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Abstract Eighteen cultivars of tomato were tested for their 
regeneration response. Lycopersicon esculentum cv. 2001- 
58 showed a very high frequency of regeneration (93%). We 
evaluated the effect of two compounds with known antio-
xidant activity (ascorbic acid and cystein). The use of 
ascorbic acid (200 - 300 μM/L) has a positive effect on shoot 
regeneration. To develope a system for plastid transfor-
mation in tomato via homologous recombination, we con-
structed the tomato plastid expression vector (pKRT22-AG) 
harboring 2.2 kb flanking sequences cloned from intact 
plastid genome and gfp gene. To investigate the factors 
affecting the delivery system of the pKRT22-AG into 
chloroplast using bombardment, We assessed the optimal 
DNA concentration, gold particle volume and target 
distance. Expression of the GFP protein was observed within 
chloroplast on protoplast of cotyledon explant by confocal 
laser scanning microscopy, which indicates that the protocol 
developed in this study be useful for the production of plastid 
transgenic plants in tomato.

서 론

  엽록체는 식물세포에서 독립적으로 자체 게놈을 가지

고 있는 기관으로 모계유전을 한다. 이제까지 엽록체가 

가지고 있는 두개의 막으로 인하여 식물세포기관으로의 

유전자 형질전환은 불가능하게 여겨졌다. 하지만 많은 

식물 생물학자들은 지난 1992년 Cerutti 등에 의해 처음으

로 담배에서의 엽록체 형질전환체에 관한 연구가 보고된 

이래 이 분야에 대해 많은 연구를 수행해 오고 있는 실정

이다. 엽록체 형질전환은 외래 유전자의 대량 발현 (Kota 
et al. 1999), 한번에 여러 개의 유전자를 엽록체내로 삽입 

(DeCosa et al. 2001), 모계유전 방식에 의한 유전자의 세

대간 이동 (Daniell 2002) 및 유전자의 침묵현상이 일어나

지 않는다는 (DeCosa et al. 2001; Lee et al. 2003) 등 많은 

장점을 가지고 있다. 식물 분자육종 학자들은 특히 엽록

체 형질전환이 자연생태계에 친화적이고, T1세대에서 고

정이 가능하다는 부문에서 매우 흥미를 느끼고 있다. 이 

분야는 현재 급속도로 발전하고 있으며, 이러한 결과로 

농업형질관련 유전자 (McBride et al. 1995; Iamtham and 
Day 2000; Lee et al. 2003), 백신유전자 (Giddings et al. 
2000), 산업용 및 의약관련 유전자 (Staub et al. 2000; 
Fernandez-San Millan et al. 2003; Roh et al. 2006) 등이 엽록

체 형질전환을 이용하여 식물에서 발현되어 지고 있다.
  지금까지 엽록체 형질전환에 관한 연구는 담배에서 가

장 많이 보고가 되고 있으며, 가지과에서는 감자 (Sidorov 
et al. 1999) 와 토마토 (Ruf et al. 2001)에서 엽록체 형질전

환체 생산에 관한 연구가 보고된 바 있다. 또한 애기장대 

(Sikdar et al. 1998), 유채 (Hou et al. 2003), 목화 (Kumar et 
al. 2004) 그리고 콩 (Dufourmantel et al. 2004)에서 엽록체 

형질전환에 관한 연구가 보고되었다. 
  본 연구는 생식 및 가공식품으로 이용성이 높은 토마

토에서의 엽록체 형질전환 기술 확립을 위하여 적정품

종, 재분화조건 및 유전자총조건을 구명하고자 하였다.

   J Plant Biotechnol (2010) 37:77–83
   DOI:10.5010/JPB.2010.37.1.077

Research Article



78 J Plant Biotechnol (2010) 37:77–83

재료 및 방법

식물재료

  농촌진흥청 국립원예특작과학원에서 육성한 토마토 

18계통을 공시하여 재분화능을 조사하였다. 재분화 시험

을 위한 기내에서의 식물체 육성을 위해 토마토 18계통

의 종자를 70% 에탄올로 1분간 침지한 후 1.2% NaOCl로 

15분간 표면살균한 후 멸균수로 3회 수세하였다. 멸균된 

토마토 종자를 30 g/L sucrose 와 3 g/L phytagel (Sigma) 가 

첨가된 MS (Murashige and Skoog, 1962) 배지에 치상하였

다. 파종 후 7-9일 후 발아한 유식물체의 자엽과 하배축

의 양쪽 끝을 잘라서 재분화배지 (T6; MS기본배지+ IAA 
0.5 mg/L + BAP 1.0 mg/L + Sucrose 30 g/L + Phytagel 3 
g/L)에 치상하였다. 2주 간격으로 계대배양을 하였으며, 
치상 후 8주후에 재분화능을 조사하였다. 줄기 형성율은 

전체 치상된 절편 중 줄기가 유도된 절편 수를 백분율로 

계산하였다. 배양은 온도 23 ± 2℃, 16 h 광주기하의 배양

실에서 실시하였다.

식물체 재분화 및 선발마커 농도

  재분화 효율을 높이기 위하여 항산화제를 첨가하여 재

분화능에 미치는 영향을 조사하였다. 국립원예특작과학

원 육성 원홍1호 (계통번호 2001-58)를 공시품종으로 하

였다. 재분화 배지에 항산화제인 ascorbic acid 100~400 μ
M/L 과 cystein 300～900 μM/L을 단용 또는 혼용으로 첨

가하여 실험을 실시하였다. 항산화제는 멸균수에 녹인 

후 filtering을 하여 사용하였으며, 멸균한 배지를 50℃정

도가 되게 식힌 후 첨가하였다. 엽록체 형질전환을 위한 

선발 항생제 적정 농도를 알아보기 위해 재분화 배지에 

spectinomycin 5~25 mg/L을 각 각 첨가한 후 배양 4주후에 

재분화능을 조사하였다.

토마토 엽록체 형질전환 벡터 제작

  토마토 엽록체 형질전환용 벡터 pKRT22-A는 토마토 

엽록체 게놈의 rrn16～trnA (103,993 nucleotide [n.t.]～106,182 
n.t., GenBank accession no. Z00044, EMBL Nucleotide Se-
quence Database) 부위를 PCR 반응을 통하여 증폭 한 후 

pCR2.1-topo cloning kit (Invitrogen)을 이용하여 pCR2.1- 
topo vector로 도입되었다. Daniell 등 (1998)의 방법을 이용

하여 pUC18에 삽입한 후, 16S rRNA promoter와 psbA 3' 
terminator 사이에 aadA (aminoglycoside 3"- adenylyltransferase) 
유전자가 들어있는 cassette를 Sma I으로 절단한 후 토마

토 엽록체 flanking region내 존재하는 Pvu II (105,331 n.t.) 
를 이용하여 벡터를 구축하였다. PCR primer는 forward 

primer (5‘-AAA ACC CGT CCT CAG TTC GGA TTG 
CC-3')와 reverse primer (5'-CAC GAG TTG GAG ATA AGC 
GG-3')를 사용하였다. PCR 반응은 94℃에서 5분간 반응 

후, 94℃ 30초, 58.5℃ 30초, 72℃ 1분 30초간 30회 반복 

실시하였다. 얻어진 PCR 산물은 0.5X TAE agarose gel을 

이용하여 전기영동하였다. pKRT22-A의 토마토 엽록체내 

발현여부를 조사하기 위해 wild type pEGFP vector (clontech)
를 Xba I으로 gfp 유전자를 분리한 후 토마토 엽록체 형질

전환 벡터 pKRT22-A에 cloning 하여 pKRT22- AG를 작성

하였다.

토마토 엽록체 flanking region 염기서열 분석

  토마토 엽록체 flanking region이 삽입된 pCR2.1-topo vec-
tor를 정제한 후, dideoxynucleotide chain termination 방법 

(ABI prism dye terminator) 으로 PCR 반응을 실시하였다. 
PCR primer는 M13 forward primer와 M13 reverse primer를 

사용하였다. 염기서열은 automatic DNA sequencer (ABI9700)
를 이용하였다. 결정된 염기서열은 DNAStar 소프트웨어 

프로그램을 이용하여 담배 (Nicotiana tabacum) 엽록체 게

놈과 비교분석하였다.

엽록체 형질전환을 위한 유전자총 조건

  GFP가 들어있는 토마토 엽록체 형질전환 벡터인 pKRT22- 
AG를 이용하여 DNA 농도 (0.5, 1, 1.5 ㎍/bombardment), 
0.6 ㎛ gold particle (0.5, 1, 1.5, 2 mg/bombardment) 및 target 
distance (6, 9, 12 cm)를 달리하여 엽록체 형질전환을 위한 

적정 유전자총 조건을 구명하고자 하였다. Bombardment
를 실시한 후 자엽을 재분화배지에 치상하여 암 상태에

서 배양한 후 이틀 후에 원형질체를 나출하여 공초점현

미경을 이용하여 GFP 발현 여부를 관찰하였다.

결과 및 고찰

공시품종 선정 및 식물체 재분화 

  국립원예특작과학원에서 분양받은 18계통을 공시하여 

자엽과 하배축에서의 재분화능을 조사한 결과 하배축에 

비해 자엽에서의 재분화능이 좋았고, 특히 계통번호 2001- 
58과 2001-159의 자엽에서 재분화율이 각 각 93%와 69%
로 양호하였다 (Table 1). 자엽에서 식물체로의 재분화 과

정에서 보여 지는 갈변현상과 phenolic compound에 의한 

식물조직의 괴사현상을 막기 위하여 항산화제인 ascorbic 
acid와 cystein을 단용 또는 혼용으로 첨가한 후 식물체 재

분화에 미치는 영향을 살펴보았다 (Fig. 1). 줄기 형성율

에 있어서 항산화제 첨가 시 줄기 형성율이 높아지는 것
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Table 1 Shoot regeneration from cotyledon on shoot inducing medium of 18 tomato cultivars

Cultivars
Cotyledon Hypocotyl

Shoot formation (%) No. of shoots per explant Shoot formation (%) No. of shoots per explant
99-7 25 1.5 13 1.4
99-10 18 1.1 12 1.1
99-13 2 2.0 2 2.0
99-15 24 1.5 13 1.1
99-16 15 1.0 6 1.3
99-20 10 1.2 11 1.3
99-25 15 1.0 21 1.2

2001-58 93 2.4 14 1.0
2001-73 0 - 0 -
2001-82 0 - 0 -
2001-111 0 - 0 -
2001-113 58 1.8 15 1.2
2001-159 69 2.0 12 1.0
2001-412 23 1.3 39 1.5
2001-457 16 1.5 22 1.2
2001-478 0 - 28 1.5
CH152 32 1.4 6 1.3
CH154 22 1.5 15 1.1

Fig. 1 Shoot formation of ascorbic acid and cystein treatments on shoot regeneration medium. Cotyledon explants from L. esculentum
cv. 2001-58 were cultured on regeneration medium (T6) containing ascorbic acid 100～400 μM/L and cystein 300～900 μM/L. 
Vertical bar represents the standard error of the mean. A: ascorbic acid; C: cystein.

을 관찰할 수 있었으며, 전체 처리구 중 ascorbic acid 단용

처리구에서 효과가 좋았으며, 특히 ascorbic acid 200~300 
μM/L 처리구에서 줄기형성율이 72~74%로 양호하였다. 
Ascorbic acid가 첨가되어진 배지에서의 식물체 재분화 특

성은 대조구에 비해 생체중이 증가되는 현상을 나타내었

으며, 자엽 절편당 형성되는 줄기수는 대조구와 비슷한 

경향치를 보였고, 줄기신장 속도는 대조구에 비해 다소 

빨라짐을 알 수 있었다 (Table 2). Cystein 첨가시 보여지

는 재분화 특성 중 가장 두드려진 현상은 다른 처리구에 

비해 줄기신장속도가 빨라서 대조구에 비해 cystein이 첨

가된 단용 또는 혼용처리구 모두에서 줄기길이가 길어짐

을 볼 수 있었으며, 생체중과 자엽 절편당 형성되는 줄기

수에는 큰 영향을 미치지 않는 것으로 보여 진다. 또한 

대조구의 경우 배양 2주가 지나면서 갈변현상이 나타나

는 것과 달리 항산화제 첨가 배지에서는 녹색의 캘러스

가 배양 4주까지 유지되는 것으로 보아 형질전환 시 식

물체 조직에 가해지는 상처부위의 활성산소의 산화력을 

감소시키는 데 항산화제가 효과가 있다고 사료되었다. 
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Table 2 Influences of ascorbic acid and cystein treatments on regeneration from cotyledon explant of L. esculentum cv. 2001-58 after 
4 weeks of culture

Medium Number of Shoot
(ea/explant) Length of Shoot (mm) Fresh weight 

(g/explant)
T6♩ 2.0a*  7c 0.8ab
T6As100♪ 1.8a  9bc 1.0ab
T6As200 2.3a 15abc 1.5ab
T6As300 2.2a 13abc 2.4a
T6As400 1.7a 12abc 1.9ab
T6Cys300 1.7a 20a 0.9ab
T6Cys500 1.7a 11abc 0.9ab
T6Cys700 2.0a 19a 0.9ab
T6Cys900 1.4a 14abc 0.6b
T6As100Cys300 1.9a 17ab 1.1ab
T6As100Cys500 1.6a 16ab 1.7ab
T6As100Cys700 1.8a 17ab 1.6ab
T6As100Cys900 1.7a 17ab 1.0ab
T6As200Cys300 2.4a 19a 1.4ab
T6As200Cys500 1.7a 18a 1.9ab
T6As200Cys700 2.0a 20a 2.1ab
T6As200Cys900 2.3a 19a 2.1ab
♩MS basal medium + IAA 0.5 mg/L + BAP 1.0 mg/L + Sucrose 30 g/L + Phytagel 3 g/L
♪The concentration of antioxidant is μM/L
* Mean separation in colums by Duncan's multiple range test at 5% level.
** As: Ascorbic acid, Cys: Cystein

Table 3 The analysis of comparison tomato (L. esculentum) with tobacco (N. tabaccum) plastid DNA. Portions of N. tabaccum 
nucleotide sequence are shown form 103,993 to 106,182

Gene Product/Comment Size (bp)
L. esculentum N. tabaccum

rrn16 3'-16S rRNA 258 258
trnI tRNA-lle(GAU)5'exon 77 77

Intron 723 707
3'exon 35 35

OriA Replication origin region 82 82
trnA tRNA-Ala(UGC)5'exon 38 38

Intron 809 709
3'exon 35 35

A B C

D E F

A B C

D E F

Fig. 2 Effect of spectinomycin on regeneration medium for 
chloroplast transformation in tomato. A: control; B: 5 mg/L; C: 
10 mg/L; D: 15 mg/L; E: 20 mg/L; F: 25 mg/L

실질적으로 토마토 형질전환 시 항산화제인 티아민을 첨

가하였을 때 형질전환효율이 높아졌다는 보고가 있으며 

(Cortina and Culianez-Macia 2004), 항산화제인 tri-potassium 

citrate를 C. pendulum의 자엽에 처리하였을 때 캘러스의 

necrosis 현상이 감소되고 체세포배 형성이 증가되었다는 

(Anthony et al. 2004) 실험결과가 보고된 바 있다.

엽록체 형질전환을 위한 선발 항생제 농도

  엽록체 형질전환체 선발 효율이 높다고 알려져 있는 

aadA (aminoglycoside 3"-adenylyltransferase)는 spectinomycin과 

streptomycin에 내성 (Svab and Maliga 1993)을 보이는 특성을 

가지고 있으며 이 유전자를 토마토 엽록체 형질전환 선발

마커로 사용하고자 적정 선발 항생제 농도 실험을 수행하

였다 (Fig. 2). 본 실험에서는 spectinomycin을 재분화배지에 

첨가한 후 토마토 자엽에서의 재분화능을 조사한 결과, 
spectinomycin 20～25 mg/L 첨가배지에서 재분화가 거의 이

루어지지 않는 것으로 나타났기에 토마토 엽록체 형질전환
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AAAACCCGTCCTCAGTTCGGATTGCAGGCTGCAACTCGCCTGCATGAAGCCGGAATCGCTAGTAATCGCCGGTCAGCCAT
AAAACCCGTCCTCAGTTCGGATTGCAGGCTGCAACTCGCCTGCATGAAGCCGGAATCGCTAGTAATCGCCGGTCAGCCAT

ACGGCGGTGAATTCGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACTATGGGAGCTGGCCATGCCCGAAGTCGTTACCT
ACGGCGGTGAATTCGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACTATGGGAGCTGGCCATGCCCGAAGTCGTTACCT

TAACCGCAAGGAGGGGGATGCCGAAGGCAGGGCTAGTGACTGGAGTGAAGTCGTAACAAGGTAGCCGTACTGGAAGGTGC
TAACCGCAAGGAGGGGGATGCCGAAGGCAGGGCTAGTGACTGGAGTGAAGTCGTAACAAGGTAGCCGTACTGGAAGGTGC

GGCTGGATCACCTCCTTTTCAGGGAGAGCTAATGCTTGTTGGGTATTTTGGTTTGACACTGCTTCACACCCCCAAAAAAA
GGCTGGATCACCTCCTTTTCAGGGAGAGCTAATGCTTGTTGGGTATTTTGGTTTGACACTGCTTCACACCCCCAAAAAAA

AGAAGGGAGCTACGTCTGAGTTAAACTTGGAGATGGAAGTCTTCTTTCCTTTCTCGACGGTGAAGTAAGACCAAGCTCAT
AGAAGGGAGCTACGTCTGAGTTAAACTTGGAGATGGAAGTCTTCTTTCCTTTCTCGACGGTGAAGTAAGACCAAGCTCAT

GAGCTTATTATCCTAGGTCGGAACAAGTTGATAGGACCCCCTTTTTTACGTCCCTATGTTCCCCCCGTGTGGCGACATGG
GAGCTTATTATCCTAGGTCGGAACAAGTTGATAGGACCCCCTTTTTTACGTCCCTATGTTCCCCCCGTGTGGCGACATGG

GGGCGAAAAAAGGAAAGAGAGGGATGGGGTTTCTCTCGCTTTTGGCATAGCGGGCCCCCAGTGGGAGGCTCGCACGACGG
GGGCGAAAAAAGGAAAGAGAGGGATGGGGTTTCTCTCGCTTTTGGCATAGCGGGCCCCCAGTGGGAGGCTCGCACGACGG

GCTATTAGCTCAGTGGTAGAGCGCGCCCCTGATAATTGCGTCGTTGTGCCTGGGCTGTGAGGGCTCTCAGCCACATGGGA
GCTATTAGCTCAGTGGTAGAGCGCGCCCCTGATAATTGCGTCGTTGTGCCTGGGCTGTGAGGGCTCTCAGCCACATGG-A

TAGTTCAATGTGCTCATCGGCGCCTGACCCTGAGATGTGGATCATCCAAGGCACATTAGCATGGCGTACTCCTCCTGTTC
TAGTTCAATGTGCTCATCGGCGCCTGACCCTGAGATGTGGATCATCCAAGGCACATTAGCATGGCGTACTCCTCCTGTTC

GAACCGGGGTTTGAAACCAAACTCCTCCTCAGGAGGATAGATGGGGCGATTCGGGTGAGATCCAATGTAGATCCAACTTT
GAACCGGGGTTTGAAACCAAACTCCTCCTCAGGAGGATAGATGGGGCGATTCGGGTGAGATCCAATGTAGATCCAACTTT

CGATTCACTCGTGGGATCCGGGCGGTCCGGGGGGGACCACCACGGCTCCTCTCTTCTCGAGAATCCATACATCCCTTATC
CGATTCACTCGTGGGATCCGGGCGGTCCGGGGGGGACCACCACGGCTCCTCTCTTCTCGAGAATCCATACATCCCTTATC

AGTGTATGGACAGCTATCTCTCGAGCACAGGTTTAGGTTCGGCCTCAATGGGAAAATAAAATGGAGCACCTAACAACGCA
AGTGTATGGACAGCTATCTCTCGAGCACAGGTTTAG---------CAATGGGAAAATAAAATGGAGCACCTAACAACGCA

TCTTCACAGACCAAGAACTACGAGATCACCCCTTTCATTCTGGGGTGACGGAGGGATCGTACCATTCGAGCCGTTTTTTT
TCTTCACAGACCAAGAACTACGAGATCACCCCTTTCATTCTGGGGTGACGGAGGGATCGTACCATTCGAGCCGTTTTTTT

CTTGACTCGAAATCGAAATGGGAGCAGGTTTGAAAAAGGATCTTAGAGTGTCTAGGGTTGGGCCAGGAGGGTCTCTTAAC
CTTGACTCGAAAT------GGGAGCAGGTTTGAAAAAGGATCTTAGAGTGTCTAGGGTTGGGCCAGGAGGGTCTCTTAAC

GCCTTCTTTTTTCTTCTCATCGGAGTTATTTCACAAAGACTTGCCAGGGTAAGGAAGAAGGGGGGGAACAAGCACACTTG
GCCTTCTTTTTTCTTCTCATCGGAGTTATTTCACAAAGACTTGCCAGGGTAAGGAAGAAGGGGGG-AACAAGCACACTTG

GAGAGCGCAGTACAACGGAGAGTTGTATGCTGCGTTCGGGAAGGATGAATCGCTCCCGAAAGGGAATCTATTGATTCTCT
GAGAGCGCAGTACAACGGAGAGTTGTATGCTGCGTTCGGGAAGGATGAATCGCTCCCGAAAGGGAATCTATTGATTCTCT

CCCAATTGGTTGGACCGTAGGTGCGATGATTTACTTCACGGGCGAGGTCTCTGGTTCAAGTCCAGGATGGCCCAGCTGCG
CCCAATTGGTTGGACCGTAGGTGCGATGATTTACTTCACGGGCGAGGTCTCTGGTTCAAGTCCAGGATGGCCCAGCTGCG

CCAGGGAAAAGAATAGAAGAAGCATCTGACTACTTCATGCATGCTCCACTTGGCTCGGGGGGATATAGCTCAGTTGGTAG
CCAGGGAAAAGAATAGAAGAAGCATCTGACTACTTCATGCATGCTCCACTTGGCTCGGGGGGATATAGCTCAGTTGGTAG

AGCTCCGCTCTTGCAATTGGGTCGTTGCGATTACGGGTTGGATGTCTAATTGTCCAGGCGGTAATGATAGTATCTTGTAC
AGCTCCGCTCTTGCAATTGGGTCGTTGCGATTACGGGTTGGATGTCTAATTGTCCAGGCGGTAATGATAGTATCTTGTAC

CTGAACCGGTGGCTCACTTTTTCTAAGTAATGGGGAAGAGGACCGAAACGTGCCACTGAAAGACTCTACTGAGACAAAGA
CTGAACCGGTGGCTCACTTTTTCTAAGTAATGGGGAAGAGGACCGAAACGTGCCACTGAAAGACTCTACTGAGACAAAGA

TGGGCTGTCAAGAACGTAGAGGAGGTAGGATGGGCAGTTGGTCAGATCTAGTATGGATCGTACATGGACGGTAGTTGGAG
TGGGCTGTCAAGAACGTAGAGGAGGTAGGATGGGCAGTTGGTCAGATCTAGTATGGATCGTACATGGACGGTAGTTGGAG

TCGGCGGCTCTCCCAGGGTTCCCTCATCTGAGATCTCTGGGGAAGAGGATCAAGTTGGCCCTTGCGAACAGCTTGATGCA
TCGGCGGCTCTCCCAGGGTTCCCTCATCTGAGATCTCTGGGGAAGAGGATCAAGTTGGCCCTTGCGAACAGCTTGATGCA

CTATCTCCCTTCAACCCTTTGAGCGAAATGCGGCAAAAGAAAAGGAAGGAAAATCCATGGACCGACCCCATCATCTCCAC
CTATCTCCCTTCAACCCTTTGAGCGAAATGCGGCAAAAGAAAAGGAAGGAAAATCCATGGACCGACCCCATCATCTCCAC

CCCGTAGGAACTACGAGATCACCCCAAGGACGCCTTCGGCATCCAGGGGTCACGGACCGACCATAGAACCCTGTTCAATA
CCCGTAGGAACTACGAGATCACCCCAAGGACGCCTTCGGCATCCAGGGGTCACGGACCGACCATAGAACCCTGTTCAATA

AGTGGAACGCATTAGCTGTCCGCTCTCAGGTTGGGCAGTCAGGGTCGGAGAAGGGCAATGACTCATTCTTAAAACCAGCG
AGTGGAACGCATTAGCTGTCCGCTCTCAGGTTGGGCAGTCAGGGTCGGAGAAGGGCAATGACTCATTCTT-----------

TTCTTAAGACCAAAGAGTCGGGCGGAAGGGGGGGAAAGCCCTCCGTTCCTGGTTCTCCTGTAGTTGGATCCTCCGGAACC
---------------------------------------------------------------------------------

ACAAGAATCCTTAGTTAGAATGGGATTCCAACTCAGCACCTTTTGAGTGAGATTTTGAGAAGAGTTGCTCTTTGGAGAGC
------------AGTTAGAATGGGATTCCAACTCAGCACCTTTTGAGTGAGATTTTGAGAAGAGTTGCTCTTTGGAGAGC

ACAGTACGATGAAAGTTGTAAGCTGTGTTCGGGGGGGAGTTATTGTCTATCGTTGGCCTCTATGGTAGAATCAGTCGGGG
ACAGTACGATGAAAGTTGTAAGCTGTGTTCGGGGGGGAGTTATTGTCTATCGTTGGCCTCTATGGTAGAATCAGTCGGGG

G A C C T G A G A G G C GG T G G T T T A C C C T G CG GC GG A T G T C A G C GG T T C G A G T C C G C T T A T C T C C A A C T C G T G
G A C C T G A G A G G C GG T G G T T T A C C C T G CG GC GG A T G T C A G C GG T T C G A G T C C G C T T A T C T C C A A C T C G T G

80
80

160
160

240
240

320
320

400
400

480
480

560
560

640
639

720
719

800
799

880
879

960
950

1040
1030

1120
1104

1200
1183

1280
1263

1360
1343

1440
1423

1520
1503

1600
1583

1680
1663

1760
1743

1840
1823

1920
1903

2000
1973

2080

2160
2041

2240
2121

2310
2190

Fig. 3 Alignment of nucleotide sequences of flanking region used for plastid transformation vector from the plastid DNAs of L. 
esculentum and N. tabaccum. A bold indicates that a nucleotide is only present in L. esculentum. A dash indicates a nucleotide that 
is absent from a sequence. The N. tabaccum plastid DNA sequences reported in this figure have been deposited in the EMBL 
nucleotide sequence databases with the accession number Z00044

체 선발 항생제 농도로 spectinomycin 25 mg/L이 적합하다고 

사료되었다. Ruf 등 (2001)은 토마토 엽록체 형질전환체를 

spectinomycin 500 mg/L에서 선발하였다고 보고한 바 있다. 
이러한 결과는 품종에 따른 항생제 민감도에서 기인한 것

으로 생각되어지며, 추후 부가적인 실험을 할 예정이다.

토마토 엽록체 게놈 flanking sequence 분석

  Homologous recombination에 의한 엽록체 형질전환 메

카니즘 에 의해 토마토 엽록체 형질전환 벡터 작성 시 필

요한 토마토 엽록체 게놈 flanking region을 분리하여 염기

서열 (Fig. 3)을 결정하고 해당부위의 담배 엽록체 DNA 
sequence와 비교 분석하였다 (Staub and Maliga 1992; Maliga 
1993; Maliga et al. 1994; Wakasugi 1998; Kavanagh et al. 
1999). 그림 3에서 16S rRNA 와 tRNA (trnI and trnA) 유전

자 sequence는 토마토와 담배 모두 동일하였으며 단, trnI 
유전자 내에 존재하는 intron의 크기가 토마토에서는 723 
bp, 담배에서는 707 bp였으며, trnA 유전자 내에 존재하는 
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trnV rrn 16 trn I trn A rrn 23

Prrn aadA gfp TpsbA

Prrn aadA gfp TpsbArrn16/trnI trn A

pKRT22-AG (6.9kb)

Fig. 4 Construction of tomato chloroplast expression vector. 
Chloroplast border region for homologous recombination. The 
spectinomycin resistance (aadA) and gfp gene and chloroplast 
genes rrn16, trnI and trnA are shown

Fig. 5 Confocal laser scanning microscopy images of chloropalst 
expressing GFP of pKRT22-AG on protoplast cell in tomato. A: 
DNA 0.5 ㎍/shot; B: DNA 1 ㎍/shot; C: DNA 2 ㎍/shot; D: 
DNA 1 ㎍/shot. One milligram of 0.6 ㎛ gold particle used for 
one shot. Targe distance was 9 cm

intron의 크기는 토마토가 809 bp, 담배에서는 709 bp로 토

마토 엽록체 DNA의 intron의 크기가 담배보다 크다는 것

을 알 수 있었다. 이러한 결과는 Palmer 등 (1987, 1988)이 

보고한 바와 같이 엽록체 DNA sequence 간의 homology가 

높았으며, 특히 structural gene의 homology가 매우 높다는 

것을 알 수 있었다. 

토마토 엽록체 형질전환을 위한 유전자총 조건

  엽록체 형질전환 벡터 pKRT22-AG (Fig. 4)를 토마토 자

엽에 bombardment 할 때의 조건을 구명하고자 DNA농도, 
particle gold양, target distance를 달리하여 처리한 후, 48시
간이 지난 후 자엽으로부터 원형질체를 나출하여 GFP 
발현여부를 조사한 결과, DNA 농도가 0.5 ㎍/shot에서는 

GFP 발현 엽록체 개수가 1-2개로 저조한 반면, DNA 농도

가 2 ㎍/shot에서는 gold와 엉키어서 세포를 손상시켜 죽

게 하는 것을 관찰할 수 있었다 (Fig. 5). 그리고 GFP가 정

확하게 엽록체 내에서만 발현되는 것을 관찰하였고, 이
를 통해 토마토 엽록체 형질전환용 벡터가 잘 만들어졌

음을 알 수 있었다. 또한 gold 양을 증가하였을 때 DNA 
농도 증가와 비슷한 경향을 나타내었다 (data not shown). 

Target distance가 6 ㎝인 경우 거의 터져서 죽는 것이 관

찰되었고, 12 ㎝인 경우 GFP 발현이 거의 관찰되지 않았

다 (data not shown). 따라서 토마토 엽록체 형질전환을 위

한 적정 유전자총 조건으로는 1 bombardment의 경우 DNA 
농도 1 ㎍, 0.6 ㎛ gold particle 1 mg, target distance 9 ㎝가 

효과적이었다고 사료되었으며, 이 결과는 담배 엽록체 

형질전환의 유전자 총 조건 (Lee et al. 2003; Roh et al. 
2006) 과 같음을 알 수 있었다. 본 실험을 통해 얻어진 토

마토 엽록체 형질전환용 벡터 및 형질전환 조건은 토마

토 엽록체 형질전환체를 생산하는데 매우 효과적일거라 

사료되었다.

적 요

  국립원예특작과학원에서 분양받은 토마토 18계통을 

공시하여 재분화가 잘되는 적정 품종을 탐색한 결과, 계
통번호 2001-58에서의 재분화율이 93%로 양호하였다. 또
한 식물체로의 재분화 과정에서 보여 지는 갈변현상과 

phenolic compound에 의한 식물조직의 괴사현상을 막기 

위하여 항산화제인 ascorbic acid와 cystein을 단용 또는 혼

용으로 첨가한 후 토마토 재분화에 미치는 영향을 살펴

본 결과, ascorbic acid 200～300 μM/L 처리구에서 줄기형

성율 및 생체중이 증가되는 현상을 관찰할 수 있었다. 토
마토 엽록체 형질전환체 선발을 위해 spectinomycin의 적

정 농도를 살펴본 결과, 재분화배지에 spectinomycin 20～
25 mg/L 농도가 첨가되어진 처리구에서 재분화가 거의 

이루어지지 않았다. 토마토 엽록체 형질전환을 위해 토

마토 엽록체 게놈 일부를 분리하여 염기서열을 분석하여 

담배와 비교 분석한 결과, homology가 매우 높음을 알 수 

있었다. Homologous recombination에 의한 엽록체 형질전

환이 되기 위해서 분리한 토마토 엽록체 게놈 일부를 

border sequence로 이용하였고, transient assay를 위해 GFP 
유전자가 포함된 토마토 엽록체 형질전환용 운반체 

pKRT22-AG를 제작하였다. Bombardment을 한 후 원형질

체를 나출하여 공초점 현미경하에서 관찰한 결과 엽록체 

내에서만 GFP가 발현됨을 알 수 있었으며, DNA 농도 1 
㎍, 0.6 ㎛ gold particle 1 mg, target distance 9 ㎝ 조건이 

가장 좋았다.
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