
Abstract

BACKGROUND: Before generating transgenic plant using 

the CRISPR-Cas9 system, the efficiency test of sgRNAs is 

recommended to reduce the time and effort for plant 

transformation and regeneration process. The efficiency of 

the sgRNA can be measured through the transient expression 

of sgRNA and Cas9 gene in tomato cotyledon; however, we 

found that the calculated efficiency showed a large variation. 

It is necessary to increase the precision of the experiment to 

obtain reliable sgRNA efficiency data from transient 

expression. 

METHODS AND RESULTS: The cotyledon of 11th, 15th, 

19th, and 23rd-day-old tomato (Solanum lycopersicum cv. 

Micro-Tom) were used for expressing CRISPR-Cas9 

transiently. The agrobacterium harboring sgRNA for 

targeting ALS2 gene of tomato was injected through the 

stomata of leaf adaxial side and the genomic DNA was 

extracted in 5 days after injection. The target gene edition was 

identified by amplifying DNA fragment of target region and 

analyzing with Illumina sequencing method. The target gene 

editing efficiency was calculated by counting base deletion 

and insertion events from total target sequence read.

CONCLUSION: The CRISPR-Cas9 editing efficiency 

varied with tomato cotyledon age. The highest efficiency 

was observed at the 19-day-old cotyledons. Both the median 

and mean were the highest at this stage and the sample 

variability was also minimized. We found that the transgene 

of CRISPR-Cas9 system was strongly correlated with plant 

leaf development and suggested the optimum cotyledon leaf 

age for Agrobacterium-mediated transfection in tomato. 
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서  론

CRISPR (clustered regularly interspaced short 
palindromic repeats)/Cas9(CRISPR-associated nuclease 
9)은 돌연변이 유발 및 생물학적 표현형 변화, 기능 유전학 

등에 활용 가능한 genome editing 기술로서 다양한 분야에

서 활용하고 있다[1,2]. Zinc Finger Nucleases (ZFNs) 과 

Transcription activator-like effector nucleases (TALENs)
과 같은 1, 2세대 유전자 교정기술과는 달리 CRISPR-Cas9
는 목표 유전자에 결합하는 guide RNA (또는 single guide 
RNA, sgRNA)와 DNA endonuclease인 Cas9 단백질이 
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결합된 형태로 구성되며, 절단된 서열은 non-homologous 
end joining (NHEJ) 또는 homology-directed repair 
(HDR)에 의해서 복구된다[3]. NHEJ는 잘려진 두개의 이중 

가닥을 다시 붙여줄 때 염기 서열의 삽입이나 결실을 일으키는 

반면, HDR은 잘려진 이중 가닥 부위에 공여 DNA를 함께 도

입해 절단된 부위를 복구하는 방식이다[3]. CRISPR-Cas9의 

위와 같은 기술을 이용하여 유전자 교정을 통해 작물의 생산

성을 높이거나, 화학농약에 대해 저항성을 갖는 작물을 얻어 

지속 가능한 농업을 시행할 수 있으며[4] 특히, 외래 유전자

가 아닌 내부 유전자 돌연변이로 식품안전성에 대한 소비자

의 우려를 낮출 수 있다는 장점도 가지고 있어 종자개발에 활

용될 가능성이 높다[5].
현재 CRISPR-Cas9 시스템을 활용하여 형질 전환 식물체

를 만들기위해 많은 연구들이 시행되고 있으며, 형질전환 된 

작물을 상품화한 사례도 있다. 버섯에서 갈변을 유발하는 유전

자인 polyphenol oxidase(PPO)를 표적으로 CRISPR-Cas9
를 이용해 PPO 유전자가 제거된 버섯이 만들어져 상품화되었

다[6]. 또한 옥수수의 경우 두 개의 DSB 자리 사이의 waxy 
유전자를 CRISPR-Cas9을 이용해 제거한 식물체를 얻어 상

업용 옥수수를 더 빠르게 수확할 수 있게 만들었다[7]. 그 외

에도 토마토, 밀, 벼, 오이 등 다양한 작물들에 도입한 연구 

결과가 발표되어 있다. 토마토에서 3개의 sgRNA로 구성된 

CRISPR-Cas9 시스템을 활용하여 LeMADSRIN 유전자를 교

정하여 에틸렌 함량이 더 낮은 계통을 개발했다[8]. 밀에서는 

수확량 손실을 일으키는 wheat dwarf virus(WDV)에 대한 

내성을 가지는 항바이러스 밀 생산을 목표로 CRISPR 유전자 

교정을 통해 바이러스 접종 시 바이러스 DNA가 발견되지 않

는 항바이러스 밀을 개발했다[9]. Chlorsulfuron과 bispyribac 
sodium을 포함한 중요한 제초제의 주요 표적인 ALS1 유전

자의 염기 서열을 변형하여 쌀에서 제초제에 내성이 있는 것

을 확인했다[10]. 또한 오이의 유전자를 교정하여 Zucchini 
yellow mosaic virus와 ipomovirus, Papaya ringspot mosaic 
virus에 대한 내성을 갖는 오이를 생산했다[11].

CRISPR-Cas9를 이용한 유전자교정은 전적으로 target 
guide RNA의 염기서열에 의해 결정되므로, 교정이 이뤄진 

형질전환 식물을 얻기 위해서는 특이성이 확보된 sgRNA를 

설계하는 것이 중요하다[12]. sgRNA의 경우 서열의 길이가 

20개로 짧기 때문에 만들기 쉽다는 장점이 있지만 게놈 내에 

유사서열이 존재할 확률이 크다. 유사서열이 있을 경우 원하

는 부위 외에 다른 유전자 부위에서 유전자 교정이 일어나고 

따라서 원하는 유전자의 형질을 얻을 수 없다. 유사서열에 대

한 sgRNA의 교정 효율은 여러 논문에서 논의되어 선발된 

sgRNA에 대한 off-target 효율을 미리 예측할 수 있는 시스

템이 제공되고 있다[13,14,15]. 한편 아직까지 sgRNA에 따

라 유전자 교정효율이 변화하는 이유는 정확히 알려져 있지 

않다[16]. 다만 sgRNA 내에 GC 비율에 따라 sgRNA 자체

의 효율이 변화할 수 있으며 크로마틴 구조에 따라 sgRNA
의 효율이 변화한다는 보고가 있다[15]. 교정 효율성을 높이

기 위해 sgRNA를 설계하거나 선발하는 방법, 교정 특이성을 

높일 수 있는 Cas9 단백질 개발하는 등의 방법이 계속 시도

되고 있다[12].
한편, sgRNA 발현양을 조절하여 교정 효율을 높이기 위

한 다양한 연구들이 시도되고 있다. 종 특이적 프로모터를 적

용해 sgRNA의 발현양을 높이는 방법들로 옥수수에서 교정

효율을 높이는 동시에 mosaicism을 줄이기 위해 감수 분열 

특이적 프로모터인 dmc1 유전자의 프로모터를 선택해 고효율

의 유전자 편집을 확인하거나[17], 애기장대와 메디카고 트룬

카툴라(Medicago truncatula)의 경우 애기장대 UBQ10 프로

모터를 이용해 애기장대와 메디카고에서 각각 95%, 70%까지 

교정 효율을 향상한 예가 있다[18]. 또한 포도나무 유전자 교정 

효율을 높이기 위해 VvU3 (Vitis vinifera L.)/VvU6 프로모

터와 UBQ 프로모터를 이용해 sgRNA와 Cas9의 발현율을 

증가시키기도 했다[19].
일반적으로 작물 형질전환은 많은 시간과 노력이 투입되는 

과정으로, CRISPR-Cas9 시스템을 적용함에 있어 sgRNA의 

효율을 미리 알고 선발하는 것은 형질전환체 생성 작업의 효율

성을 크게 높일 수 있다. 작물의 떡잎과 Agrobacterium을 이

용한 transient expression 방법은 형질전환 이전에 sgRNA
의 효율성을 확인할 수 있는 방법인데 복잡한 유전자 전달과

정 및 유전자 발현과정, 그리고 떡잎의 생리적 상태에 따라 

유전자교정 효율이 매우 다르게 나타나는 문제점을 보였다. 
이 논문에서는 ALS2 유전자를 타겟으로 하는 sgRNA의 효

율을 떡잎의 연령에 따라 측정하여 비교함으로써 디자인 한 

sgRNA의 정확한 유전자교정 효율 도출을 위한 방법을 제시

하였다. 
 

재료 및 방법

토마토 재배 조건

토마토(Solanum lycopersicum cv. Micro-Tom)를 발

아시키기 위해 원예용상토(부농, 대한민국)에 토마토 종자를 

파종했다. 토마토 종자 발아를 위해 4℃에서 5일간 저온 처

리 하고 25°C에서 12 hr/12 hr 광주기, 95 μmol m−2 s−1

의 광도에서 배양했다. 

Vector construction 

sgRNA는 CRISPR-P v2.0 (http://crispr.hzau.edu.cn)
을 이용하여 20-mer의 상보적인 DNA 올리고를 디자인했다

(Table 1). 100 pmole 상보적 올리고는 총 볼륨 25 μl에서 9
5℃ 10분 처리 후 10초에 2℃씩 37℃까지 온도를 낮춰 double 
strand sgRNA로 만들었다. Annealing된 sgRNA는 제한

효소 Esp3I으로 자른 pYPQ141A 벡터 (Addgene plasmid 
ID 69290)에 cloning했다. sgRNA가 도입된 pYPQ141A 
벡터는 Cas9이 포함된 pYPQ154 벡터, 그리고 pMDC32 벡
터와 함께 LR clonase(cat#11791019, Thermo Scientific 
Inc. 미국)를 이용해 재조합 했다. 재조합이 확인된 벡터는 
Agrobacterium tumefaciens gv3101에 electroporation 
방법으로 형질전환 했다. 
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Primers Sequence

ALS2-P
forward CTATTACAGGTCAAGTGCCA

reverse TGGCACTTGACCTGTAATAG

1st primer
forward CCCATAACGACGTTTCTGAACCTG

reverse CCCTCCAATATGGAATTCAAACCC

2nd primer
forward ACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTGGTGTTTGCATTGCTACCTCTGGT

reverse GTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTGCTTCACGAACAACCCTAGGAATA

3rd primer
forward kaist index forward primer

reverse kaist index reverse primer

Table 1. The primer sequence used for amplifying sgRNA target region of ALS2 gene

토마토 떡잎을 이용한 transient assay

CRISPR-Cas9 발현 벡터를 포함한 Agrobacterium을 바

늘을 제거한 주사기를 이용해 토마토 떡잎에 주입했다. 주입

용 Agrobacterium은 28℃에서 rifampicin, kanamycin, 
gentamicin 항생제가 포함된 LB broth 5 mL에 하루 동안 1
차 배양한 뒤, rifampicin, kanamycin, gentamicin이 포함

된 LB broth 5 mL에 A600nm 값이 0.9가 될 때까지 2차 배양

했다. 토마토 떡잎으로 주사하기 위해 배양된 Agrobacterium 
1 mL를 6,000rpm 에서 1분 동안 원심분리 하고 침전된 

Agrobacterium을 완충용액 (1/2 MS medium, 1% sucrose, 
1 μM IAA, 10 μM zeatin, 200 μM acetosyringone)에 재

현탁 후 28℃, 1시간 30분 동안 순화배양 했다. 1 mL 주사

기(cat#26G, KOVAX, 대한민국)를 이용하여 토마토 떡잎 

전체에 용액이 퍼질 때까지 약 30 μL ~ 50 μL를 주입했다. 
Agrobacterium을 주입한 토마토는 이후 5일간 추가 배양하

고 유전자교정 효율 확인에 사용했다. 

Genomic DNA 추출 및 유전자교정 효율 확인

Agrobacterium 주입 후 5일간 배양된 떡잎을 취하여 액

체질소를 이용해 동결한다. TissueLyser II(QIAGEN)를 이

용해 떡잎을 완전히 파쇄한 뒤 [20]에 기술된 추출용액을 이

용해 토마토 genomic DNA를 추출하였다. 파쇄한 토마토 

시료를 Edwards buffer (0.5% SDS, 200mM Tris-HCl 
(pH 7.5), 250mM NaCl, 25mM EDTA (pH 8.0))에 현탁

하고 SDS를 1%가 되도록 첨가한 후 65℃에서 5분간 반응했

다. 이후 1 M potassium acetate 조건에서 단백질과 세포파

편들을 침전했다. 이후 13,000 rpm에서 원심분리 후 상등액

을 취하고 300 mM NaOAc, 50% Isopropyl Alcohol 조건
에서 genomic DNA를 침전했다. Genomic DNA를 70% 
에탄올에 세척한 후 3차 증류수에 genomic DNA를 녹여 

PCR 반응에 사용했다.

PCR 산물 염기서열 분석방법

토마토 떡잎에서 추출한 genomic DNA 시료는 표적 유전

자의 sgRNA 부분을 포함하는 0.5~1 kbp 위치를 1차 PCR을 

실시했다. 증폭된 PCR 산물은 1/10으로 희석하여 sgRNA

를 포함하는 150~200 bp 위치를 2차 PCR 했다. 최종 index 
sequence 삽입을 위한 3차 PCR을 index primer를 사용하여 

실시했다. 각 PCR 프라이머는 Table 1에 표시하였다. PCR 
반응 산물은 next generation sequencing 방법으로 염기서열

을 분석하고(바이오코어센터, 한국) 염기서열 정보는 CRISPR 
RGEN Tools (http://www.rgenome.net)의 Cas-Analyzer 
프로그램을 통해 타겟 유전자 교정효율을 계산했다. 유전자 교

정은 치환의 경우는 제외하고 염기가 삭제되거나 삽입된 경우

만을 교정 효율 계산에 산입했다. 

RNA 추출과 sgRNA 발현양 확인

RNA 추출은 Qiagen (Hilden, Germany)사의 RNeasy plant 
mini kit에서 제공하는 방법에 따라 진행했다. 추출된 RNA는 
scaffold reverse primer 5’-ACCGACTCGGTGCCACTTTT-3’
와 actin reverse primer 5’-ACCACTGAGCACAATGTTACCG-3’
를 이용해 reverse transcription 반응 (SuperScript™ III, 
ThermoFisher, 미국)으로 1st strand를 합성하고 ALS sgRNA 
forward primer 5’-GATTGCTATTACAGGTCAAGTGCCA-3’
과 actin forward primer 5’-TTGCCTATGTGGCTCTTGACTA-3’
를 포함해 PCR 반응을 실시했다. 증폭된 ALS2-P sgRNA와 

Cas9 유전자는 전기영동을 통해 발현양을 비교하였고 ImageJ 
프로그램을 이용해 발현강도를 정량하였다.

통계처리 방법

sgRNA 효율 측정은 토마토 연령별로 4회에 걸쳐 6반복

으로 조사하여 총 24회 이상의 시료에서 측정되었다. 결과는 

상자수염 그래프 형식으로 나타냈다.

결과 및 고찰

sgRNA 디자인 및 벡터 재조합

토마토 떡잎을 이용한 transient assay를 수행하기 위해 

표적으로 활용할 sgRNA를 디자인 및 합성했다. 토마토에

서 sgRNA와 Cas9 발현을 위한 벡터 재조합은 Lowder 
et al[21]의 방법에 따라 시행했다. 완성된 벡터는 Cas9 유
전자를 35S 프로모터로, sgRNA와 scaffold를 Arabidopsis 



CRISPR-Cas9 Editing Efficiency During Cotyledon Development 189

Fig. 1. Construction map for targeted mutagenesis of ALS2 gene.

U6 프로모터로 전사 촉진한다(Fig. 1). 표적 유전자는 ALS2 
유전자로 CRISPR-P v2.0를 통한 검색과 떡잎을 활용한 

sgRNA 효율 측정에서 높은 효율이 검증된 ALS2-P sgRNA 
(CTATTACAGGTCAAGTGCCA)를 사용하였다. 

토마토 떡잎의 생장 관찰

CRISPR-Cas9 시스템의 토마토 떡잎에서 transient 발현

을 수행하기 위해 먼저 날짜 별 토마토 떡잎의 길이 성장을 

측정하였다(Fig. 2). 파종한 후 11, 15, 19, 그리고 23일 지난 

토마토의 떡잎은 각각 0.9, 1.9, 2.5, 그리고 2.6의 평균 길이

를 나타냈다(Fig. 2A). 떡잎 길이 측정 결과를 토대로 토마토 

떡잎은 파종 후 19일 이후에는 잎의 길이 성장이 느려지는 

것으로 보아 파종 후 19일에 토마토 떡잎이 완전한 확장에 

이르는 것으로 판단했다. 이후 떡잎은 노화 단계로 진입하는 

것으로 보인다. True leaf인 1st/2nd 잎은 파종 후 평균 14일 

정도에서 1 mm 크기 이하의 primordia 잎 상태로 발달이 

시작됨을 관찰하였고 23일에 떡잎과 비슷한 크기까지 성장을 

이뤘다. 

토마토 생육 주기에 따른 sgRNA 효율 변화 측정

파종 후 11일부터 4일 간격으로 실시한 결과 19일 된 떡

잎에서 sgRNA 교정 효율이 평균값(상자 내 x 표시)과 중간

값(상자 내 가로선) 모두에서 일정하고 높은 결과를 보였다

(Fig. 3). 19일 떡잎에서 교정효율은 11일 잎에 비해 평균값 

기준 약 5배 높았다. 23일 잎에서는 11일 잎에 비해 약 2배 

높게 나타나 19일 잎에 비해서는 낮은 값을 나타냈다. 15일 

잎은 11일 잎과 비슷한 평균값을 나타냈다. 기대할 수 있는 

유전자교정 효율의 최대값을 예측하기 위하여 각 잎에서 최

대값을 비교하였다. 평균값과 마찬가지로 19일, 23일, 15일, 
11일 순으로 높게 나타난 것을 알 수 있다. 19일 떡잎에서 교

정효율의 최대값은 5.8%로 나타나 일반적으로 토마토 떡잎에

서 기대하는 교정효율인 1%를 크게 뛰어넘는 값을 보였다. 
이는 실험에 사용된 ALS2 유전자에 대한 CRISPR/Ca9 복
합체의 접근성이 뛰어나며 디자인된 sgRNA 또한 높은 효율

을 나타내기 때문으로 생각된다. 특히 23일의 경우 최대값이 

19일과 크게 차이가 나지 않지만, 사분위 범위(interquartile 
range, IQR)가 19일에 비해 긴 것으로 나타나 효율은 높지

만 변이가 크다는 것을 확인했다. 19일 잎에서 sgRNA 교정 

효율의 최대값은 11일과 15일 잎과 비교 시 약 3.2배, 3.1배 

높게 나타났다. 이와 같은 실험 결과로 미뤄보아 19일 이전과 

이후의 떡잎은 Fig. 2에서 보듯 성장이 완료되고 광합성 등 

대사활동이 활발한 시기로 35S 프로모터의 활성 증가와 이에 

Fig. 2. Leaf length changes during the tomato cotyledon 
growth. A. Cotyledon length was measured at four 
different day points. B. Pictures representing growth 
status at indicated day points. The white bar indicates 2 
cm of length.

Fig. 3. Change of sgRNA efficiency during the cotyledon 
growth. The lower, middle and upper lines of the box 
graph indicate 25%, 50%, and 75% of sample groups, 
respectively. The average is indicated as x mark in the 
box. The highest and lowest value showed as upper and 
lower whiskers.
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따른 CRISPR-Cas9 복합체 증가에 의해 교정 효율이 증가한 

것으로 예상된다. 하지만 21일 이후의 떡잎은 성장을 끝내고 

노화에 접어드는 시기로 이 때의 떡잎에서는 sgRNA의 효율

에 큰 변이가 발생한다.
CRISPR RGEN Tools을 통해 분석된 target guide 

RNA의 교정 event를 나타냈다(Table 2). 생육 주기별로 sgRNA 
교정 효율이 가장 높게 나타난 잎에서 발견된 event들을 표

시하였다. 모든 주기의 토마토에서 PAM sequence의 5’쪽 3 
~ 7번째 자리를 중심으로 염기 삭제와 삽입이 이뤄진 것으로 

보아 CRISPR-Cas9에 의한 교정이 이뤄졌음을 확인할 수 있

다. 또한 효율이 높은 19일 떡잎에서는 예상할 수 있는 모든 

종류의 deletion event를 확인할 수 있고, 19일 떡잎에서 

CRISPR-Cas9 시스템의 높은 교정효율을 다시한번 확인할 

수 있었다.

11D #read 15D #read

CTATTACAGGTCAAGTGCCA 64102 CTATTACAGGTCAAGTGCCA 55733

Del

CTATTACAGGTCAA---CCA 700

Ins

CTATTACAGGTCAAGTGACCA 93

CTATTACAGGTCAAGT-CCA 427 CTATTACAGGTCAAGTGTCCA 58

CTATTACAGGTC-AGTGCCA 4 CTATTACAGGTCAAGTGGCCA 38

CTATTACAGGTCAA---CCA 3 CTATTACAGGTCAAGTGCCCA 25

CTATT-CAGGTCAAGTGCCA 2 CTATTACAGGTCAAGTGTATTCCA 4

others 6 CTATTACAGGTCAAGTGGTATTCCA 3

CTATTACAGGTCAAGTGAACCA 2

CTATTACAGGTCAAGTGTACCA 2

CTATTACAGGTCAAGTGTGCCA 2

Del

CTATTACAGGTCAAGT-CCA 193

CTATTACAGGTCAA---CCA 144

CTATTACAGGTCA----CCA 124

CTATTACAGGTC-----CCA 69

CTATTACAGGTCAA--GCCA 32

CTATTACAGGT------CCA 31

CTATTACAGGTCA--TGCCA 29

CTATTACAGGT-------CA 14

CTATTACAGGTCAAGTG-CA 13

CTATTACAGGTCAAGTG--- 11

CTATTACAGGTCA---TCCA 10

CTAT-------------CCA 9

others 128

19D #read 23D #read

CTATTACAGGTCAAGTGCCA 66660 CTATTACAGGTCAAGTGCCA 51952

Ins

CTATTACAGGTCAAGTGACCA 283

Ins

CTATTACAGGTCAAGTGTCCA 171

CTATTACAGGTCAAGTGTCCA 203 CTATTACAGGTCAAGTGACCA 163

CTATTACAGGTCAAGTGGCCA 110 CTATTACAGGTCAAGTGGCCA 149

CTATTACAGGTCAAGTGCCCA 57 CTATTACAGGTCAAGTGCCCA 57

CTATTACAGGTCAAGTGAATGTACCA 14

Del

CTATTACAGGTCAA---CCA 453

others 19 CTATTACAGGTCA----CCA 370

Del

CTATTACAGGTCAAGT-CCA 779 CTATTACAGGTCAAGT-CCA 362

CTATTACAGGTCA----CCA 587 CTATTACAGGTC-----CCA 174

CTATTACAGGTCAA---CCA 436 CTATTACAGGTCAA--GCCA 110

CTATTACAGGTC-----CCA 268 CTATTACAGGT------CCA 88

CTATTACAGGT------CCA 146 CTATTACAGGT-------CA 41

CTATTACAGGTCAA--GCCA 133 CTATTACAGGTCA--TGCCA 39

CTATTACAGGT-------CA 62 CTATTACAG-------GCCA 27

CTATTACA--------GCCA 52 CTATTACAGGTCAAGTG-CA 26

CTATTACAGGTCA--TGCCA 47 others 239

CTATTACAGGTCAAGTG-CA 46

CTATTACAGGTCA-----CA 35

CTATTACAG-------GCCA 30

CTATTACAGGTC---TGCCA 27

others 288

Table 2. In/Del pattern analyzed from NGS
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토마토 떡잎 생육주기에 따른 CRISPR-Cas9 교정효율 

변화에 대한 고찰

CRISPR-Cas9 교정효율이 높은 변이를 나타내는 것은 

Agrobacterium으로부터 transgene의 복잡한 유전자 전달과

정 및 transgene의 토마토 유전체로의 삽입과 발현과정, 그리

고 떡잎의 생리적 상태에 따라 유전자교정 효율이 매우 다르

게 나타날 수 있는 다양한 이유를 생각해 볼 수 있다. 토마토 

유전체로 transgene이 전달되어 삽입되고 이후 Cas9 유전자

와 sgRNA가 발현되기까지의 효율성은 Cas9과 sgRNA의 전

사체 발현양을 측정함으로써 예측해 볼 수 있다. 이를 위해 앞

선 ALS2 유전자교정 효율 측정에 사용된 시료와 같은 시료에

서 RNA를 추출하여 Cas9, sgRNA 발현양을 측정하여 서로 

비교하였다(Fig. 4). 실험 결과 19일 떡잎에서 sgRNA는 모든 

잎에서 비슷한 발현양을 나타냈으나 Cas9의 경우 19일과 23
일에서 상대적으로 높아진 발현양을 관찰할 수 있었다. 이러한 

결과는 떡잎을 이용한 transient 발현에서 CRISPR-Cas9의 

효율성이 떡잎의 생장에 따른 Cas9 전사체의 발현양, 다시 

말해서 35S 프로모터의 활성 증가로 크게 향상된 것을 의미

한다. 
토마토 떡잎의 생육 기간에 따른 토마토 형질전환의 차이

를 보기 위한 실험들이 과거 진행되었다. Rai group에서는 

토마토에 사용된 Agrobacterium 균주와 상관없이 모두 오

래된 잎보다는 어린 잎에서 더 쉽게 형질전환이 일어나는 결

과를 보였다[22]. 또한 Mazumdar group에서도 발생 후 3 
~ 9일의 토마토 떡잎으로 실험한 결과 형질전환 효율이 연령 

간 상당한 차이를 보였으며, 3일부터 점차 증가하다 6일 떡잎

에서 최대치에 이르렀고 이후 점차 감소했다[23]. Van group
에서는 7일 이하, 1주, 그리고 2주가 지난 3종의 떡잎으로 형

질전환 효율을 측정한 결과 나이가 어릴 수록 캘러스를 형성

하는 비율이나 그에 따라 싹을 유도하는 캘러스의 수, 캘러스 

당 평균 새싹 수가 유의하게 증가하는 결과를 보였다[24]. 이
러한 결과들은 성장이 완료된 잎 보다 어린 잎에서 탈분화와 

재분화가 더 잘 일어나며 이는 형질전환 시 캘러스 생성과 캘

러스로부터 새싹이 생성되는 과정을 더 용이하게 한다[25]. 
또한 어린 잎은 더 많은 대사와 발달이 일어날 가능성이 있으

Fig. 4. sgRNA and Cas9 transcript expression during the 
tomato cotyledon growth. A. The expression level of 
sgRNA and Cas9 after Agrobacterium-mediated transient 
expression was visualized with reverse transcription and 
PCR amplification. B. The expression level of sgRNA and
Cas9 is quantified from image. Actin gene expression 
level was used as a reference for comparison.

며, 이에 따라 형질전환시 필요한 식물 호르몬 등이 어린잎에

서 더 높은 수준을 유지한다[24]. 따라서 일반적으로 형질전

환은 Agrobacterium에 의한 T-DNA 전달과 캘러스 생성 

이후 재분화 과정까지 완성된 형질전환 과정의 효율이 측정

되므로 어린 떡잎을 사용하여 식물의 탈분화 재분화의 효율

을 높이는 것이 전체 형질과정 효율을 증대시킬 수 있을 것으

로 생각된다. 하지만 본 실험에서는 탈분화와 재분화 과정이 

없는 T-DNA의 전달과정만을 측정하는 방법으로 실험결과 

완전히 성장한 떡잎에서 더 높은 효율을 나타내는, 앞선 어린 

떡잎에서 형질전환 효율이 증대되는 결과들과 상이한 결과를 

얻었다. 이는 담배를 이용한 transient 발현 등 몇몇 실험에

서 참고될 수 있는 결과이며 특히 CRISPR-Cas9 시스템을 

이용한 sgRNA 효율을 측정하는 방법에 참고될 중요한 결과

이다. 
CRISPR-Cas9을 이용한 작물 육종 방법은 육종 연한과 

정밀도를 획기적으로 높일 수 있는 방법이다. 하지만 작물 형

질전환을 위해서 가장 많이 활용되고 있는 Agrobacterium 
매개 형질전환 및 재분화 방법은 Agrobacterium을 이용한 

T-DNA 전달과정 이후 조직배양을 통한 탈분화와 재분화 과

정을 수 달에 걸쳐 진행한다. 또한 원하는 형질전환체를 얻기 

위해 수 십 개의 재분화 식물체를 유기시키는데 이렇듯 식물

의 형질전환 과정은 시간과 노력이 많이 소모되는 과정이다. 
여기에서 CRISPR-Cas9 시스템을 이용한 유전자교정은 Cas9 
시스템 전달뿐만 아니라 전달된 Cas9 시스템이 제대로 작동

하여 목표 유전자를 교정하는 과정이 추가적으로 필요하고 목

표 유전자의 교정 효율은 sgRNA의 효율이 절대적이다. 따라

서 Cas9을 이용한 식물 유전자교정에서 sgRNA의 효율을 미

리 점검하는 것은 형질전환 기한을 단축시키고 노력을 절감할 

수 있는 방법이 된다. 본 실험에서 나타난 토마토 떡잎을 활용

한 sgRNA 효율 검정법은 19일 이후의 떡잎을 활용함으로써 

sgRNA가 목표 유전자 교정을 위한 최대의 효율을 나타내는 

환경에서 선발된 sgRNA를 검정할 수 있음을 보여준다. 하지

만 19일 이후의 잎에서도 11일과 15일 잎과 비교해서 중앙값 

50% 변이폭이 획기적으로 개선되지 않은 것, 전체 변동폭이 

여전히 1% 수준에 이르는 것으로 보아 Agrobacterium을 이

용한 transient 발현 실험의 정확도 개선을 위한 실험환경 개

선이 여전히 필요해 보인다. 
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