  추출은 비제한적으로 뿌리의<153>

마쇄 및 수추출에 의해 잔류 성분으로부터의 전분 분리를 포함하는 당 기술분야에 공지된 방법에 의해 수행할

수 있다.  

아밀로펙틴 카사바 전분은 낮은 수준의 아밀로오스 및 높은 수준의 아밀로펙틴을 함유한다.  아밀로펙틴 카사바<154>

전분은 또한 보통의 카사바 전분보다 높은 점도, 특히 보통 카사바 전분의 적어도 약 30% 이상, 보다 구체적으

로는 적어도 50% 이상, 특히 적어도 약 80% 이상 높은 점도를 갖는다.  특히 적합한 아밀로펙틴 카사바 전분은

이하의 실시예 3의 a에서의 방법을 이용하여 급속 점도 분석기에 의해 측정하는 경우 적어도 약 1200, 보다 구

체적으로는 적어도 약 1300의 피크 점도를 갖는 것들이다.  

얻어지는 천연 전분은 다양한 용도에 바람직하고 독특한 특성 및 기능을 갖는다.  그러한 천연 전분은 화학적<155>

변성 없이 원하는 기능을 달성하는 부가의 이점이 있다.  그러나, 본 발명의 전분은 그들의 특성 및 기능을 더

욱 향상시키기 위해 변성될 수도 있다.  당 기술분야에 공지된 임의의 변성이 사용될 수 있으며, 이러한 변성법

으로는 화학적, 물리적 또는 효소적 변성이 포함된다.  

화학적 유도에는 에테르, 에스테르 또는 하프 에스테르, 예를 들면 하이드록시알킬 에테르, 아세테이트, 포스페<156>

이트, 숙시네이트, 즉 옥테닐 숙시네이트, 3급 및 4급 아민 에테르 등을 형성하는 것들이 포함될 것이며, 당 기

술분야에 공지된 임의의 다른 변성법에 의해서 이루어질 수도 있을 것이다.  

본 발명의 전분의 화학적 변성은 가교결합을 포함한다.  비제한적으로 에피클로로하이드린, 선형 디카르복시산<157>

무수물, 시트르산 아크롤레인, 포스포러스 옥시클로라이드, 아디프산/아세트산 무수물, 트리메타포스페이트염,

포름알데하이드, 시안우르산 클로라이드, 디이소시네이트 및 디비닐 설폰을 포함하는 당 기술분야에 공지된 임

의의 가교결합제가 이러한 목적으로 활용될 수 있다.  

본 발명의 전분은 WO 95/04082(1995년 2월 9일 공개됨)에 기재된 열 억제 또는 전단과 같은 방법에 의해 물리적<158>

으로 변성될 수 있다.  

본 발명의 전분은 비제한적으로 알파-아밀라아제, 베타-아밀라아제, 글루코아밀라아제, 이소아밀라아제 및 펄룰<159>

란아제를 포함하는 당 기술분야에 공지된 하나 이상의 효소에 의해 효소적으로 변성시킬 수도 있다.  

전분을 사전 젤라틴화할 수도 있다.  사전 젤라틴화 전분의 제조 방법의 예는 U.S.  4,280,851(Pitchon  외),<160>

U.S.  4,465,702(Eastman  외),  U.S.  5,037,929(Rajagopalan),  U.S.  5,131,953(Kasica  외)  및  U,S.

5,149,699(Rubens)에  기재되어  있다.   전분을  사전  젤라틴화하는  종래의  방법은  당업자들에게  잘  알려져

있으며,  다음과  같은  논문에도  제시되어  있다:  Chapter  XXⅡ  -  "Production  and  Use  of  Pregelatinize

Starch",  Starch:  Chemistry  and  Technology,  Vol.  Ⅲ  -  Industrial  Aspects,  R.L.  Whistler  및  E.F.

Paschall 편저, Academic Press, New York 1976.  

상기 전분은 산화, 특히 α-아밀라아제에 의한 효소 전환, 산 가수분해 또는 열 및/또는 산 덱스트린화에 의해<161>

제조되는 유동성 또는 저점도 전분으로 전환될 수도 있다.  

본 발명의 전분은 당 기술분야에 공지된 임의의 방법에 의해 정제하여 천연 전분 자체의 것이거나 전분 변성 과<162>

정 동안 생성된 냄새 및 색깔을 제거할 수 있다.  

당업자는 원하는 전분 특성 및 기능을 얻기 위하여 단일 또는 조합된 변성법을 이용할 수 있다.  이들 방법은<163>

당 기술분야에 공지되어 있으며, 얻어지는 전분 특성 및 기능은 활용된 변성의 유형, 변성 정도 및 반응 조건에

따라 가변적일 것이다.  

본 발명의 아밀로펙틴 카사바 전분을 이용하여 얻을 수 있는 기능으로는 비제한적으로 유화, 증점(thickening)<164>

및 점질화(viscosifying), 겔화 및 필름 형성이 포함된다.  

본 발명의 아밀로펙틴 카사바 전분은 비제한적으로 종이 제품, 식품, 약품 및 영양 제품, 개인 위생 용품 및 기<165>

타 산업 용품을 포함하는 각종 산업 분야에 사용될 수 있다.  

종이 제품은 비제한적으로 종이, 페이퍼보드, 라이너보드, 골판지, 카보드, 백 및 포장지를 포함한다. <166>

식품은 식용품을 의미하는 것으로서, 비제한적으로 시리얼, 빵 및 빵 제품, 치즈 및 모조 치즈 제품, 조미료,<167>

과자류, 부어 먹는 드레싱 및 떠먹는 드레싱을 포함하는 드레싱, 과일 및 크림 필링을 포함하는 파이 필링, 화

이트 소스 및 치즈 소스와 같은 유제 소스를 포함하는 소스, 그레비에, 모조 및 라이트(lite) 시럼, 푸딩; 카스
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타드, 요거트, 소어 크림, 파스타, 유제 음료를 포함하는 음료, 글레이즈, 수프 및 유아용 식품을 포함한다.  

약품 및 영양 제품에는 약제용 부형체, 비등성 정제를 포함하는 정제, 산분(dusting) 전분 및 분말, 그리고 선<168>

생물 제품이 포함된다.  

개인 보호 용품에는 비제한적으로 데오드란트 및 발한 방지제, 스프레이, 겔, 무스, 로션 및 포마드를 포함하는<169>

모발 고정제, 비누 및 클린저, 아이샤도우, 파우더, 파운데이션 및 볼연지를 포함하는 메이크업, 샴푸 및 컨디

셔너, 그리고 구강 세정제, 구취 제거제 및 치약이 포함된다.  

기타 산업 용품으로는 비제한적으로 세제, 그리고 루스필, 시트 및 쉐이프를 포함하는 생분해성 발포 제품이 포<170>

함된다.  

아밀로펙틴 타피오카 전분은 일반적으로 원하는 어떠한 수준으로도 사용될 수 있으며, 함량은 얻어질 기능에 따<171>

라 결정된다.  일반적으로, 아밀로펙틴 카사바 전분은 제품의 약 1 중량% 내지 약 95 중량%, 구체적으로는 약 5

중량% 내지 약 60 중량%, 보다 구체적으로는 약 10 중량% 내지 약 40 중량%의 함량으로 사용될 것이다.  

실시예 <172>

하기 실시예들은 본 발명을 추가 예시하고 설명하기 위한 것으로서, 어떠한 의미에서도 본 발명을 제한하고자<173>

하는 것이 아니다.  사용된 모든 백분율은 중량/중량을 기준으로 한다.  

하기 실시예에서, 사용된 타피오카 샘플들은 다음과 같다: <174>

카사바 1 = 타이에서 재배되고 National Starch and Chemical Company사(Bridgewater, NJ, USA)에 의해 시판되<175>

는 보통의 카사바 전분.  

카사바  2  =  인도네시아에서  재배되고  Avebe  B.A(Foxhol,  The  Netherland)에  의해  시판되는  보통의  카사바<176>

전분.  

ACS 1-3 = 안티센스 방식으로 GBSS 유전자를 도입하고 카사바 식물이 재생되는 FEC를 이용하여 유전적으로 생산<177>

한 아밀로펙틴 카사바 전분.  

감자 = Avebe B.A(Foxhol, The Netherland)에 의해 시판되는 보통의 감자 전분.  <178>

AMF 감자 = Avebe B.A(Foxhol, The Netherland)에 의해 시판되는 저아밀로오스 감자 전분.  <179>

옥수수 = National Starch and Chemical Company사(Bridgewater, NJ, USA)에 의해 시판되는 보통의 옥수수 전<180>

분.  

밀랍성 = National Starch and Chemical Company사(Bridgewater, NJ, USA)에 의해 시판되는 밀랍성(저아밀로오<181>

스) 옥수수 전분.  

실시예 1 - 아밀로오스 함량 <182>

a.  아밀로오스 함량은 전위차 적정을 통해 측정하였다.  대량 0.5 g의 전분 샘플을 10 ㎖의 진한 염화칼슘(약<183>

30 중량%) 중에서 30분 동안 90℃로 가열하였다.  샘플을 실온으로 냉각하고, 5 ㎖의 2.5% 우라닐 아세테이트

용액으로 희석하고, 잘 혼합한 뒤, 2000 rpm에서 5분간 원심분리하였다.  이어서, 샘플을 여과하여 투명한 용액

을 얻었다.  

전분 농도는 1 cm 편광계 세포를 이용하여 평광측정을 통해 측정하였다.  이어서, KCl 참조극을 가지는 플라티<184>

늄 전극을 이용하여 전위를 기록하면서 샘풀의 일부(보통 5 ㎖)를 표준화된 0.01 N의 요오드 용액으로 직접 적

정하였다. 굴절점에 도달하는 데 소요되는 요오드의 양을 결합된 요오드로서 직접 측정하였다.  1.0 g의 아밀로

오스가 200 mg의 요오드와 결합할 것으로 추정하여 아밀로오스의 함량은 계산하였다.  

편광 적정의 결과를 표 9에 나타내었다.  <185>
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표 9 <186>

<187>

표 9로부터 결정할 수 있는 바와 같이, 아밀로펙틴 카사바 전분은 보통의 카사바 전분보다 현저히 낮은 함량의<188>

아밀로오스를 함유한다.  

b.  아밀로오스 함량은 겔투과 크로마토그래프(GPC)를 이용해 측정하였다.  샘플은 4 내지 8 mg의 전분을 5 mM<189>

의 질산나트륨을 함유하는 4 g의 디메틸설폭사이드(DMSO) 중에 슬러리화하고, 100℃에서 2시간 동안 가열하여

준비하였다.  필요한 경우에는 샘플을 여과하고 140C 크로마토그래프(Waters Corporation, Amherst, MA)로 주

입하였다.  겔투과 크로마토그래프에는 4개의 칼럼(카드 칼럼, 10
5
, 10

3
, 10

2  
 미크론 (기명) 다공 크기 칼럼,

모두 Polymer Laboratories사(Amherst, MA) 제품)을 이용하였다.  이동상은 5mM 질산나트륨을 함유하는 디메틸

설폭사이드였다.  기구는 80℃의 온도에서 작동되었으며, 0.7 ㎖/분의 유속이 사용되었다.  칼럼은 풀란 표준

(Showa Denko K.K., Japan)을 이용해 5800에서 850,000의 범위로 보정하였다.  도 2는 보통 및 아밀로펙틴 카

사바 전분의 GPC에 의한 상대 분자량 분포를 나타낸 것이다.  도면으로부터 결정할 수 있는 바와 같이, 3개의

아밀로펙틴 카사바 전분은 약 6.83의 상대 log(분자량)에서 피크에 의해 나타난 바와 같은 현저히 높높은 아밀

로펙틴을 함유한다.  또한, 이는 유일한 주된 피크이다.  반면, 보통의 전분들은 각각 약 6의 상대 log(분자

량)에서 부가의 아밀로오스 피크를 나타내었다.  

실시예 2 - 구조 <190>

본 실시에서는 다음과 같은 절차를 통해 가지 제거를 수행하였다.  20 mg의 전분을 2 ㎖의 90% DMSO(10% 물)에<191>

첨가하고, 용해될 때까지 (90℃에서) 교반하였다.  7,980 ㎖의 mM 아세테이트 완충액(pH 4.8)을 유리병에 첨가

하고 교반하였다.  용액으로부터 다소의 아밀로오스가 침전된 경우에는 용액이 투명해질 때까지 간단히 끓인다.

샘플이 완전히 용해되었을 때, 20 ㎕의 순수한 이소아밀라아제를 첨가하였다.  유리병을 38℃ 하의 항온조에서

16시간 동안 배양하였다.  종결 시, 사슬 길이 분포 평가를 위하여 피펫을 이용해 1㎖의 샘플을 2 ㎖의 유리병

에 첨가했다.  샘플 잔류물을 50 ㎖의 아세톤에 침전시켰다.  0.2 미크론의 나일론 필터 페이퍼를 이용해 침전

된 물질을 여과해 수집하고 GPC를 위해 준비하였다.  

이상적으로는, b 단략이 a 단락 전에 와야 한다.  가지 제거된 아밀로펙틴(a)의 구조는 전체 가지 제거된 전분<192>

의 크로카토그램(b)을 수행한 뒤, 아밀로펙틴 피크만을 적분하여 얻는다.  

a.  고아밀로오스 및 보통의 타피오카 전분의 가지 제거된 아밀로펙틴의 분자량 분포는 실시예 1의 b와 같이<193>

GPC를 이용하여 측정하였다.  도 3은 카사바 전분의 가지 제거된 아밀로펙틴의 얻어진 분자량 분포를 나타낸 것

이다.  여기에 나타난 바와 같이, 아밀로펙틴 구조는 다른 카사바 전분의 구조와 실질적으로 동일하다.  

b.  가기 제거 아밀로펙틴 및 보통의 카사바 전분의 분자량 분포를 상기 a 단락에서와 같이 측정하였다.  도 4<194>

는 카사바 전분의 얻어진 분자량 분포를 나타낸 것이다. 도 4는 아밀로펙틴 구조가 유사하지만, 약 3.0 및 4.0

에서 실질적으로 동일한 (상대) log(분자량) 피크에 의해 매우 높은 양으로 존재함을 보여준다.  또한, 도 4는

약 5.81에서 (상대) log(분자량) 피크의 결여에 의해 입증된 바와 같이, 아밀로펙틴 카사바 전분에 아밀로오스

가 실질적으로 존재하지 않음을 나타낸다. 

실시예 3 - 점도 <195>

a.  점도는 RVA 시리즈 4의 급속 점도 분석기(Mewport Scientific, New South Wales, Australia)를 이용해 측<196>

정하였다.  건조 중량을 기준으로 5%의 전분을 함유하는 슬러리를 준비하고, 3.0℃.분의 속도로 50℃에서 95℃

로 가열하였다.  이어서, 샘플을 95℃에서 5분간 유지하였다.  끝으로, 60℃/분의 속도로 샘플을 35℃로 냉각하

였다.  점도 측정은 160 rpm에서 이루어졌으며, 결과(피크 점도)를 하기 표 10에 나타내었다.  
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표 10 <197>

<198>

표 10에 나타난 바와 같이, 아밀로펙틴 카사바 전분은 인도네시아의 보통 카사바 전분보다는 약 30% 이상으로<199>

현저히 높은 피크 점도를 나타내었으며, 타이의 보통 카사바 전분보다는 약 2배 이상으로 현저히 높은 피크 점

도를 나타내었다.  

b.  Visco/amylo/graph, 모델 VA-1A(C.W. Brabender Instrument Co., Hackensack, NJ, USA 07606)을 이용해<200>

점도를 측정하였다.  건조 중량을 기준으로 5%의 전분을 함유하는 슬러리를 준비하고 시트르산/트리소듐 시트레

이트 완충용액을 이용해 pH를 3으로 조절하였다.  총 460 g의 충전 중량을 1.5℃/분의 속도로 50℃에서 92℃로

가열하였다.  이어서 슬러리를 92℃에서 30분간 가열하였다.  Visco/amylo/graph 중에서 페이스트를 가열하면서

고온 점도를 측정하고, 얻어진 점도 프로필을 도 5에 나타내었다.  도 5는 아밀로펙틴 카사바 전분이 보통의 카

사바 전분보다 높은 피크 점도를 가짐을 나타낸다.  

실시예 4 - 젤라틴화 온도 <201>

a.  젤라틴화 온도는 시차주사 열량법을 이용해 측정하였다.  전분 샘플을 2:1의 물:전분의 비율로 10℃/분의<202>

속도로 가열하여 5℃에서 140℃에서 주사하였다.  같은 과정을 반복하고 평균을 기록하였다.  결과를 표 11에

나타내었다.  

표 11 <203>

<204>

표 11에 나타난 바와 같이, 3개의 아밀로펙틴 전분 모두는 타이의 보통 카사바 전분보다는 다소 높은 개시 젤라<205>

틴화 온도를 나타내었으며, 인도네시아의 보통 카사바 전분보다는 다소 낮은 개시 젤라틴화 온도를 나타내었다.

3개의 아밀로펙틴 카사바 전분 모두 보통의 카사바 전분보다 높은 젤라틴화 엔트로피를 나타내었다. 
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b.  개시 젤라틴화 온도는 실시예 3의 b에서의 방법을 이용하여 Brabender를 통해 체크하였다.  도 5에 나타난<206>

바와 같이, 아밀로펙틴 카사바 전분의 개시 젤라틴호 온도는 보통의 타이 카사바보다 낮았다.  
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    발명의 효과

본 발명은 카사바 또는 밀접한 관련 종의 식물로 재생 가능한 원형질체를 제조하는 방법, 그리고 이러한 방법에<278>

의해 얻어지는 원형질체 및 그 원형질체로부터 성장한 식물을 제공한다.

도면의 간단한 설명

도 1:  1차, 2차 체세포 배아발생, 취성의 배아발생 칼루스의 선별, 성숙 및 건조에 이어 발아를 포함하는 카사<1>

바에서의 체세포 배아발생 과정의 개요.  

gd2 = Gresshoff 및 Doy(1974) 염 및 비타민과 20 g/ℓ의 수크로오스가 강화된 배아지.  <2>

gd4 = Gresshoff 및 Doy(1974) 염 및 비타민과 40 g/ℓ의 수크로오스가 강화된 배지.  <3>

ms2 = Murashige 및 skoog 염 및 비타민과 20 g/ℓ의 수크로오스가 강화된 배지.  <4>

pic = 10 mg/ℓ의 Picloram, NAA = 10 mg/ℓ의 나프탈렌 아세트산, 2,4-D = 8 mg/ℓ, 2,4-디클로로페녹시 아세<5>

트산.  

sh6 = Schenk 및 Hildebrandt(1972) 염 및 비타민과 60 g/ℓ의 수크로오스가 강화된 배지.  <6>

도 2:  보통의 타피오카 전분 및 아밀로펙틴 타피오카 전분의 GPC에 의한 분자량 분포.  <7>

도 3:  보통의 타피오카 전분 및 아밀로펙틴 타피오카 전분에 존재하는 가지 제거된 아밀로펙틴의 GPC에 의한<8>

분자량 분포.  

도 4:  가지 제거된 보통의 타피오카 전분 및 아밀로펙틴 타피오카 전분의 GPC에 의한 분자량 분포.  <9>

도 5:  보통의 타피오카 전분 및 아밀로펙틴 타피오카 전분의 Brabender 점도.  <10>
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도면

    도면1
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    도면2
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    도면3
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    도면4
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    도면5
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