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명 세 서

청구범위

청구항 1 

확인 대상 토마토의 SICIPK24 유전자의 프로모터 영역에서 서열번호 1의 483~535번째 위치에 대응되는 염기의

결실 여부를 검출하는 제제를 포함하는, 내염성 토마토 선별용 조성물.

청구항 2 

청구항 1에 있어서, 상기 제제는 상기 염기 결실 부위를 포함하는 영역을 특이적으로 증폭할 수 있는 프라이머

또는 상기 염기 결실 부위를 포함하는 영역에 상보적으로 결합하는 프로브인, 내염성 토마토 선별용 조성물.

청구항 3 

청구항 1에 있어서, 상기 제제는 서열번호 8 및 서열번호 9의 프라이머 세트인 것인, 내염성 토마토 선별용 조

성물.

청구항 4 

청구항 1에 있어서, 확인 대상 토마토의 SICIPK24 유전자의 프로모터 영역에서 서열번호 1의 1687~1689번째 위

치에 대응되는 위치에 AATA 염기의 존부 및 서열번호 1의 1695번째 위치에 대응되는 위치에 GTA 염기의 삽입 여

부를 검출하는 제제를 더 포함하는, 내염성 토마토 선별용 조성물. 

청구항 5 

청구항 4에 있어서, 상기 위치의 염기의 존부 및 삽입 여부를 검출하는 제제는 서열번호 10 및 서열번호 11의

프라이머 세트를 포함하는 것인, 내염성 토마토 선별용 조성물.

청구항 6 

청구항 4에 있어서, 확인 대상 토마토의 SICIPK24 유전자의 프로모터 영역에서 서열번호 1의 1652~1653번째 위

치에 대응되는 위치에 AA 염기의 존부를 검출하는 제제를 더 포함하는, 내염성 토마토 선별용 조성물.

청구항 7 

청구항 6에 있어서, 상기 위치의 AA 염기 존부를 검출하는 제제는 서열번호 10 및 서열번호 11의 프라이머 세트

를 포함하는 것인, 내염성 토마토 선별용 조성물.

청구항 8 

청구항 1 내지 7 중 어느 한 항의 조성물을 포함하는 내염성 토마토 선별용 키트.

청구항 9 

등록특허 10-2530404

- 3 -



확인 대상 토마토의 SICIPK24 유전자의 프로모터 영역에서 서열번호 1의 483~535번째 염기서열 부분에 대응되는

부분이 있는지를 확인하는 단계; 및

상기 대응되는 부분이 없으면 내염성 토마토로 판단하는 단계를 포함하는, 내염성 토마토 선별 방법.

청구항 10 

청구항 9에 있어서, 상기 확인 단계는 상기 위치의 염기서열 부분을 포함하는 영역을 특이적으로 증폭할 수 있

는 프라이머 또는 상기 위치의 염기서열 부분을 포함하는 영역에 상보적으로 결합하는 프로브에 의해 수행되는

것인, 내염성 토마토 선별 방법.

청구항 11 

청구항 9에 있어서, 상기 확인 단계는 서열번호 8 및 서열번호 9의 프라이머세트에 의해 상기 위치의 염기서열

부분을 포함하는 영역을 특이적으로 증폭하여 수행되는 것인, 내염성 토마토 선별 방법.

청구항 12 

청구항 9에 있어서, 상기 프로모터 영역에서 서열번호 1의 1687~1689번째 위치에 대응되는 위치에 AATA 염기의

존부 및 서열번호 1의 1695번째 위치에 대응되는 위치에 GTA 염기의 삽입 여부를 확인하는 단계; 및

상기 위치에 AATA 염기 및 GTA 염기가 존재하는 경우에는 내염성 토마토로 판단하는 단계를 더 포함하는, 내염

성 토마토 선별 방법.

청구항 13 

청구항 12에 있어서, 상기 위치의 특정 염기 존부를 확인하는 단계는 서열번호 10 및 서열번호 11의 프라이머

세트에 의해 상기 위치를 포함하는 영역을 특이적으로 증폭하여 수행되는 것인, 내염성 토마토 선별 방법.

청구항 14 

청구항 12에 있어서, 상기 프로모터 영역에서 서열번호 1의 1652~1653번째 위치에 대응되는 위치에 AA 염기 존

부를 확인하는 단계; 및

상기 위치에 AA 염기가 존재하는 경우에는 내염성 토마토로 판단하는 단계를 더 포함하는, 내염성 토마토 선별

방법.

청구항 15 

청구항 14에 있어서, 상기 위치의 AA 염기 존부를 확인하는 단계는 서열번호 10 및 서열번호 11의 프라이머 세

트에 의해 상기 위치를 포함하는 영역을 특이적으로 증폭하여 수행되는 것인, 내염성 토마토 선별 방법.

발명의 설명

기 술 분 야

본 발명은 내염성 토마토 판별용 분자마커 및 이를 이용한 토마토 선별방법에 관한 것이다.[0001]

배 경 기 술
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일반적으로 식물의 품종간 구분은 품종 보호 및 개량된 품종 선별 등 여러 가지 목적을 가지는 것으로, 표현형[0003]

에  근거하여  수행되어  왔으나,  표현형은  환경요인에  많은  영향을  받기  때문에  통계적으로  많은  실험을

요구한다. 또한 품종간 구별에 있어 표현형은 객관적 기준이 불분명하고 체감적인 차이를 반영하지 못한다. 이

러한 문제점을 극복하기 위해 DNA 분자 마커를 개발하기 시작했다.

토마토는 고부가가치 글로벌 채소작물로서 국내에서도 그 중요성이 점차적으로 증가하고 있으나 우수한 품종의[0004]

개발이 이루어지지 않아 수입품종에 대한 의존도가 높은 실정이며, 토마토의 시설 재배로 인한 토양의 염류 집

적과 간척지 재배를 위해 내염성 토마토 품종의 개발이 요구되는 상황이나 국내에서 개발된 내염성 토마토 품종

은 전무한 상태이다.

소비자에게 선호도가 높은 대저(일명 짭짤이) 토마토는 일본 사카다 종묘가 개발한 내염성 품종으로 종자의 가[0005]

격이 비싸고 불량률이 높아 국내 토마토 농가에 피해를 주고 있는바, 농가의 피해를 막고 종자 수입에 따른 로

열티 지불에 대한 부담을 줄이기 위해 내염성 토마토 품종을 개발할 필요성이 존재한다.

다만, 토마토는 국내 품종육성의 역사가 짧아 전문 육종인력이 부족하고, 민간 종자회사의 영세성으로 우수한[0006]

품종 개발 및 보급이 지체되고 있을 뿐만 아니라, 내염성 토마토 품종 육종을 위해 필요한 효율적인 분자 마커

가 존재하지 않는 실정이다. 

내염성 토마토 품종을 신속하고 경제적으로 육성하기 위해서는 염해 저항성과 밀접하게 연관된 분자마커의 개발[0007]

이 선행되어야만 한다.  이처럼 개발된 내염성-연관 분자마커는 다양한 토마토 집단에서 분자표지 활용 선발

(Marker-Assisted Selection, MAS)을 통해서 내염성 토마토를 유묘 단계에서부터 조기에 분리하는데 효율적으로

이용될 수 있다.

선행기술문헌

특허문헌

(특허문헌 0001) 한국 등록 특허 제10-1832457호 [0009]

발명의 내용

해결하려는 과제

본 발명은 내염성 토마토 판별용 분자마커 및 이를 이용한 토마토 선별방법을 제공하는 것을 목적으로 한다. [0010]

과제의 해결 수단

1. 확인 대상 토마토의 SICIPK24 유전자의 프로모터 영역에서 서열번호 1의 483~535번째 위치에 대응되는 염기[0012]

의 결실 여부를 검출하는 제제를 포함하는, 내염성 토마토 선별용 조성물.

2. 위 1에 있어서, 상기 제제는 상기 염기 결실 부위를 포함하는 영역을 특이적으로 증폭할 수 있는 프라이머[0013]

또는 상기 염기 결실 부위를 포함하는 영역에 상보적으로 결합하는 프로브인, 내염성 토마토 선별용 조성물.

3. 위 1에 있어서, 상기 제제는 서열번호 8 및 서열번호 9의 프라이머인 것인, 내염성 토마토 선별용 조성물.[0014]

4. 위 1에 있어서, 확인 대상 토마토의 SICIPK24 유전자의 프로모터 영역에서 서열번호 1의 1687~1689번째 위치[0015]

에 대응되는 위치에 AATA 염기의 존부 및 서열번호 1의 1695번째 위치에 대응되는 위치에 GTA 염기의 삽입 여부

를 검출하는 제제를 더 포함하는, 내염성 토마토 선별용 조성물. 

5. 위 4에 있어서, 상기 위치의 염기의 존부 및 삽입 여부를 검출하는 제제는 서열번호 11의 프라이머를 포함하[0016]

는 것인, 내염성 토마토 선별용 조성물.

6. 위 4에 있어서, 확인 대상 토마토의 SICIPK24 유전자의 프로모터 영역에서 서열번호 1의 1652~1653번째 위치[0017]

에 대응되는 위치에 AA 염기의 존부를 검출하는 제제를 더 포함하는, 내염성 토마토 선별용 조성물.

7. 위 6에 있어서, 상기 위치의 염기 존부를 검출하는 제제는 서열번호 10의 프라이머를 포함하는 것인, 내염성[0018]

토마토 선별용 조성물.
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8. 위 1 내지 7 중 어느 한 항의 조성물을 포함하는 내염성 토마토 선별용 키트.[0019]

9. 확인 대상 토마토의 SICIPK24 유전자의 프로모터 영역에서 서열번호 1의 483~535번째 염기서열 부분에 대응[0020]

되는 부분이 있는지를 확인하는 단계; 및 상기 대응되는 부분이 없으면 내염성 토마토로 판단하는 단계를 포함

하는, 내염성 토마토 선별 방법.

10. 위 9에 있어서, 상기 확인 단계는 상기 위치의 염기서열 부분을 포함하는 영역을 특이적으로 증폭할 수 있[0021]

는 프라이머 또는 상기 위치의 염기서열 부분을 포함하는 영역에 상보적으로 결합하는 프로브에 의해 수행되는

것인, 내염성 토마토 선별 방법.

11. 위 9에 있어서, 상기 확인 단계는 서열번호 8 및 서열번호 9의 프라이머에 의해 상기 위치의 염기서열 부분[0022]

을 포함하는 영역을 특이적으로 증폭하여 수행되는 것인, 내염성 토마토 선별 방법.

12. 위 9에 있어서, 상기 프로모터 영역에서 서열번호 1의 1687~1689번째 위치에 대응되는 위치에 AATA 염기의[0023]

존부 및 서열번호 1의 1695번째 위치에 대응되는 위치에 GTA 염기의 삽입 여부를 확인하는 단계; 및 상기 위치

에 AATA 염기 및 GTA 염기가 존재하는 경우에는 내염성 토마토로 판단하는 단계를 더 포함하는, 내염성 토마토

선별 방법.

13. 위 12에 있어서, 상기 위치의 특정 염기 존부를 확인하는 단계는 서열번호 11의 프라이머에 의해 상기 위치[0024]

를 포함하는 영역을 특이적으로 증폭하여 수행되는 것인, 내염성 토마토 선별 방법.

14. 위 12에 있어서, 상기 프로모터 영역에서 서열번호 1의 1652~1653번째 위치의 AA 염기 존부를 확인하는 단[0025]

계; 및 상기 위치에 AA 염기가 존재하는 경우에는 내염성 토마토로 판단하는 단계를 더 포함하는, 내염성 토마

토 선별 방법.

15. 위 14에 있어서, 상기 위치의 특정 염기 존부를 확인하는 단계는 서열번호 10의 프라이머에 의해 상기 위치[0026]

를 포함하는 영역을 특이적으로 증폭하여 수행되는 것인, 내염성 토마토 선별 방법.

발명의 효과

본 발명은 토마토의 내염성 표현형과 밀접하게 연관이 되어있는 신규한 분자마커들을 개발한 것으로, 이들 마커[0028]

를 활용하면 염해(염분)에 저항성이 있는 토마토의 품종개발에 소요되는 비용과 시간을 획기적으로 절약할 수

있는 장점이 있다.

도면의 간단한 설명

도 1은 온실 안의 모종판 배치도를 나타낸 것이다.[0030]

도 2는 염해 처리 전 토마토 계통 162라인의 성장 상태를 나타낸 것이다.

도 3은 염해(300mM NaCl) 처리 후 10일 째 민감한 반응을 보이는 계통의 예시로서, (A) 토마토 육종계통 1204,

1205, 1210과 1322 라인이 각각 포함된 모종판의 모습 및 (B) 염해에 민감한 1210 및 1322 계통의 모습을 나타

낸 것이다.

도 4는 염해 처리 후 28일 째 내염성 계통을 나타낸 것이다.

도 5는 토마토 계통에 따른 SlCIPK24 유전자의 발현량을 비교 분석한 결과로서, 토마토 1357 계통에서 SlCIPK24

의 발현량을 기준값 1로 잡고, 나머지 계통에서의 발현량을 상대값으로 표시하였다.

도 6은 토마토 계통에서 증폭된 SlCIPK24 프로모터 DNA를 보여주는 아가로즈 젤에 전기영동한 결과이다. 

도 7은 토마토 15 계통으로부터 확보된 SlCIPK24 프로모터 염기서열의 얼라인먼트 결과로서, GenBank에 있는 토

마토 계통 Heinz 1706과 비교한 결과이다.

도 8은 염 처리에 따른 토마토 계통별 SlCIPK24 유전자 발현량의 변화를 나타낸 것으로, 토마토 1357 계통의 0

h SlCIPK24 발현량을 기준값 1로 잡고 나머지 계통에서의 발현량을 상대값으로 표시하였다.

도 9는 MS 배지에서 선발된 토마토 계통의 내염성을 조사한 것으로, 4일 자란 토마토 유묘를 표시된 MS 배지에

옮겨 5일 동안 키운 후 찍은 사진이다.

도 10은 토양에서 선발된 토마토 계통의 내염성을 조사한 것으로, 발아 후 2 주된 토마토 유묘를 화분에 옮겨
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물 또는 300 mM NaCl 용액을 주며 3 주 동안 키운 후 찍은 사진이다.

도 11은 내염성 공동우성 마커(codominant marker) 및 우성 마커를 위한 프라이머 염기서열 및 이를 이용한 PCR

검증 결과를 나타낸 것이다.

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

이하, 본 발명을 상세히 설명한다.[0031]

본 발명은 확인 대상 토마토의 SICIPK24 유전자의 프로모터 영역에서 서열번호 1의 483~535번째 위치에 대응되[0033]

는 염기의 결실 여부를 검출하는 제제를 포함하는, 내염성 토마토 선별용 조성물을 제공할 수 있다.

상기 확인 대상 토마토는 내염성 또는 민감성 토마토를 구별하기 위한 목적으로 염기서열 변이를 검출하는 대상[0034]

이 되는 미지의 토마토를 의미하며, 상기 내염성(salt-tolerant) 토마토는 염분이 포함되어 있는 토양에서도 성

장할 수 있는 토마토를 의미하는 것으로서, 본래의 토마토, 즉 민감성 토마토는 염이 일정 수준 이상 토양에 쌓

이면 작물은 뿌리에서 수분을 제대로 흡수하지 못하고 식물세포는 정상적인 대사활동을 할 수 없어 성장이 어려

우나, 내염성 토마토는 염에 대해 저항성을 가지고 있어 염의 농도가 높은 토양에서도 재배가 가능한 특성을 갖

는다. 

상기 SICIPK24 유전자는 SISOS2, SOS2 또는 CIPK24 유전자와 동일한 유전자(Gene ID: 778340)이며, 해당 유전[0036]

자가 과발현된 식물의 염분 내성 증가는 줄기 및 잎에서의 더 높은 나트륨 함량과 관련이 있는 것으로 보고된

바 있다.

상기 프로모터는 전사의 시작에 관여하는 유전자의 상류 영역으로, RNA 중합효소가 DNA 가닥의 한 부위에 결합[0037]

하여 전사가 시작되는 부위를 말한다.

상기 서열번호 1은 SICIPK24 유전자의 프로모터 영역에 해당되는 서열로, 해당 유전자의 상류 영역을 의미하며,[0038]

SICIPK24 유전자의 발현량을 조절하는 것일 수 있다.

일반적으로 유전자의 발현은 프로모터 영역의 서열, 프로모터 영역에 결합하는 다양한 전사인자 단백질, RNA 결[0039]

합 단백질, 인트론 서열의 차이, 유전자 자체의 안정성 또는 microRNA 등에 의해 조절될 수 있다.

상기 제제는 상기 특정 위치의 염기 결실 여부를 검출 또는 확인할 수 있는 제제라면 그 종류는 제한되지 않으[0040]

며, 예를 들면 상기 염기 결실 부위를 포함하는 영역을 특이적으로 증폭할 수 있는 프라이머 또는 상기 염기 결

실 부위를 포함하는 영역에 상보적으로 결합하는 프로브일 수 있으며, 구체적으로는 서열번호 8 및 9일 수 있으

나 이에 제한되는 것은 아니다.

또한 본 발명의 내염성 토마토 선별용 조성물은 확인 대상 토마토의 SICIPK24 유전자의 프로모터 영역에서 서열[0042]

번호 1의 1687~1689번째 위치에 대응되는 위치에 AATA 염기의 존부 및 서열번호 1의 1695번째 위치에 대응되는

위치에 GTA 염기의 삽입 여부를 검출하는 제제를 더 포함하는 것일 수 있다.

내염성 토마토 계통(품종)은 SICIPK24의 프로모터 영역 (서열번호 1)에서 민감성 토마토 계통과 달리, 서열번호[0043]

1의 1687~1689번째 위치 (개시코돈 기준 상류영역의 -199~-196번째 위치)에 대응되는 위치에 ATT 대신 AATA 염

기가 존재하고, 서열번호 1의 1695번째 위치 (개시코돈 기준 상류영역의 -191~-190번째 위치 사이)에 대응되는

위치에 GTA 염기가 삽입되어 있음을 확인하였다. 따라서 상기 위치에 특정 염기의 존부를 확인할 수 있다면, 대

상 토마토가 내염성인지 민감성인지 구별이 가능하다.

상기 제제는 상기 특정 위치의 염기 존부를 검출 또는 확인할 수 있는 제제라면 그 종류는 제한되지 않으며, 예[0044]

를 들면 상기 특정 위치의 염기를 포함하는 영역을 특이적으로 증폭할 수 있거나, 상기 특정 위치의 염기에 상

보적으로 결합하는 프라이머 또는 프로브일 수 있으며, 구체적으로는 정방향 프라이머 또는 역방향 프라이머가

서열번호 11일 수 있으나, 이에 제한되는 것은 아니다.

서열번호 11의 프라이머는 민감성 토마토 계통과 차이를 보이는 염기서열에 상보적이므로, 내염성 토마토의 경[0045]

우에만 서열번호 11의 프라이머가 상보적으로 결합이 가능하다. 따라서 상기 정방향 프라이머가 서열번호 11인

경우에, 역방향 프라이머는 서열번호 11의 프라이머가 상보적으로 결합하는 서열번호 1의 염기서열 위치보다 하

류에 위치하는 염기서열에 상보적으로 결합하는 것이라면 그 서열은 특정 염기서열에 제한되지 않는다. 마찬가

지로 상기 역방향 프라이머가 서열번호 11인 경우에, 정방향 프라이머는 서열번호 11의 프라이머가 상보적으로

결합하는 서열번호 1의 염기서열 위치보다 상류에 위치하는 염기서열에 상보적으로 결합하는 것이라면 그 서열
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은 특정 염기서열에 제한되지 않는다.

또한 본 발명의 내염성 토마토 선별용 조성물은 서열번호 1의 1652~1653번째 위치 (개시코돈 기준 상류영역의[0047]

-234~-233번째 위치)에 대응되는 위치에 AA 염기 존부를 검출하는 제제를 더 포함하는 것일 수 있다.

내염성 토마토 중 가장 우수한 내염성을 나타내는 토마토 계통(품종)은 서열번호 1(SICIPK24의 프로모터 영역)[0048]

의 1652~1653번째 위치 (개시코돈 기준 상류영역의 -234~-233번째 위치)에 대응되는 위치에 TT가 아닌 AA 염기

가 존재함을 확인하였다. 따라서 상기 위치에 특정 염기 존부를 확인할 수 있다면, 보다 우수한 내염성을 가지

는 토마토를 구별할 수 있다.

상기 제제는 상기 특정 위치의 염기 존부를 검출 또는 확인할 수 있는 제제라면 그 종류는 제한되지 않으며, 예[0049]

를 들면 상기 특정 위치의 특정 염기를 포함하는 영역을 특이적으로 증폭할 수 있거나, 상기 특정 위치의 특정

염기에 상보적으로 결합하는 프라이머 또는 프로브일 수 있으며, 구체적으로는 정방향 프라이머 또는 역방향 프

라이머가 서열번호 10일 수 있으나, 바람직하게는 정방향 프라이머는 서열번호 10이고 역방향 프라이머는 서열

번호 11일 수 있으나, 이에 제한되는 것은 아니다.

본 발명은 내염성 토마토 선별용 키트를 제공할 수 있다.[0051]

상기 내염성 토마토 선별용 키트는 내염성 토마토 선별용 조성물이 포함된 키트를 의미한다. 상기 키트는 키트[0052]

를 사용하기 위한 방법이 기재된 설명서를 더 포함할 수 있다.

본 발명은 내염성 토마토를 선별하는 방법을 제공할 수 있다.[0054]

상기 내염성 토마토를 선별하는 방법은 확인 대상 토마토의 SICIPK24 유전자의 프로모터 영역에서 서열번호 1의[0055]

483~535번째 염기서열 부분에 대응되는 부분이 있는지를 확인하는 단계 및 상기 대응되는 부분이 없으면 내염성

토마토로 판단하는 단계를 포함한다.

상기 확인 단계는 상기 위치의 염기서열 부분을 포함하는 영역을 특이적으로 증폭할 수 있는 프라이머 또는 상[0056]

기 위치의 염기서열 부분을 포함하는 영역에 상보적으로 결합하는 프로브에 의해 수행되는 것일 수 있고, 상기

특정 위치의 염기 결실 여부를 확인할 수 있는 프라이머 또는 프로브라면, 그 서열은 특정 서열에 한정되지 않

는다. 

구체적으로 특정 위치의 염기서열에 대응되는 부분이 있는지를 확인할 수 있는 프라이머를 이용하여 PCR을 수행[0057]

하고, 이후 PCR 생산물의 사이즈를 확인하거나 PCR 생산물에 대해 시퀀싱을 진행하여 특정 위치의 염기가 결실

되었는지 확인하는 방식으로 수행되는 것일 수 있으나, 이에 제한되는 것은 아니며, 상기 프라이머의 구체적인

서열은 전술한 바와 같다.

상기 PCR  생산물의 사이즈는 프라이머 서열에 따라 정해지는 것으로, 특정 사이즈에 제한되지 않으나, 변이[0058]

(variation)의 확인이 쉽고 PCR 증폭에 필요한 시간이 짧다는 측면에서는 PCR 생산물의 사이즈가 500bp 내외인

것이 바람직할 수 있다.

상기 내염성 토마토로 판단하는 단계는 프라이머의 서열에 따라 PCR 생산물의 사이즈에는 차이가 있겠지만, 민[0059]

감성 토마토의 gDNA로 수행한 PCR 생산물과 비교하여 PCR 생산물의 사이즈가 결실 부위만큼 짧은 경우에는, 내

염성 토마토로 판단할 수 있다. 

또한, 본 발명의 내염성 토마토 선별 방법은 확인 대상 토마토의 SICIPK24 유전자의 프로모터 영역에서 서열번[0061]

호 1의 1687~1689번째 위치에 대응되는 위치에 AATA 염기의 존부 및 서열번호 1의 1695번째 위치에 대응되는 위

치에 GTA 염기의 삽입 여부를 확인하는 단계 및 상기 위치에 AATA 염기 및 GTA 염기가 존재하는 경우에는 내염

성 토마토로 판단하는 단계를 포함하는 것일 수 있다.

이 단계는 전술한 단계와 별도로 수행될 수도 있고, 전술한 단계에 추가로 수행될 수도 있다.[0062]

상기 위치의 특정 염기 존부를 확인하는 단계는 상기 특정 위치의 염기를 포함하는 영역을 특이적으로 증폭할[0063]

수 있거나,  상기 특정 위치의 염기에 상보적으로 결합하는 프라이머 또는 프로브에 의해 수행되는 것일 수

있고, 상기 특정 위치의 염기 존부를 확인할 수 있는 프라이머 또는 프로브라면, 그 서열은 특정 서열에 한정되

지 않는다. 

구체적으로 상기 특정 위치의 염기 존부를 확인할 수 있는 프라이머를 이용하여 PCR을 수행하고, 이후 PCR 생산[0064]

물의 존부, 즉 증폭 여부를 확인하거나 증폭이 일어난 경우라도 PCR 생산물에 대해 시퀀싱을 수행하여 염기서열
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을 확인하는 방식으로 수행되는 것일 수 있으나, 이에 제한되는 것은 아니며, 상기 프라이머의 구체적인 서열은

전술한 바와 같다.

상기 내염성 토마토로 판단하는 단계는 특정 위치의 염기서열이 존재하는 경우에는 프라이머가 상보적으로 결합[0065]

하여 PCR 증폭이 수행되지만, 해당 위치에 다른 염기서열이 존재하는 경우에는 프라이머가 상보적으로 결합하지

못하여 PCR 증폭이 일어나지 않으므로, PCR 생산물이 존재하는 경우에는 내염성 토마토로 판단할 수 있다.

또한, 본 발명의 내염성 토마토 선별 방법은 확인 대상 토마토의 SICIPK24 유전자의 프로모터 영역에서 서열번[0067]

호 1의 1652~1653번째 위치에 대응되는 위치에 AA 염기 존부를 확인하는 단계 및 상기 위치에 AA 염기가 존재하

는 경우에는 내염성 토마토로 판단하는 단계를 포함하는 것일 수 있다.

이 단계는 전술한 단계와 별도로 수행될 수도 있고, 전술한 단계에 추가로 수행될 수도 있다.[0068]

상기 위치의 특정 염기 존부를 확인하는 단계는 상기 특정 위치의 염기를 포함하는 영역을 특이적으로 증폭할[0069]

수 있거나,  상기 특정 위치의 염기에 상보적으로 결합하는 프라이머 또는 프로브에 의해 수행되는 것일 수

있고, 상기 특정 위치의 염기 존부를 확인할 수 있는 프라이머 또는 프로브라면, 그 서열은 특정 서열에 한정되

지 않는다.

바람직하게는 상기 특정 위치의 염기 존부를 확인할 수 있는 프라이머와 서열번호 1의 1687~1689번째 위치에 대[0070]

응되는 위치에 AATA 염기의 존부 및 1695번째 위치에 대응되는 위치에 GTA 염기의 삽입 여부를 확인할 수 있는

프라이머를 이용하여 PCR을 수행하고, 이후 PCR 생산물의 존부, 즉 증폭 여부를 확인하거나 증폭이 일어난 경우

라도 PCR 생산물에 대해 시퀀싱을 수행하여 염기서열을 확인하는 방식으로 수행되는 것일 수 있으나, 이에 제한

되는 것은 아니며, 상기 프라이머의 구체적인 서열은 전술한 바와 같다.

상기 내염성 토마토로 판단하는 단계는 특정 위치의 염기서열이 존재하는 경우에는 프라이머가 상보적으로 결합[0071]

하여 PCR 증폭이 수행되지만, 해당 위치에 다른 염기서열이 존재하는 경우에는 프라이머가 상보적으로 결합하지

못하여 PCR 증폭이 일어나지 않으므로, PCR 생산물이 존재하는 경우에는 내염성 토마토로 판단할 수 있다.

이하, 본 발명을 실시예에 의해 상세히 설명한다. 하기 실시예는 본 발명을 예시하는 것으로, 본 발명의 내용이[0073]

하기 실시예에 한정되는 것은 아니다.

실시예[0075]

1. 실험방법[0076]

(1) 토마토 육종계통에 대한 염해 처리[0077]

아시아 종묘가 보유한 토마토 육종계통 총 162라인을 대상으로 내염성 정도를 비교 분석하였다. 각 계통별로 4[0078]

개체씩 자라도록 흙이 담긴 모종판에 씨앗을 심었으며, 이러한 모종판을 2 세트 만들어 온실에 배열하였다 (도

1). 즉, 8 개체씩을 분석하였다. 가급적 동일한 조건에서 모든 식물들이 성장할 수 있도록 매일 시계방향으로

모판을  옮겨가며  키웠음.  3주  동안  키운  후  300  mM  NaCl  용액을  동일하게  처리하여  토마토의  성장을

관찰하였다. 분석이 이루어지는 동안 온실의 평균 온도는 21 ℃~ 27 ℃ 사이에서 유지되었다.

(2) Total RNA 분리 및 qRT-PCR[0079]

TRIzol 시약(Invitrogen)을 사용하여 토마토 식물 조직에서 total RNA를 제조업체의 지침에 따라 추출하였다.[0080]

RNA  양과 질은 분광광도계 (OD:  260/280)와 1.2%  아가로즈 젤에서 전기영동으로 모니터링하였다. QuantiTech

SYBR Green RT-PCR 키트(QIAGEN)를 사용하여 Rotor-Gene Q (QIAGEN) 기계로 실시간 정량 RT-PCR (qRT-PCR) 분

석을 수행하였다. 간단히 요약하면, total RNA 1μg을 각 프라이머 0.25 mM와 QuantiTect SYBR Green RT-PCR

마스터 믹스 및 2x QuantiTect RT 믹스가 포함된 10μL 반응 샘플에 첨가하여 주형으로 사용하였다. 50°C에서

20 분 동안 역전사를 한 후, 샘플을 95°C에서 15 분 동안 변성시킨 후 15초 동안 95°C 변성, 20초 동안 55°C

어닐링, 20초 동안 72°C로 구성된 35 회의 PCR주기를 거쳤다. 

qRT-PCR 분석에 사용된 프라이머는 SlCIPK23-RT1: 5'-TAAGCATAGAATGGTTGAACAGATC-3' (서열번호 2)와 SlCIPK24-[0081]

RT2:   5'-CAGAAAGCCTACCTAGATGAACAAT-3'  (서열번호  3)이며,  발현량  보정을  위한  internal  control로는

housekeeping  유전자인  Actin7에  대해  프라이머를  제작하여  사용하였다.  (SlACTIN7-RT_F:  5'-

TGCTAGCGGTCGTACCACTGGTATT-3'  (서열번호  4)와  SlACTIN7-RT_R:  5'-TACAATTTCCCGTTCAGCAGTAGTG-3'  (서열번호

5))
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(3) 식물 Genomic DNA 분리[0082]

식물 조직을 액체질소로 얼린 후 막자사발을 이용하여 곱게 갈았다. 곱게 갈린 식물 조직으로부터 DNeasy Plant[0083]

Mini  Kit  (QIAGEN)을 사용하여 Genomic  DNA를 추출하였다. 분리된 genomic  DNA  양과 질은 분광광도계 (OD:

260/280)를 이용하여 분석하였다.

(4) SlCIPK24 promoter 부위 분리 및 염기서열 결정[0084]

SlCIPK24  유전자의  해독  개시암호  ATG로부터  상위  약  2  kb  genomic  DNA  부위를  SlCIPK24  P_F:  5'-[0085]

GCGGATCAATTTATCTAGAAAGG-3‘ (서열번호 6)와 SlCIPK24 P_R: 5’-ACTTCCCAAGCTTTCTCTTCAC-3‘ (서열번호 7)의

프라이머 세트와 proof reading activity가 있는 pfu DNA polymerase를 사용하여 증폭하였다 (도 6). QIAquick

Gel Extraction kit (QIAGEN)를 사용하여 아가로즈 젤로부터 PCR 산물을 분리하여 분광광도계 (OD: 260/280)를

이용하여 정량하였다. 분리된 PCR 산물의 염기서열은 (주)마크로젠의 염기서열 분석 서비스를 이용하여 결정하

였다. 

2. 실험결과[0087]

(1) 토마토 육종계통에서 염해에 대한 민감성 및 저항성 라인 선발[0088]

염해 처리를 수행하기 전의 식물들은 거의 모든 계통의 식물체들이 눈에 띠는 차이 없이 비교적 잘 자라는 모습[0089]

을 보였다 (도 2). 하지만, NaCl 300 mM 용액을 처리하고 7일이 지나면서 개체별로 염해에 대해 약간씩 다른 반

응을 보이기 시작하였다. 즉 잎이 노란색으로 변하거나 시들며 떨어지는 현상을 보이는 개체들이 나타나기 시작

하였으며 10일 이후부터 다른 계통에 비해 염해에 더 민감하거나 더 저항성을 보이는 계통을 확인할 수 있었다

(민감성 계통: 1204,  1205,  1206,  1210,  1321,  1322;  내염성 계통: 1142,  1164,  1172,  1173,  1206,  1222,

1229, 1267, 1268, 1327, 1357) (도 3).

모종판에서 확인된 내염성 계통 11라인의 식물체를 화분으로 옮겨 300 mM NaCl 용액을 계속해서 처리하였다. 28[0090]

일 경과 후 염해 저항성 여부를 잎의 황백화와 탈리 그리고 전체적인 성장저해 정도를 관찰하여 비교 분석하였

다 (도 4). 그 결과 최종적으로 가장 우수한 내염성 계통 3 라인(1172, 1206, 1222)을 선별할 수 있었다 (표

1).

[표 1][0092]

[0093]

(2) 염해 민감성 및 저항성 토마토 계통에서의 SlCIPK24 유전자 발현 및 염기서열 분석[0095]

모델 식물인 애기장대의 연구결과에 따르면 CIPK24 유전자의 발현량은 내염성 과 연관되어 있다. 본 연구자는[0096]

선행연구를 통해 토마토 CIPK24 유전자(SlCIPK24)의 발현량이 증가하면 토마토 식물체의 내염성도 향상됨을 확

인하였다. 따라서 선발된 토마토 15 계통을 대상으로 SlCIPK24 유전자의 발현량을 조사하였다. MS 배지에서 종

자 발아 후 19일에 100 mM NaCl을 12 h 동안 처리한 후 뿌리로부터 total RNA를 분리하여 qRT-PCR 기술을 이용

하여 분석하였다 (도 5).  그 결과 상대적으로 우수한 내염성을 보였던 세 개의 계통(계통번호 1172,  1206,

1222)이 더 높은 수준의 SlCIPK24 발현량을 보이고 있음을 알 수 있었다. 

상기 토마토 계통 사이에서 발견된 SlCIPK24 유전자의 발현량 차이는 SlCIPK24 프로모터의 서로 다른 활성에서[0097]

비롯되었을 가능성이 있다. 이를 조사하기 위해 민감성과 내염성을 포함하는 총 15계통에서 SlCIPK24 프로모터

에 해당하는 부위를 PCR로 분리하여 염기서열을 결정하고 얼라인먼트를 수행하여 비교 분석하였다 (도 7). 그

결과 SlCIPK24의 발현량이 높았던 세 계통의 토마토(1172, 1206, 1222)과 다른 계통사이에 차이가 있음을 발견

하였다. 첫째, 다른 계통에 존재하는 -1350에서 -1297  사이의 53  bp가 세 계통에서는 결실되어 있고, 둘째,

-198과 -196 위치에 ATT 대신에 AATA가 존재하였으며, 셋째, - 191 부근에 3 염기 GTA가 첨가되어 있음을 확인

하였다. 흥미롭게도, SlCIPK24의 발현량이 가장 높았던 1172 계통의 경우에는 -234와 -233위치에 TT 대신 AA 염

기서열을 유일하게 소유하고 있었다. 

SlCIPK24 프로모터의 53 bp (-1350 ~ -1297) 부위와 SlCIPK24 mRNA 발현 수준과의 상관관계를 입증하기 위해[0098]
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53 bp 부위가 없는 세 계통(1172, 1206, 1222)과 53 bp를 소유한 두 계통(1204와 1357)을 선발하여 도 5와 같

은 실험을 다시 수행하였다. 한 가지 차이점은 토마토 조직을 염 처리 후 4시간 간격으로 12시간까지 채취하여

분석한 것이다 (도 8). 그 결과 53 bp 부위가 결여된 SlCIPK24 프로모터가 염해에 반응하여 월등하게 더 높은

활성을 나타냄을 확인할 수 있었다.

토마토 내염성 표현형의 재검증하기 위해, 염해 처리 시에 SlCIPK24 유전자의 발현이 현저히 높은 토마토 3 계[0099]

통(1172, 1206, 1222)을 대상으로 내염성 정도를 1357 계통과 비교하여 다시 한 번 조사하였다. 이를 위해 상기

토마토 종자를 MS agar 배지에서 발아시켰다. 발아 후 4일 동안 자란 유묘(seedling)를 0 mM 또는 25 mM NaCl

이 첨가된 MS agar 배지에 각각 옮겨 growth chamber(25 ℃, 16/8 h light/dark cycle)에서 5일 동안 키웠다

(도 9).  25 mM NaCl을 함유한 MS 배지에서 SlCIPK24 프로모터에 53 bp 부위가 없는 3 계통(1172, 1206, 122

2)이 모두 1357 계통에 비해 매우 우수한 뿌리 성장과 발달(lateral root 형성)을 보였다. 하지만 NaCl이 첨가

되지 않은 MS control 배지에서 상기 4 계통은 비슷한 성장 모습을 보였다.

또한, SlCIPK24 유전자의 발현이 상대적으로 가장 높았던 1172와 1206 토마토 계통을 이용하여 토양에서도 내염[0100]

성 조사를 수행하였다 (도 10). MS 배지에서의 실험 결과처럼 1172와 1206 계통이 Heinz와 1357에 비해 상대적

으로 우수한 내염성을 가지고 있음을 확인할 수 있었다. 흥미롭게도 SlCIPK24  유전자의 발현이 가장 높았던

1172 계통이 가장 우수한 내염성을 보였다. 이러한 결과는 SlCIPK24 프로모터의 활성이 토마토의 내염성과 밀접

한 연관이 있음을 보여주고, SlCIPK24 프로모터의 염기서열 차이는 내염성 분자표지로 이용될 수 있음을 의미한

다.

(3) 염해 민감성 및 저항성 토마토 계통의 염기서열 차이를 이용한 내염성 (공동)우성 분자마커 개발[0102]

상기 결과는 SlCIPK24 프로모터의 53 bp 존재 유무가 내염성 분자표지로 사용될 수 있음을 나타낸다. 따라서 해[0103]

당  부위를  포함하는  프라이머  세트  (SlCIPK24-pro-mar3:  5'-TTGTTTTGATTGTCGGTGTGATGGG-3'  (서열번호  8)와

SlCIPK24-pro-mar4: 5'-TGGTCGTTATCGATTAAGTTATTGA-3' (서열번호 9)를 제작하여 PCR을 수행하면 내염성 계통을

선별할 수 있다 (도 11a). 내염성 계통은 513 bp PCR 산물을 생산하므로 566 bp의 PCR 산물을 생산하는 감수성

계통과 분별이 가능하다.

또한, 토마토 계통번호 1172는 염해 처리 시 다른 계통보다 SlCIPK24 유전자의 발현이 현저히 높았으며 내염성[0104]

도 뛰어났다. 따라서 해당 대립형질(allele)을 찾을 수 있는 우성 마커를 개발하였다 (도 11b). 프라이머 세트

(SlCIPK24-pro-mar1:  5'-TTTTTACTTTAACAGAAATAATTTTTTTTAA-3'  (서열번호  10)와  SlCIPK24-pro-mar2:  5'-

CGCTTGCCTTACTTACTTTTTTAAT-3' (서열번호 11))를 제작하여 PCR을 수행하면 1172 계통만 89 bp의 PCR 산물을 생

산하게 된다.
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<210>    1
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<400>    1

attagtccaa gattgttatt ttagttgaat ttgttttcga tcaatatata taacaattta         60

catgtgattt tattgtaaga tttgacttgt tctatattac atgtcctcca ttattggatg        120

catttttttt catgcatcta attgtagcct tacttgaata gacaataggg gttgtttggt        180

cgatgaaata atgtaataca atttgattca aaatactaat aaactatttt gattgttaat        240

tatggtgaga tgattcgtaa tctcttcatg tttaattaaa atttttgttt gaactcttta        300

aaattaaaaa agtcttattc agagtattgt cctcataaat aaatcgtgca acatacaaat        360

tcaaatttgg tcattgtcaa tgtggataca taacattaaa gaaaatgttt tattgaaaaa        420

tctctaaaat tgttttgatt gtcggtgtga tgggatgttg attaatgttg ttcataatta        480

aattgaaatt ggtaagttcg tgatgggatg ttgattaatg ttgttcataa ttaaattgaa        540

attggtaagt tcgtgatggg atgttgatta atgttgttca taattaaatt gaaatagata        600

agtttgaatc gatcattggt ttatcgataa tagcctaata ggttattggt ttaacgaatt        660

tagtaatggt tttttcttac atcggtcatc atttttttta accgtttgag attttttctt        720

aatgagttaa ccaataactc aatagtaagc taaataatta tatttatatc atttgacata        780

taaagtctaa gttagagttt aatttcgtat ttttattttt ggctatctca aactctcagt        840

tatcctgtta tagtgtttgc ttttgagcaa tatgcaatct atcaactaat gtgcatggtt        900

catttagttt gtcacctttt ttctaagtaa tattaaataa ttttttcggt gtcaaatatt        960

aactgttaaa tcaataactt aatcgataac gaccaacaac tgataagtta gtatcttaaa       1020

ggttatataa atcgataaat tttaaaattg gatcgaaccg atagatacgc aactcaaaat       1080

tctaaataaa attttggtct gattaaaaaa aaatctgata aattgatttt tagcggttaa       1140

aattaaccaa tgcttcttta ttcgccacag ttcaaaactt ctccaatatt ttacctcagc       1200

tccaaatcga tcagatttct ccgttgctca atttcccggc gacttctcca ccggaatttc       1260

tccatttccg gtaacgattc cgccagcaac tcgccatttt tctttcttat actgaaattt       1320

attatttact tgaattcaat ttcataattt tgtttttctc tcgtcaatcg cgttaaattt       1380

aggtcgaaga tggaaacttt gcggaaatca gcttttatgc tttttctagt taatgtaatt       1440

ttccgtttta atttctgaat ttggatatat acacaattga aaattgcatt tcgagttgta       1500

atggtaaata ttttctgttc taggtctatg tattaagttt cttcaatcat atgagtatgt       1560

atatgcgata agtttttata cctgtgaaaa ttgcatatcc cggtttcaat ttatttgtct       1620

gatttttact ttaacagaaa taattttttt tttaaaaaaa ggaaagaggc attctttttt       1680

aaatggatta aaaaagtaag gcaagcgaat tgaaacggag aaagtattta ttatatgtgt       1740
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gcattttcac atgtaataca tgatcagctt gagttgatct agattactga ttagttttat       1800

tgtgattcaa ttgacaggtt tttgatgagc tatagttgaa ggttgctttg cttttggtga       1860

tctgtgggaa atgagtgttc agtgatg                                           1887

<210>    2

<211>    25

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    SlCIPK23-RT1

<400>    2

taagcataga atggttgaac agatc                                               25

<210>    3

<211>    25

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    SlCIPK24-RT2

<400>    3

taagcataga atggttgaac agatc                                               25

<210>    4

<211>    25

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    SlACTIN7-RT_F

<400>    4

tgctagcggt cgtaccactg gtatt                                               25

<210>    5

<211>    25

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    SlACTIN7-RT_R

<400>    5

tacaatttcc cgttcagcag tagtg                                               25

<210>    6

<211>    23
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<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    SlCIPK24 P_F

<400>    6

gcggatcaat ttatctagaa agg                                                 23

<210>    7

<211>    22

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    SlCIPK24 P_R

<400>    7

acttcccaag ctttctcttc ac                                                  22

<210>    8

<211>    25

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    SlCIPK24-pro-mar3

<400>    8

ttgttttgat tgtcggtgtg atggg                                               25

<210>    9

<211>    25

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    SlCIPK24-pro-mar4

<400>    9

tggtcgttat cgattaagtt attga                                               25

<210>    10

<211>    31

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    SlCIPK24-pro-mar1

<400>    10

tttttacttt aacagaaata atttttttta a                                        31

등록특허 10-2530404

- 20 -



<210>    11

<211>    25

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    SlCIPK24-pro-mar2

<400>    11

cgcttgcctt acttactttt ttaat                                               25
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