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PART Ⅰ. Embryogenic callus induction from undeveloped ovules of Jeju 

native citrus species

   There are 12 kinds of native citrus species in Jeju island. They have 

been well known for their physiological active substances. With increasing 

of the cultivation area for commercial citrus cultivars, the numbers of the 

Jeju native citrus species have lowered to an extremely dangerous level. 

Citrus callus can be applied widely to somatic hybridization, genetic 

transformation, and in vitro germplasm conservation. To obtain calluses, the 

undeveloped ovules of 12 different citrus species were cultured on 5 

different media, respectively; MSI (MS, modified, with the addition of malt 

extract 500 mg/L and sucrose 50 g/L), MSII (MS, modified, with the addition 

of malt extract 500 mg/L, kinetin 1 mg/L and sucrose 50 g/L), MSIII (MS, 

modified, with the addition of malt extract 500 mg/L, 6-benzyladenine, 3 

mg/L and sucrose 50 g/L), EME (MT, modified, with the addition of malt 

extract 500 mg/L and sucrose 50 g/L), 1/2 EME (half concentration of MT 

marcronutrients, half concentratrion of BH3 marcronutrients, malt extract 

500 mg/L, glutamine 1.55 g/L and sucrose 50 g/L). The embryogenic 

calluses of Citrus grandis Osbeck and Citrus platymamma Hort . et Tanaka 

were obtained from media MSIII and MSII for two month culture, 

respectively. Embryogenic calluses were observed from surface of 

undeveloped ovules. 

PART Ⅱ. citrus unshiu Marc. transformation

Carotenoids are a large family of isoprenoid compounds which provide attr-

active coloration to flowers and fruits, ranging from yellow, orange to deep 

red. High antioxidant activities also have effects on the prevention of heart 

disease and various cancers, offering useful functions for health. Ggps 

(geranylgeranyl diphosphate synthase) is known as a key enzyme for 
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carotenoid biosynthesis pathway and ZDS (ζ-carotene desaturase) is 

responsible for lycopene biosynthesis. To obtain trangenic citrus trees 

expressing Ggps and ZDS respectively, agrobacterium-mediated 

transformation was performed. After transformation by cocultivation Citrus 

unshiu callus and agrobacterium, transgenic plant candidates were selected 

with hygromycin selection medium，elongation medium and germination 

medium. Four Ggps gene transgenic target plants all confirmed and ten ZDS 

gene transgenic target plants eight confirmed by PCR (polymerase chain 

reaction).
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제 1장.　미성숙　배주를　이용　Callus유도

1.서론

감귤류는 운향과 (Rutaceae),감귤아과 (Aurantinoideae),감귤군 (Aurantinae)에

속하는 식물 군으로서 재 재배되고 있는 감귤은 분류상 감귤속 (CitrusL.), 감

속 (FortunellaSwingle),탱자속 (PoncirusRAF.)의 3속이다.감귤의 원산지는 아

시아 륙의 동남부와 그 주변부로 추정되고 있으며 약 2,000만년∼3,000만년 에

지구상에 최 의 감귤이 생성되었다고 추정되고 있다.감귤류는 세계 으로

2,000여종이 넘는 유 자원이 있다고 보고되고 있으며 약 1,000여 품종이 재배되고

있다.감귤은 국내 생산량의 부분이 제주지역에서 생산되고 있으며,생산총액은

연평균 6,000억원 규모이고,생산량은 연간 60만 톤으로 생산총액과 생산량에서 국

내 과수 생산량 1 를 차지하고 있는 요한 작물로서 제주지역의 경제를 좌우하는

표 인 산업이다.1900년 들어서면서 일본에서 미장온주가 도입된 이후 온주

감 하귤,이 감,팔삭 등의 만감류가 도입되었으며,최근 일본 육성 품종이 도

입되고 있다.그러나 1990년 반까지 도입된 품종 일부를 제외하고 재는 거의

재배가 되고 있지 않다.제주 재래감귤은 감,산귤,청귤,동정귤,감자,유감,당유

자,홍귤,유자,당 귤,석 귤,편귤,사두감,주감, 귤,지각등 22개 품종이 재배

되었다고 보고되어 있으나 (고정삼.2007)생식용으로는 맛이 없고 품질이 떨어져

차차 새로운 품종으로 개량되어 지 은 병귤,당유자,유자,청귤,동정귤,홍귤,진

귤 등 12가지 품종만이 보존되고 있다.재래감귤은 내한성,흑 병 창가병 (진

귤은 제외)에 한 항성이 강하 고,유자,병귤,청귤,빈귤,진귤 홍귤은 궤양

병에 강하여 내한성 내병성 품종 육생의 재료로 이용할 수 있다 (김한용 1991).

감귤의 품종 육성은 부분 교배육종과 가지 돌연변이 선발에 의하여 이루어져

왔으나,과수는 작물특성상 유 으로 유 형질의 조성이 매우 복잡하고 교배불친

화성이 존재하여 우량형질 교배친간의 교배가 어렵다. 한,교배되어 종자가 맺히

더라도 꽃이 피어 열매가 결실하기까지 약 10년 이상이 요구되는 등 과수의 교배육

종에는 오랜 기간과 많은 비용이 필요하다 (안 주 외,2008).이와 같은 재래 육종
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수단의 문제 을 해결하기 해 기내육종방법이 용되고 있다 감귤류는 한 종자안

에 합자 유래의 정상배 이외에 배주 주심조직 유래의 부정배가 한 개부터 40개

정도까지 생기기도 한다.기내 배양시에도 감귤속 식물에서는 배주 주심조직을 치

상재로로 하 을 때에 배가 잘 발생하지만,경엽이나 기타 양기 의 조직을 배양

했을 때에는 배가 잘 발생하지 않을 뿐만 아니라　식물체　재생능도 거의 없는 것

으로 알려지고 있다 (Grinblat1972,BurgerandHackett1981,BarlassandSkene

1982,EdrissandBurger1984,Duran-Vilaetal.1989).따라서 재래감귤들에 한

유 자원을 보존하고 특성을 악하여 재래감귤의 이용 가능성을 높이며,재래감귤

의 배주를 이용하여 단기간내에 식물체로　재분화 가능성이 있는 embryogenic

callus세포 유도의 효과 인 방법을 개발하는 것이 목표이다．　

Kochba 등 (1972)에 의해 Sweet orange의 미성숙 배주배양을 이용하여

embryogeniccallus세포를 유기시키는데 성공 한 이후 Citrussinensis,Citrus

aurantium,Citrusparadisi,Citrusreticulata,Citruslimon,Citrusmadurensis와

같은 다배성이 많은 품종들에서 무균 주심배(Bittersetal.,1970;Navarroetal.,

1979),감귤류의 제한 주심배 (Rangan etal.,1968),불완 배주 (Bitterset

al.,1970),수정이 되지 않은 배주 (Button and Bornman,1971),미발달한 배주

(StarrantinoandRusso,1980),과립낭 (NitoandIwamasa,1990)등을 이용하여

embryogeniccallus세포를 유도했다는 연구결과들이 보고되었다. 한 원형질 분

리기술(VardiandGalun,1989,GrosserandGmitter,1990aandb,Gimitteret

al.,1992)을 이용하여 생식기 ((Kobayashiet al.,1990,Marin et al.,1993,

Engelmannetal.,1994,Sakaietal.,1990and1991,Duran-Vila,1995)으로부터

embryogeniccallus세포를 유기시킬 수 있다.

본　연구에서는　제주도　멸종 기의 재래감귤들에 한 유 자원을 보존하고

특성을 악하여 재래감귤의 이용 가능성을 높이기 해 12품종의 재래감귤 미성

숙 배주를 이용하여 embryogeniccallus들을 식물생장조 물질의 종류와 첨가농도

를 달리한 배지에서 유도하는 실험을 수행하 다.식물생장조 물질로서는 싸이토

키닌에 포함되어 있는 BA (6-benzyladenine) Kinetin(6-furfurlaminopurine,

kinetin)을 사용하 는데 이것은 같은 싸이토키닌이지만 식물마다 작용하는 호르몬

과 작용반응의 차이가 있기 때문이다.그래서 본 연구에서는 12품종 재래감귤들 각

각에 작용하는 호르몬 조건을 찾기 해 BA와 Kinetin을 사용하여 실험을 수행하
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다.

2.재료 방법

1)식물 재료

Callus세포 유도를 한 식물재료는 2011년 5월 제주도 서귀포 감귤시험장에서 재

래감귤 12품종의 체세포조직 (개화 되지 않은 꽃 오리)을 채취하여 실험에 이용

하 다 (Table1,Fig.1).
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Table.1.Classifyof12kindsofJejunativecitrusspecies.

Scientific name Common name Korea name

Citrus benikoji Hort. ex. Tanaka Kamja 감

Citrus grandis Osbeck Dangyooja 당

Citrus erythrosa Hort. et Tanaka Dongjeongkyool 동 귤

Citrus platymamma Hort. et Tanaka Byungkyool 병귤

Citrus leiocarpa Hort. ex. Tanaka Binkyool 빈귤

Citrus pseudogulgul Hort. ex Tanaka Sadookam 사 감

Citrus junos Sieb. et Tanaka Yooja

Citrus aurantium L Jikak 지각

Citrus sunki Hort. ex Tanaka Jinkyool 진귤

Citrus nippokoreana Tanaka Cheongkyool 청귤

Citrus tangerina Hort. ex Tanaka Pyunkyool 편귤

Citrus tachibana Tanaka Hongkyool 귤

12 kinds of Jeju native citrus species this study as the material for Citrus 

Research Station, National Institute of Horticultural & Herbal Science, Rural 

Development Administration, Jeju．  
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Fig.1.Classification of12kindsofJeju nativecitrusspeciesthatis

grown atCitrusResearch Station,NationalInstituteofHorticultural&

HerbalScience,RuralDevelopmentAdministration,Jeju.(A)Leaf,(B)

Immaturefruit,(C)Maturefruitofeachcitrusspecies.Citrusspeciesnames

weredescriptedthatcommonnames(above)andscientificnames(under).Each

bars=1cm

2)배양　배지

재래감귤 미성숙 배주로부터 callus세포를 유도하기 하여 지 까지 발표된

callus 세포유도와 련된 논문들을 참고로 일차 인 기본조건을 찾았다.MS

(MurashigeandSkoog,1962)기본배지에 탄소원으로서 sucrose5%,Maltextract

500mg/L,pH5.7-5.8,agar0.8% 첨가된 MSI고체배지와 MSI고체배지에 식물

생장조 제로서 Kin(kinetin)과 BA (6-benzylaminopurine)첨가 후 변성시킨 MS

Ⅱ,MSⅢ 고체배지를 사용하 다 (Table2)(Francescoetal.,1998,A.El-Sawyet

al.,2006).그리고 MT (MurashigeandTucker1969)기본배지에 탄소원으로서
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sucrose5%,Maltextract500mg/L,pH 5.7-5.8,agar0.8% 첨가된 EME배지와

MT macronutrients를 기 첨가량의 반만 사용한 1/2 EME 고체배지에 BH3

macronutrients와 L-Glutamine첨가하여 callus를 유도하 다 (Table3).

3)Embryo유도

Callus세포를 유도하기 하여 개화되지 않은 꽃 오리 (Fig.2A)를 채집한 후

꽃잎을 제거한 자방（Fig.2B）만을 얻은 후,cleanbench로 이동하 다.기외에서

얻은 식물조직은 오염 방지를 해 항상 배양 에 표면살균처리를 하 으며 (한지

학,2007)이때 시료의 살균 방법은 다음과 같다.70% 에탄올 당량을 비커에 부

은 후 꽃잎이 제거된 자방들을 담가서 5분 동안 침지한 후 2% sodium

hypochloride에 담가서 15분 정도 처리 후 멸균된 3차 증류수로 3번 세척하 다.그

후 편 할 때 생기는 갈변을 방지하기 하여 2.6mM citricacid가 첨가된 멸균 3

차 증류수로 20분간 표면 살균처리 하 다 (Francescoetal.,1998).표면 살균처리

된 자방들을 약 5분-10분 정도 dry하 다. 미경 상에서 메스를 이용하여 자방을

편한 후 핀셋을 이용해서 미성숙 배주들을 callus세포 유도배지에 종하 다

(Fig.2C).재래감귤 12품종의 배주를 다섯 개의 배양배지에 각 20개씩 종하 으

며 이 과정을 두 번 반복하 다. 종 후 라필름으로 페트리디쉬를 해서 실

온 25℃±1의 배양실에서 4주간 암배양 하 다 (Table4).
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Table2.MediaconditionsisMSⅠ,MSⅡ,andMSⅢ.

Contents
Culture  media

MSⅠ MSⅡ MSⅢ

MS basal  salts + + +

Vitamins + + +

Sucrose(50 g/L) + + +

Malt  extract(500 mg/L) + + +

BA(3 mg/L) - - +

KIN(1 mg/L) - + -

MSbasalsalts;

　Macronutrients(CaCl2 6.64g/L,KH2PO43.40g/L,KNO3 38g/L,MgSO4 3.6

g/L,NH4NO333g/L).

　Micronutrients(H3BO30.62g/L,MnSO4•H2O1.68g/L,ZnSO4•7H2O0.86g/L,　

KI0.083g/L,Na2MoO4•2H2O 0.025g/L,CuSO4•5H2O 0.025

g/L,CoCl2•6H2O0.0025g/L).

　Iron (Na2EDTA7.45g/L,FeSO4•7H2O5.57g/L).

KIN;6-furfurlaminopurine(kinetin)．BA ;6-benzylaminopurine.
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Table3.MediaconditionsisEMEand1/2EMEmedia.

Contents

Culture  media

EME 1/2EME

MT basal salts + 1/2

BH3  macronutrients - +

Sucrose(50 g/L) + +

Vitamins + +

Malt  extract(500 mg/L) + +

Glutamine(1.55 g/L) - +

MTbasalsalts:

Macronutrients(NH4NO3 82.5g/L,KNO3 95g/L,MgSO4 •7H2O 18.5g/L,

KH2PO47.5g/L,K2HPO41g/L).

Micronutrients(H3BO30.62g/L,MnSO4•H2O1.68g/L,ZnSO4•7H2O0.86g/L,　

KI0.083g/L,Na2MoO4•2H2O 0.025g/L,CuSO4•5H2O 0.025

g/L,CoCl2•6H2O0.0025g/L).

CaCl2•2H2O29.33g/L,Na2EDTA7.45g/L,FeSO4•7H2O5.57g/L.

MT;MurashigeandTuckerbasalmedium.

BH3 Macronutrients (MgSO4 37 g/L,KH2PO4 15 g/L,K2HPO4 2 g/L,

Kcl150g/L).

1/2EME :MacronutrientsandBH3Macronutrientsarehalfconcentrationof

macronutrients.
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Fig.2.Asexperimentalmaterials.(A)Flowersarenotblooming.(B)Ovary

(C)Sectioningofovary.(D)Ovulesafter2monthscultured.　　　　
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Table4.Experimentalflowchartofembryogeniccallus.　　
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3.결과

재래감귤 12품종의 미숙배주로부터 emryogeniccallus세포를 유도하 다.미성숙

배주들을 ５가지의 배지에서 2달 정도 배양 후 embryogeniccallus세포,비정상 인

callus세포,그리고 embryo의 형태 생성을 찰 하 다.가장 먼 MSⅢ 배지에서

배양한 당유자와 MSⅡ 배지에서 배양한 병귤에서 embryogeniccallus세포의 가

은 embryogeniccallus세포가 유도된 것을 확인 하 다 (Fig.3).그리고 배양 3달

후 다양한 품종의 재래감귤 배주에서 embryogeniccallus세포를 얻을 수 있었다

(F4).배지종류에 따른 callus유도 결과를 보면 감자,당유자,병귤 그리고 홍귤은

한 가지 배지에서만 embryogeniccallus가 유도되었다 (Table.5).감자는 1/2

EME 배지에서 유도되었고,당유자는 MSⅢ,병귤은 MSⅡ,마지막으로 홍귤은

EME배지에서 유도되는 것을 확인 하 다.지각은 MSⅠ,EME배지에서 유도되

었고 진귤은 MSⅠ,MSⅡ,MSⅢ 배지에서 embryogeniccallus가 유도되는 것을 확

인 하 다.청귤은 본 연구에서 사용한 ５가지의 배지 모두에서 embryogeniccallus

가 유도되는 것을 확인하 다.동정귤,빈귤,유자,편귤등은 본 연구에서 사용한 배

지에서 embryogeniccallus가 유도되지는 않았지만 그 외 비정상 인 callus,그리

고 embryo의 생성등을 찰 하 다.그러나 사두감의 경우 본 연구에서 사용한 ５

가지의 배지에서 단 하나의 callus나 embryo도 얻을 수 없었던 것으로 보아 사두감

은 이번과 다른 조건의 배지를 이용하여 캘러스를 유도할 필요가 있는 것으로 확인

되었다.
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Fig.3.Two monthsto cultivatenativecitrusundeveloped ovules.(A)

CultruedintheMSⅢ medium toproducecallusofundevelopedovuleswere

CitrusgrandisOsbeck.(B)LargerpictureinwhitecircleofA.(C)Culturedin

the MSⅡ medium to produce callus of undeveloped ovules were Citrus

platymammaHort.etTanaka.(D)LargerpictureinwhitecircleofC.White

arrowswereshowedcallusderivedfrom embryo.Bar=0.1mm
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Fig.4.Threemonthstocultivatenativecitrusundevelopedovules.

(A)CulturedintheMSⅠ medium toproducecallusofundevelopedovuleswere

CitrusnippokoreanaTanaka.(B)Cultured in theMSⅡ medium to produce

callus ofundeveloped ovules wereCitrusaurantium L.Whitearrowswere

showedcallusderivedfrom embryo.
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Table 5.Results ofinduced callus in 12 kinds ofJeju native citrus

species.
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4.고찰

본 연구에서는 제주도 멸종 기의 재래감귤들에 한 유 자원을 보존하고 특

성을 악하여 재래감귤의 이용 가능성을 높이기 해 12품종의 재래감귤 미성숙

배주를 이용하여 식물생장조 물질의 종류와 첨가농도를 달리한 다섯 개의 배지에

서 embryogeniccallus세포유도에 한 실험을 수행하 다.

BA KIN는 같은 사이토키닌 호르몬은 식물마다 작용하는 기능이 다르기 때

문에 본 실험에서 이용한 12품종 재래감귤들 각각에 작용하는　최 의 호르몬 조

건을 찾기 해 BA 　KIN을 사용하 다．Francescoetal.,(1998)의 연구에서

네이블 오 지 그룹 서로 다른 11품종의 미성숙 과실 배주의 배양에 BA가 첨

가된 MS배지가 제일 좋은 조건임을 알 수 있었고.A.El-Sawyetal.,(2006)도 같

은 배지 조건에서 서로 다른 11품종의 감귤류 미성숙 배주의 배양결과 BA가 첨가

된 MS배지는 33.7%로 31.7%의 기본 MS배지 그리고 17.9%의 KIN 첨가된 MS배

지들 보다 높은 배양효율을 보여주 다.재래감귤 미성숙 배주를 이용하여

embryogeniccallus세포를 유도한 본 연구의 경우 BA는 당유자,진귤,청귤에서

그리고 KIN의 경우 병귤,진귤,청귤에서 callus세포유도 효율이 좋았다．

본 연구를 통해 재래감귤 12품종 7품종 (당유자,병귤,청귤,감자,지각,진

귤,홍귤)의 미숙 배주로부터 embryogeniccallus세포를 유도하 다.특히 청귤은

본 연구에서 이용한 다섯 가지의 모든 배지에서 embryogeniccallus세포가 유도되

는 것을 확인하 다.이러한 연구결과는 신품종 감귤 생산 연구 뿐 아니라 멸종

기에 놓인 재래감귤에 한 요한 유 자원으로서 그리고 callus를 이용한 기능성

물질의 량 생산에 따른 고부가가치 산업화에 활용이 가능하다고 생각되어진다.
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제 2장.감귤 형질 환

1.서론

감귤 형질 환에 한 연구는 미국,스페인, 라질을 심으로 시작 되었으며

90년 후반부터 일본, 국,한국에서도 연구를 수행하기 시작했다．

감귤류에 함유된 식물성분으로서 시네후린, 라보노이드,리모노이드,카로티노

이드 등의 다양한 화합물들이 알려져 있으나 재까지도 식물화학 으로 검토가 되

지 않은 성분들이 많이 남아있다.카로티노이드 (carotenoid)는 재 600여종 이상이

알려져 있을 만큼 자연계에 리 분포하는 표 인 천연색소로써 붉은색과 주황색

야채나 과실에 많이 함유되어 있다 (Hirschberg,2001,DellaPennaandPogson,

2006,Zhuetal.,2002).감귤류에 다량 존재하는 카로티노이드 물질은 β-carotene

과 β-cryptoxanthin이 있으며 특히 β-carotene은 체내에서 비타민 A로 환이 되

기 때문에 로비타민 A로 불리고 양 으로 요한 성분이다 (Clinton,1998,

Sandmann,2001,FraserandBramley,2004).β-cryptoxanthin은 감귤류 에서도

온주 감에 많이 함유되어 있으며 피부암, 장암 억제에 효과가 큰 것으로 보고되

어 있다 (Kim etal.,2001). 한 카로티노이드는 암세포 괴사 활성과 심장병 치료

에 효과가 있는 것으로 알려져 있다 (Matsumuraetal.,1997). 다른 표 인

카로티노이드 물질인 lycopene은 주로 붉은색 야채나 과실에 다량으로 포함된 물질

로 체내에서 독립 으로 자유 라디칼 (freeradical)제거제,즉 항산화제의 역할을

수행하며 체내에서 비타민 A로 환될 수 있는 α-carotene,β-carotene,γ-carotene

그리고 cryptoxanthin등의 카로티노이드에 비해 높은 항산화능을 가지고 있는 것으

로 보고되었다 (DiMascioetal.,1989,Nguyenetal.,1999).최근에는 lycopene이

립선암,피부암,유방암,그리고 식도암,췌장암,구강암 등과 같은 소화기 련

암 등의 함암효과와 동맥경화와 같은 심 계 질환의 방,그리고 노화방지에 효

과가 있음이 알려져 이에 한 연구가 활발히 이루어지고 있다 (Edward,1999,Rao

etal.,1999).형질 환은 특정 유 자를 세포 내로 도입하고,이들 세포를 선택 으

로 생장시키고 재분화시키는 과정으로 구분할 수 있다.특정 유 자를 세포 내로

도입하는 방법에는 Agrobacterium을 이용하는 간 인 도입과 유 자 총 는

기충격 등을 이용하는 직 도입 방식으로 구분할 수 있다.그런데,Agrobacterium
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을 이용하는 방법은 유 자의 삽입이 안정 이고 비용이 렴하며 간편하다는 장

을 가지고 있어 리 이용되고 있다.Agrobacterium을 이용한 유 자 이에는 기

주와의 상호작용(Janssen andGardner,1993),균 배양 종 조건,식물체의

genotype,식물체 배양조건,acetosyrigone의 농도 등이 여하는 것으로 알려져 있

다.그리고 재분화는 형질 환체를 획득하기 한 필수 인 단계이다.감귤의 경우,

카로티노이드 성분과 함량을 분석한 연구 카로티노이드 생합성 련 유 자를

감귤로부터 분리한 연구 결과도 보고된 바 있다.이러한 carotenoid생합성 경로

(Fig.5)의 간단계에 작용하는 Ggps(geranylgeranyl　diphosphatesynthase)와

lycopene의 생합성을 담당하는 ZDS (ζ-carotene desaturase)의 유 자 발 이

carotenoid의 축 과 하게 련되어 있을 것으로 생각되어진다.

Ggps(geranylgeranyldiphosphatesynthase)는 다양한 생물에서 다양한 역할들

을 담당하고 있다.Ggps를 Isoprenyldiphosphate(IPP)효소는 Phytoten생합성의

처음 구체인 C40카로티노이드를 두 개의 C20geranylgeranyldiphosphate(GGPP)

기질로 분리된다.하나의 GGPP(Ggps)효소는 IPP와 DMAPP로부터 GGPP의 생합

성을 진한다(Fig6).약 5가지의 Ggps유 자들이 Arabidopsis의 다른 조직에서

발 되는 것을 확인되었으나,얼마나 많이 카로티노이드 생합성에 련되어 있는지

는 알려져 있지 않다(Okadaetal.,2000).

ζ-carotenedesaturase(ZDS)는　lycopene에 뉴 로스포 (neurosporene:카로테

노이드 합성 간체)에 ζ-carotene의 환을 진시키는 작용을 한다 (Fig.7)

(Albrechtetal.,1995).

본 연구에서는 이러한 Ggps와 ZDS유 자의 분리와 형질 환 식물체 제작을

통해 높은 항산화 효과를 나타내는 기능성 물질인 카로티노이드의 함량이 증가된

감귤 식물체를 제작하는 것을 목 으로 수행되었다.
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Fig. 5. Carotenoid biosynthesis pathway in plant.

[Berta Alquezar et al, Phytochemistry 69 (2008) 1997–2007]
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　Fig.6. The isoprenoid biosynthetic pathway for Ggps.

　　　　[Peter M. Bramley.（2002). Journal of Experimental Botany. 53 No.   

        377]
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    Fig.7. The biosynthetic pathway for ZDS.

          [Sarah S. McCarthy　et al., (2004). Genetics 168: 1249–1257.]
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2.재료　 　방법

1)식물　재료

본　연구에 사용된 callus는 단백질 공학 실험실에서 제작 계 배양을 통

해 유지되어 온 궁천조생의 미숙과실 유래 callus를 사용하 다 (Fig.8).

2)식물 형질 환 벡터의 제조

감귤 형질 환체의 유도효율이 높다고 알려진 hygromycin내성마커를 가진

벡터를 제작하기 해 pCAMBIA-1300을 기본벡터로 사용하 다.pBI121의 35S

promoter와 Nos terminator를 pCAMBIA-1300의 MCS 사이트에 (HindIII와

EcoRI)도입 하 다.카로티노이드 생합성 기작에 여하는 Ggps와 ZDS유 자

는 35Spromoter와 Nosterminator사이에 (BamHI과 XhoI)삽입한 후 이 벡터

를 감귤 callus의 형질 환에 사용하 다.

3)형질 환

형질 환은 아그로박테리움법 (Agrobacterium-mediation)을 이용하여 수행

하 다.Agrobacterium tumefaciens의 strain은 binaryvectorpCAMBIA 1300을

포함하고 있는 EHA105를 이용하 다.이 벡터의 내부에는 선발표지로서

hygromycin 항성 유 자과 목 유 자로 온주 감(Citrusunshiu)의 과실로

부터 클로닝한 BamHI과 SalI/XhoIenzymesite가 첨가된 Ggps 는 ZDS의 유

자(Kim,2000)를 포함하고 있다 (Fig.9).형질 환을 한 균의 배양은 먼

Agrobacterium EHA105의 균체를 10 mg/L-1 kanamycin + 50 mg/L-1

rifampicin의 항생제를 첨가한 고체 YEB 배지(5.0g/L-1peptone+1.0g/L-1

yeastextract+5g/L-1sucrose+0.5g/L-1MgSO4)에 도말하고 28℃에서 배

양하여 단일 균체들을 형성시켰다.이들 단일 균체 의 하나를 액체 YEB배지

에 종하여 28℃,180rpm 조건에서 OD600nm 0.6이 될 때까지 배양하 다.배양

한 균을 6,000×g에서 10분간 원심분리 한 후,액체 재분화 배지(pH 5.2)(MT 기

본배지 +100μM acetosyrigone)에 OD6000.6로 희석하 다.

균 종은 배양된 캘러스를 균 탄액에 담가 28℃,150rpm에서 20분간 공
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동 배양하 다. 종 후 감염된 캘러스는 여액을 제거한 후 공동 배양 고체 배지

에서 5일간 25℃ 암 상태를 유지하면서 공동배양을 수행하 다.공동배양 배지는

MT기본배지(pH5.2)에 100μM acetosyrigone을 첨가하고 0.25% gelrite로 고형

화한 것을 이용하 다 (Fraseretal.,2002).공동배양 후 캘러스는 hygromycin

이 첨가된 1차 선발 배지로 옮기고 조건에서 2주 동안 배양하 다.2주 후 선

발체는 배지를 교체하고 조건에서 4주간 더 배양하 다.4주 후 3차 선발배지

에 옮긴 후 4주 이상 배양하여 embryogeniccallus를 확보 하 다.callus들은

elongation배지 (MT기본배지 +gelrite0.2% +galactose1802mg/L+sorbitol

1822mg/L+adenien07mg/LpH5.7-5.8,)에서 식물체로의 분화를 유도하 다.

약 4주 후 germination배지 (MT기본배지 +sucrose25% +gelrite0.2% +

coconutoil20㎖/Lcoumarin10㎖/L+NAA 20㎖/L+GA310㎖/L)로 옮겨

배양하여 뿌리를 유도하 다.재분화된 식물체는 항생제가 없는 신 증식배지

(MT 배지)에 배양하여 식물체를 선발하고,이를 형질 환체 검정에 이용하 다

(Jin,2005.Md.AdnanAlBachchu,2011).

4) 형질 환 식물체 검정

형질 환체 검정은 polymerasechainreation(PCR)분석을 수행하 다.PCR

분석을 한 식물체의 DNA추출은 CTAB방법을 이용하여 DNA를 분리하 다.

유 자 증폭을 한 primers로는 hygromycin유 자에 하여 5’-CTTCTACAC

AGCCATCGGTCCAGA-3’과 5’-GATGTAGGAGGGCGTGGATATGTC-3'을,

Ggps유 자에 하여 5'-ATTGAAGGATCCATGTTAATTTATCGTGGAC-

TTTCT-3'과 5'-CAATGTGAGGAGCTCGTCGACTTATTTATTTCTTGT-

GATGAC-3'을,그리고 ZDS유 자에 하여5'-GGGATTGCTAGCATGGGT-

TCTTCAGTTCTGTTTCCT-3'과 5'-AACAGACTCGAGTCACACAAGACT-

TAGTTCATCGTT-3'을 사용하 다.PCR 반응은 hygromycin의 경우,94℃에

서 5분간 DNA를 denaturation시킨 후,94℃ 1분간 denaturation,58℃ 1분간

annealing,72℃ 1분간 extension의 35회 반복 과정을 거친 다음,72℃에서 10분

동안 extension시킨 후 4℃에서 안정화되도록 하 다.Ggps의 경우,94℃에서 5

분간 DNA를 denaturation 시킨 후,94℃ 1분간 denaturation,35℃ 1분간
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annealing,72℃ 1분간 extension의 35회 반복 과정을 거친 다음,72℃에서 10분

동안 extension시킨 후 4℃에서 안정화되도록 하 다.ZDS는 94℃ 에서 5분간

DNA를 denaturation시킨 후,94℃ 1분간 denaturation,50℃ 1분간 annealing,7

2℃ 2분간 extension의 35회 반복 과정을 거친 다음,72℃에서 10분 동안

extension시킨 후 4℃에서 안정화되도록 하 다.증폭한 DNA 단편은 1%

agarose gel 상에서 기 동 하여 EtBr로 염색 후 illuminator 상에서

ultraviolet를 조사하여 찰하 다.
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Fig.8.Callus(MiyagawaWase)usedintransgenic.
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   Fig. 9. Ggps and ZDS configuration of the transgenic vector. 
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  ggatccatgt taatttatcg tggactttct cggatttcta gaatctcgaa aaagactccg tttggccgcc 

  gttggcttcc ctctcacccg cttctctccg gtgcttcaca ctctgctgct gctgctgcgg cggactcttc 

  tgtgaaggtt ttgggttgca gagaagctta ttcatggagt ttgcctgcct tgcatggaat tagacatcaa 

  attcatcacc agagcagctc cgtaattgag gatactgatt cccaggagca gctcgaccca ttttctcttg 

  ttgctgatga actgtcaata cttgctaaaa ggttgcgctc catggtagtt gctgaggtgc ctaagcttgc 

  ctcagctgct gagtatttct ttaaaatggg ggtggaagga aagaggttcc gtcccacggt tttattgctg 

  atggcgacag ctctgaatgt tcgagtacct gaacctctac atgatggagt agaagatgct ttggcgactg 

  aactacgtac aaggcaacaa tgtatagctg agattacaga gatgatccat gtagcaagcc ttcttcatga 

  tgatgtcttg gatgatgcag ataccaggcg tggtattggt tcattgaatt ttgtgatggg caataagtta 

  gctgtattag cgggcgattt tcttctttcc cgtgcttgtg ttgcccttgc ctctttgaaa aacacagagg 

  ttgtgacgtt actggcaacc gttgtagagc atcttgttac tggtgaaacc atgcaaatga caacatcatc 

  tgaccaacgt tgtagcatgg attattatat gcaaaaaaca tactacaaga ccgcatcatt aatctcaaac 

  agctgcaagg caattgccct tcttgctgga caaacagccg aagtggcaat attagctttt gattatggaa 

  agaatctggg tctggcatat caattaatcg acgatgttct cgatttcact ggcacatcag cctctcttgg 

  aaagggttct ttatctgaca tccagcatgg aatcataaca gctccaatat tgtttgccat ggaagagttc 

  cctcagttac gcacagtagt tgagcaaggc ttcgaggatt cctcaaatgt tgatatagcc cttgagtacc 

  ttgggaagag tcgagggata caaaagacaa gagaactggc cgtgaagcat gctaatcttg ctgcagctgc 

  gattgattct ctacctgaaa acaatgatga ggatgttaga aagtcaaggc gtgcactttt agatctcact 

  catagagtca tcacaagaaa taaataagtc gac

   

Fig. 10. Ggps (geranylgeranyl diphosphate synthase) for Citrus unshiu.  
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  ggatccatgg gttcttcagt tctgtttcct gcaacttcag tcactggtgt tagttggtct cgggttcaag 

  agaagtgtcg aagattctgt gtacgggctt ctttggacgc taatgtttct gatatgagtg ttaatgcacc 

  ccagggtttg tttccaccag aaccagaaca ttatagagga ccaaagctga aagtggctat tattggagct 

  gggcttgcgg gcatgtcaac ggcagtggaa ttgttggatc aaggccacga ggtggatata tatgagtcaa 

  ggtcttttat tggtggtaaa gtgggttcat ttgtcgataa acgtggaaac catattgaaa tgggcctgca 

  cgttttcttt ggatgctaca ataatctgtt ccgattgatg aaaaaggtcg gtgcggacaa aaatttactt 

  gtgaaggatc atactcatac atttgtaaat cagggtggtg aaattggtga acttgatttc cggttcccaa 

  ttggagctcc gttacatggg attcgcgcat ttttgtcgac aaatcagctt aagacttatg ataaagcaag 

  aaatgctctt gctcttgctc tgagtcctgt tgtaaaggca cttgttatcc tgatggagcc ttgaaggaca 

  tacgagattt ggatagtata agcttctctg attggttttt gtccaagggt ggtacacaga cgagtattca 

  aagaatgtgg gatcctgttg cctatgccct tgggtttatt gattgtgata acatcagtgc tcgttgtatg 

  cttactatat ttgcactgtt tgcgactaag actgaggctt ccctattgcg gatgctcaag ggttctccag 

  atgtttattt gagtgggccc ataagaaaat atatcacaga taaagggggc aggttccatc ttaggtgggg 

  atgcagagag atactttatg ataaagctgc taatgcggaa acatatgtca aaggacttgc catgtctaag 

  gccactgaca agaaggttgt gcaagctgat gcatatgttg cagcatgtga tgtccctgga attaaaagat 

  tgcttccctc atcatggagg gaaatgaaat ttttcaacaa tatttatgcg ctagttggag ttcctgttgt 

  cacagtgcag cttagataca atggttgggt tactgagttg caagacctag aacggtcaag gcaattgagg 

  cgagctctgg ggttagataa ccttttgtat actccagatg cagatttctc ttgctttgca gatctagcac 

  tcacttcacc agaagactac tacagagaag ggcaaggttc attactccaa tgtgttttga cgcctggcga 

  tccttacatg cccttaccaa atgatgaaat cataaggaga gtggcaaagc aggttttagc tctatttcca 

  tcatcccaag gtttagaagt tatttggtcg tctgttgtca aaatcgggca atctttgtac cgtgagggac 

  ctggtaaaga ccccttcaga cctgatcaaa agacacctgt gaagaacttc ttccttgctg gctcatatac 

  aaaacaggat tacatagata gtatggaagg agcaactttg tctggtagac aagcctcagc ctacatatgc 

  aatgccgggg aagaattagt agcactgagg aagcagcttg ctgcctttga atctcaagaa caaatggaag 

  ctccaactac tactaacgat gaactaagtc ttgtgtgaag tcgac

 Fig. 11. ZDS (zeta-carotene desaturase) for Citrus unshiu.
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3.결과

1)형질 환체 선발 식물체 재분화

아그로박테리움을 이용하여 형질 환 시킨 callus들은 3번의 hygromycin첨가배

지에서 선발과정을 거쳐 선발된 callus(Fig.12A)를 elongation배지에서 식물체

로 분화 시킨 후 (Fig.12B),germination배지에서 식물체를 유도 하 다 (Fig.

12C).최종 으로 식물체 재분화에 성공한 궁천온주는 기내 배양하 고 (Fig.

12D)． 재 Ggps 　ZDS형질 환된 식물체들은 탱자 목에 기내 목 하

다 (Fig.13).
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      Fig. 12. Regeneration of Citrus unshiu embryogenic calluses after    

              Agrobacterium mediated transformation. 
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           Fig. 13. Shoot-tip in vitro grafting onto rootstock plants. 
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2) 형질 환 식물체의 확인

형질 환 후 성공 으로 재분화된 식물체들의 잎에서 게놈 DNA를 추출한 후

PCR방법을 이용하여 Ggps ZDS형질 환 유무를 확인하 다.형질 환하

지 않은 감귤의 잎에서 추출한 게놈 DNA를 negativecontrol로 하고 각 유 자

가 삽입되어 있는 plasmidDNA를 positivecontrol로 사용하 다.

Ggps 경우는 유 자 특이 인 primer를 사용하여 35℃의 PCR 조건에서

Ggps/EHA105를 종시킨 처리구에서 재분화된 4개체는 Ggps유 자에 해당하

는 1300bp의 DNA 단편이 증폭되었다.추가로 hygromycin특이 primer4개체

도 800bp의 DNA 단편이 증폭되었다 (Fig.14).

ZDS특이 primer를 사용한 형질 환 식물체에서는 ZDS/EHA105를 종시

킨 처리구에서 재분화된 10개체 8개체는 1700bp의 DNA 단편이 증폭되 으

나hygromycin특이 primer를 사용한 PCR 에서는 재분화된 10개체 9개체

800bp의 DNA 단편이 증폭되었다 (Fig.15).그림 15번의 8번 형질 환 상 식

물 같은 경우는 형질 환이 되지 않은 것으로 생각이 되어 진다.
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Fig.14. Transgenic plants Ggps using PCR confirmed. 
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Fig.15. Transgenic plants ZDS using PCR confirmed.
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4.고찰

   감귤작물은 기내에서 배양시 측근이나 세근은 발달되지 않는 반면에 굵은 주

근　한 개만이 자라나오는 특성을 가지고 있어 재분화 된 감귤 식물체는 토양으

로 이식을 하게 되면 생존율이 하된다.따라서 감귤 형질 환 식물체를 획득하

기 해서는 먼 기내에서 배양 인 탱자 묘목이나 상토에 배양되고 있는 탱자

묘목에 목을 시키고 순화 단계를 거친 후 온실로 이식하여 배양해야한다.

   본 연구에서는 암 방 등의 생리활성이 보고되어 있는 카로티노이드 함량이

증가된 감귤을 개발하기 한 연구를 수행 하 다.이를 해 카로티노이드 생합

성에 여하는 주요 유 자들 (Ggps와 ZDS)을 감귤로부터 분리하여 확보하 다.

식물 형질 환에는 Agrobacterium tumefaciensEHA105를 사용하 다.형질

환된 식물체는 PCR 방법으로 확인하 다.형질 환 후 성공 으로 재분화된

식물체들의 잎으로부터 게놈 DNA를 추출한 후 각 유 자의 특이 primer와

PCR법을 이용하여 Ggps ZDS형질 환 유무를 확인한 결과 4개체의 Ggps

형질 환 식물체와 8개체의 ZDS형질 환 식물체를 확보 할 수 있었다.계속해

서 형질 환된 식물체에서 카로티노이드 함량이 증가 유무 도 이 유 자의 종류

유 자는 생합성 경로에서 무슨 역할을 하고 있는지 연구하여 재 보다 더

많은 좋은 지식을 얻어야 한다.이어서 새로운 지식들이 이용하여 고 기능성의

신품종 감귤 생산과 감귤 육종 는 감귤 종묘산업 분야에 유용한 연구자료로

활용이 가능하다고 단된다.
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Components g/L

Beef   extract 5

Yeast   extract 1

Peptone or   Tryptone 5

Sucrose 5

MgSO4 0.5

참고자료

Citrus transformation stock solution and media composition

1.Agrobacteroium strain culture medium composition: YEP medium 

(Liquid)

Autoclave at 121℃ fot 15 minutes. 
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Components mg/L

NH4NO3 1650

KNO3 1900

MgSO4.·7H2O 370

KH2PO4(monobasic) 150

K2HPO4(dibasic) 20

H3BO3 6.2

MnSO4·.H2O 16.8

ZnSO4.·7H2O 8.6

KI(Potassium   Iodite) 0.83

Na2MoO4.·2H2O 0.25

CuSO4.·5H2O 0.025

CoCl2.·6H2O 0.025

Na2EDTA 37.25

FeSO4.·7H2O 27.85

CaCl2·2H2O 439.95

Myo   inositol 100

Thiamine HCL   (hydrochloride) 10

Pyridoxine   HCL (hydrochloride) 10

Nicotinic   acid 5

Glycine 2

Malt   extract 500

Sucrose 50000

Gelrite 2000

pH 5.2

2.Acetosyrigone medium:[Co-culture medium (Liquid and solid)]

Autoclave at 121℃ 15 minutes. 100μM Acetosyringone were used after 

autoclave when temperature below 50℃.
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Components First 

slection

Second 

slection

Third 

slection
mg/L mg/L mg/L

NH4NO3 825 1650 1650

KNO3 950 1900 1900

MgSO4.7H2O 370 370 370

KH2PO4(monobasic)  150 150 150

K2HPO4(dibasic) 20 20 20

KCl 750  -  -

H3BO3  6.2 6.2 6.2

MnSO4.H2O 16.8 16.8 16.8

ZnSO4.7H2O 8.6 8.6 8.6

KI(Potassium Iodite) 0.83 0.83 0.83

Na2MoO4.2H2O 0.25 0.25 0.25

CuSO4.5H2O  0.025 0.025 0.025

CoCl2.6H2O 0.025 0.025 0.025

Na2EDTA 37.25 37.25 37.25

FeSO4.7H2O 27.85 27.85 27.85

CaCl2.2H2O 439.95 439.95 439.95

Myo inositol 100 100 100

Thiamine HCL(hydrochloride) 10 10 10

Pyridoxine HCL(hydrochloride) 10 10 10

Nicotinic   acid 5 5 5

Glycine 2 2 2

Malt extract 500 500 500

lactose  - 70000 70000

glutamine 1550  -  - 

3. Preparation of different selecion medium



- 40 -

Sucrose 50000  -  - 

Agar  - 1200 1600

hygromycin 15 20 25

cefotaxime  250 250 250

Components mg/L

NH4NO3 1650

KNO3 1900

MgSO4.·7H2O 370

KH2PO4(monobasic) 150

K2HPO4(dibasic) 20

H3BO3 6.2

MnSO4·.H2O 16.8

ZnSO4.·7H2O 8.6

KI(Potassium Iodite) 0.83

Na2MoO4.·2H2O 0.25

CuSO4.·5H2O 0.025

CoCl2.·6H2O 0.025

Na2EDTA 37.25

FeSO4.·7H2O 27.85

CaCl2·2H2O 439.95

Myo inositol 100

Thiamine HCL(hydrochloride) 10

Pyridoxine HCL(hydrochloride) 10

Nicotinic acid 5

Glycine 2

sorbiol 1822 (0.1M)

galacttose 1802 (0.1M)

Adenine 0.7

Gelrite 2000

.

Autoclave at 121ºC 15 minutes. hygromycin and cefotaxime were used 

after autoclave when temperature below 50ºC.

4. Preparation of embryo elongation medium
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pH 5.7-5.8

Components mg/L

NH4NO3 1650

KNO3 1900

MgSO4.·7H2O 370

KH2PO4(monobasic) 150

K2HPO4(dibasic) 20

H3BO3 6.2

MnSO4·.H2O 16.8

ZnSO4.·7H2O 8.6

KI(Potassium Iodite) 0.83

Na2MoO4.·2H2O 0.25

CuSO4.·5H2O 0.025

CoCl2.·6H2O 0.025

Na2EDTA 37.25

FeSO4.·7H2O 27.85

CaCl2·2H2O 439.95

Myo inositol 100

Thiamine HCL(hydrochloride) 10

Pyridoxine HCL(hydrochloride) 10

Nicotinic acid 5

Glycine 2

Coumarin 0.0146

NAA 0.02

Autoclave at 121ºC 15 minutes. 

5. Preparation of embryo Germination medium
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Sucrose 3000

Gelrite 2000

Cocconutwater 20 ml

GA3 1

pH 5.7-5.8

Components mg/L

NH4NO3 1650

KNO3 1900

MgSO4.·7H2O 370

KH2PO4(monobasic) 150

K2HPO4(dibasic) 20

H3BO3 6.2

MnSO4·.H2O 16.8

ZnSO4.·7H2O 8.6

KI(Potassium Iodite) 0.83

Na2MoO4.·2H2O 0.25

CuSO4.·5H2O 0.025

CoCl2.·6H2O 0.025

Na2EDTA 37.25

FeSO4.·7H2O 27.85

CaCl2·2H2O 439.95

Myo inositol 100

Thiamine HCL(hydrochloride) 10

Pyridoxine HCL(hydrochloride) 10

Nicotinic acid 5

Glycine 2

Autoclave at 121ºC 15 minutes. 

6. Preparation of MT medium (to make normal plants)
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Sucrose 30000

Agar 8000

pH 5.7-5.8

Autoclave at 121ºC 15 minutes. 
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