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            초록
          
        

        
          Along with wheat and rice, maize has the highest yield and cultivation area in the world. With the development of gene editing technology, methods are being proposed to easily and quickly breed new varieties by applying new technologies to cultivating varieties using traditional breeding methods. However, transformation technology to introduce CRISPR/Cas9 constructs for gene editing into maize (Zea mays) has already been developed and used in the West, but in Korea, there are still no domestic research institutes or universities that are constructing and carrying out transformation using Hi-II A/B cultivars for transformation. This study was performed to establish maize transformation in Korea using Hi-II A/B cultivar. We cloned guide RNA constructs targeting the promoter region of the maize WUSCHEL1 (ZmWUS1) gene, a homeobox transcription factor deeply involved in shoot apical meristem (SAM) maintenance and regulating crop productivity. The confirmed CRISPR/Cas9 construct containing the guide RNA was successfully introduced into maize via Agrobacterium transformation method, and sequencing analysis confirmed that gene editing occurred in the target region. One of the ZmWUS1 promoter mutations by target edition displays abnormal ear development. This study is expected to contribute greatly to the breeding of new maize varieties by disseminating maize transformation technology domestically and revitalizing molecular biology and molecular genetics research on maize.
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      1. 서 론
      유전자교정 기술은 외래 유전자를 남기지 않으면서도 자연 돌연변이와 유사한 안정성을 제공하는 기술이다. 이는 식량 수급 안정화, 기후변화 대응 작물 개발, 작물의 산업적 활용 확대 등 다양한 작물 개량 분야에서 획기적인 돌파구로 주목받고 있다. 특히 세계적 주요 곡물로서 식량 안보와 산업적 이용 가치가 높은 단자엽 모델 작물 옥수수(Zea mays L.)의 경우 유전자교정(Brooks et al., 2014; Doudna and Charpentier, 2014; Belhaj et al., 2015)을 통한 작물 개발의 성공 여부는 재분화 및 형질전환의 가능성 유무에 따라 결정되어 왔다. 미국에서는 2000년대 초반부터 옥수수 형질전환 기술이 활발히 연구되고 있다. 특히 Dupont-Pioneer와 같은 대형 종자회사는 자체 연구소를 설치하여 꾸준히 기술을 향상시키고 있고(Che et al., 2018; Lowe et al., 2018), 또한 유럽을 비롯한 중국 등 많은 나라들이 이미 옥수수 형질전환을 상용 기술로 사용하고 있다.

      현재 연구자들은 A188과 B73을 교배해 형질전환에 적합한 Hi-II A와 Hi-II B 계통을 선발한 후, 이 두 계통을 교배한 F2 개체에서 어린 배아를 적출하여 옥수수 형질전환에 널리 활용하고 있다. 그러나 Hi-II A와 Hi-II B 계통은 생장 과정에서 다른 품종에 비해 식물체 활력이 떨어지므로, 숙련된 재배 경험이 없으면 자가수분이나 교배 수분을 위한 개화기 일치와 실효 수분을 달성하기 어렵다(González et al., 2012). 그러나 품종 육종에 직접 이용될 수 있는 일반 계통에서는 Agrobacterium 감염에 대한 저항성으로 인해 형질전환 효율이 현저히 감소하므로 실질적인 재배 계통에 대한 형질전환에 한계가 있다(Zhao et al., 2002; Huang and Wei, 2005; Wang et al., 2007; Vega et al., 2008). 최근에는 생장점의 활성도에 관여하는 두 유전자(ZmBBM and ZmWUS2)를 함께 과발현시켜 일반 inbred 계통에서도 형질전환의 효율이 개선된다고 보고하였다(Lowe et al., 2016).

      국내의 옥수수 재분화 연구에서는 농진청과 같은 큰 연구기관에서 HI II 계통을 포함한 다양한 계통을 이용하여, 최적의 순계 계통 선발과 형질전환법 개발, 제초제 저항성 옥수수 생산을 목표로 한 연구들이 보고되었다(Cho et al., 2005; Kim et al., 2014; Hong et al., 2017; Hong et al., 2019). 하지만 옥수수 형질전환 기술이 국내 소규모 연구실에서 실행될 수 있는 보편화 플랫폼 구축이 마련되지 않았고, 또한 CRISPR/Cas9 유전자교정 기술을 접목한 옥수수 형질전환 기술은 국내에서는 전무한 실정이다.

      본 연구에서는 옥수수 형질전환 기술의 국내 보편화 플랫폼 구축을 위해 일반 소규모 실험실에서 주로 사용되는 조직배양 생장상(Growth chamber)을 이용하여 실험을 진행하여, 소규모 실험실에 최적화된 수정된 옥수수 형질전환 프로토콜(Protocol)을 제안하고자 수행되었다. 이를 위해 우리는 생장점 발달에 관여하는 ZmWUS1 유전자의 프로모터(Promoter)를 표적으로 CRISPR/Cas9 기반 유전자 편집 기술을 적용하여 성공적인 유전자편집 형질전환을 확인하였다.

    

    

  
    
      2. 재료 및 방법
      
        2.1. 실험재료 및 식물재배
        옥수수 형질전환용 계통 Hi-II A와 Hi-II B는 밀양 캠퍼스 첨단 온실과 부산대학교 부속 농장에서 각각 재배하였다. 먼저 Hi-II A와 Hi-II B를 개별적으로 재배하고 두 계통을 교배하여 F1을 생산한 후, 다음 시즌에 F1을 파종하여 자가 수분 된 F2 개체의 어린 이삭에 있는 배아를 이용하였다. 노지에서는 재배 기간동안 평균 약 25°C, 강수량 255 mm의 환경에서 재배하였고 첨단 온실에서는 자동 온도 조절 시스템을 이용하여 26 ± 2°C에서 16시간 명기, 8시간 암기의 생육환경을 설정하여 재배하였다. 첨단 온실에서 포트 재배 시 파종 후 1달 뒤와 수술이 올라올 때 지름 32 cm 화분 기준 줄기를 피해 화분의 끝부분에 10 g의 질소비료(슈퍼 NK; 천지 바이오)를 땅에 파묻어 시비하였다. Hi-II A/B F2의 어린 이삭은 수분 후 12 ± 2일 된 미성숙 접합체 배아(Immature zygotic embryo)가 약 1.5-2 mm일 때 수확하였다(Fig. 1A). 수분 후 10일부터, 배아의 크기를 결정하는 온도, 강수량, 일조량과 같은 환경 조건을 고려하여, 이삭을 수확하지 않고 옥수수 수염의 husk leaf을 열어 배아 크기를 매일 확인해 형질전환 시기를 확인하였다. 어린 이삭은 수확일에 바로 형질전환에 사용되거나 그렇지 못할 경우 껍질 잎(Husk leaf)에 싸인 채로 교배대(Pollination bag)에 넣어 4°C 냉장고에 1-2일 보관하여 형질전환에 사용하였다.

        
          
          

          Fig. 1. 
				
          

          
            Maize Hi-II A/B F1 ear harvest and embryo excision. Young ear 12 days after pollination was used for embryo excision (A). Agrobacterium infected embryos were cultured in medium. Scale bar, 1 cm.
          
          

          

        

      

      
        2.2. Transgene construction
        옥수수의 화서 발달 관련 ZmWUSCHEL1 (ZmWUS1, GRMZM2G047448) 유전자의 편집을 위해 https://www.maizegdb.org/ 사이트로부터 유전자 정보를 확인하고(Gene: Zm00001eb067310, hb67-Homeobox transcription factor 67), CRISPR direct software (https://crispr.dbcls.jp/)를 이용하여 Single guide RNA (sgRNA)를 제작하였다. sgRNA는 CRISPR/Cas9 효소가 인식하는 PAM (Proto spacer adjacent motif) 영역인 5’-NGG-3’ 서열과 20bp의 표적 염기 서열로 이루어져 있다. sgRNA는 off-target이 없는 서열과 40-60%의 GC 함량을 가진 것을 선택하였다. 프로모터 영역은 유전자의 발현을 조절하는 중요한 영역이므로 8개의 영역을 타겟으로 유전자 편집을 유도해 효과적으로 발현 수준을 조절하고자 하였다. 본 연구에서는 sgRNA가 벼 U3 promoter로 발현되고 옥수수에 codon optimization 된 Cas9 효소가 옥수수 Ubiquitin promoter로 발현되는 벡터(Vector)를 사용하였다. 재조합된 식물 발현 벡터는 Agrobacterium tumefaciens EHA105과 LBA4404 균주에 각각 형질전환하였다. 형질전환체의 선발은 제초제는 비알라포스(Bialaphos)를 이용하였다. gRNA design을 위한 프라이머 리스트는 Table 1에 작성하였다.

        
          Table 1. 
				
          

          
            The list of primer for gRNA design 
          
          

        

        
          
            
              	gRNA ID (Target)
              	Spacer/Proto spacer (5'→3')
              	Primer name
              	Sequence (5'→3')
            

          
          
            	ZmWUS1-gRNA1
            	CGTATATATCTATCAGTACC
            	WUS1 gR1-F
            	TA GGTCTCC TCTATCAGTACC gttttagagctagaa
          

          
            	WUS1 gR1-R
            	AT GGTCTCA TAGATATATACG tgcaccagccgggaa
          

          
            	ZmWUS1-gRNA2
            	GGCAGCCTGCATAATATTCG
            	WUS1 gR2-F
            	TA GGTCTCC GCATAATATTCG gttttagagctagaa
          

          
            	WUS1 gR2-R
            	AT GGTCTCA ATGCAGGCTGCC tgcaccagccgggaa
          

          
            	ZmWUS1-gRNA3
            	TGAACATGTGTTACGAATTC
            	WUS1 gR3-F
            	TA GGTCTCC TGTTACGAATTC gttttagagctagaa
          

          
            	WUS1 gR3-R
            	AT GGTCTCA AACACATGTTCA tgcaccagccgggaa
          

          
            	ZmWUS1-gRNA4
            	ATAGATCTACGCTTTGACGT
            	WUS1 gR4-F
            	TA GGTCTCC ACGCTTTGACGT gttttagagctagaa
          

          
            	WUS1 gR4-R
            	AT GGTCTCA GCGTAGATCTAT tgcaccagccgggaa
          

          
            	ZmWUS1-gRNA5
            	TTCGCTCCTACGGAGGACTT
            	WUS1 gR5-F
            	TA GGTCTCC TACGGAGGACTT gttttagagctagaa
          

          
            	WUS1 gR5-R
            	AT GGTCTCA CGTAGGAGCGAA tgcaccagccgggaa
          

          
            	ZmWUS1-gRNA6
            	GGCCGAAGCTAGAGCCTTCG
            	WUS1 gR6-F
            	TA GGTCTCC GCTAGAGCCTTCG gttttagagctagaa
          

          
            	WUS1 gR6-R
            	AT GGTCTCA TAGCTTCGGCC tgcaccagccgggaa
          

          
            	ZmWUS1-gRNA7
            	GTGAGATATAGGTTGGCGCC
            	WUS1 gR7-F
            	TA GGTCTCC AGGTTGGCGCC gttttagagctagaa
          

          
            	WUS1 gR7-R
            	AT GGTCTCA ACCTATATCTCAC tgcaccagccgggaa
          

          
            	ZmWUS1-gRNA8
            	CGGAGAGATCACAGGAGCTC
            	WUS1 gR8-F
            	TA GGTCTCC TCACAGGAGCTC gttttagagctagaa
          

          
            	WUS1 gR8-R
            	AT GGTCTCA GTGATCTCTCCG tgcaccagccgggaa
          

        

        
          
            * For amplicon preparation, PCR primers are designed that contain RNA-guided engineered nuclease, the Type IIS recognition site, an overhang sequence, and a segment of the scaffold sequence. All parts that will be assembled using Golden gateway reaction should have a distinct 4-bp overhang (all should be different). The first two letters are randomly added nucleotides. Italic bold sequences indicate the BsaI sites (5’-GGTCTCN-3’, N indicates any nucleotide), underlined sequences are part of gRNA spacer whereas red-underlined sequences are overhangs after BsaI digestion. Sequences in lower case are specific for gRNA scaffold (5’-gttttagagctagaa-3’, in forward primers) or tRNA (5’-tgcaccagccggg-3’, in reverse primers. 
          

        

        

      

      
        2.3. 형질전환체 제작과 유전자 도입 확인
        
          2.3.1. Agrobacterium 배양
          확인된 클론은 Agrobacteria EHA105과 LBA4404 strain으로 옮겨졌다. 형질전환된 Agrobacteria를 rifampicin 50 mg/L과 spectinomycin 50 mg/L이 함유된 YEP 액체 배지에 28°C에서 2일 배양한 후 배양액을 rifampicin 50 mg/L과 spectinomycin 50 mg/L이 함유된 YEP 고체배지에 100 uL을 도말하여 다시 28°C에서 2일 배양하였다. 배양된 Agrobacteria clone을 긁어 infection 배지 5 mL에 넣고 1시간 동안 28°C로 유지되는 교반기(Shaker)에서 배양해 현탁액이 완전히 풀어지도록 하였다. 준비된 현탁액은 큐벳을 이용해 분광 광도계(Spectrophotometer)로 OD600 값을 측정하였고 현탁액의 최종 농도가 OD600 = 0.5이 되도록 acetosyringone stock 100 mM/mL이 포함된 infection 배지로 희석하여 형질전환에 사용하였다.

        

        
          2.3.2. 이삭 소독, 배아 추출과 감염
          옥수수 형질전환에 사용된 조직은 수분 된 지 약 12일 지난 어린 배아로 크기가 약 1.5-2 mm가 적당하였다(Mohanty et al., 2009). 배아 크기가 적당해진 Hi-II A/B F2 어린 이삭의 겉껍질을 제거하고 멸균된 약수저(Stainless steel spatula)를 이삭 중앙에 꽂아 손잡이로 사용하였다. 5 L 플라스크에 2 L의 락스, 2 L의 멸균된 3차 증류수, 그리고 80 uL Tween 20을 섞어 완전히 잠기도록 어린 이삭을 넣은 후 30분 동안 소독한다. 30분 동안 손잡이를 가볍게 휘저어주었다. 멸균된 3차 증류수로 다섯 번 이상 완전히 락스를 씻어낸 후, 발달 중에 있는 어린 배아를 적출하였다. 여러 개의 이삭이 있는 경우 이삭이 가득 담기게 멸균된 3차 증류수를 채워 담겨주도록 하였다. 이삭에 꽂아 둔 손잡이가 위로 가도록 이삭을 잡고 위에서 아래로 1줄씩 낱알의 2/3이 남도록 횡축으로 윗면을 잘라낸다. 멸균된 스패츌러로 낱알의 오른쪽 옆을 끝까지 찔러 전분 부분을 들어내고 가장 아랫부분에 있는 배아를 추출했다. 이때 아랫부분부터 약수저로 찔러 배아가 상처를 입거나 부서지지 않도록 주의한다. 10분 동안 1 mL의 infection 배지가 담겨 있는 2.0 mL의 micro-centrifuge tube에 추출된 배아를 모은다. 10분 후 infection 배지를 피펫(Pipette)으로 제거한 뒤 3차례 1 mL의 새로운 acetosyringone stock 100 mM/mL이 포함된 infection 배지로 씻어내고 1.5 mL의 Agrobacterium 현탁액을 첨가해 5분 동안 천천히 튜브를 위아래로 흔들어주며 감염시킨다. 5분 뒤 현탁액을 포함한 배아들을 co-culture 배지에 모두 쏟아붓는다. 배지에 남은 현탁액들을 모두 제거하고 배아의 배반이 위로 향하고 배아 쪽이 배지에 닿도록 배치한 뒤 30분 동안 배지를 말려 뚜껑을 닫고 미세기공 테이프(Micropore tape)로 동봉하여 20°C 암 상태의 챔버에서 3일간 배양하였다(Fig. 1).

        

        
          2.3.3. 형질전환 과정
          공동배양이 끝난 배아들은 resting 배지로 배반이 위로 향하게 옮겨져 28°C에 암 상태의 식물 배양 챔버에서 7일 동안 배양하였다(Fig. 2). 선발배지 I 부터는 1.5 mg/mL의 비알라포스(Bialaphos) 제초제를 첨가하여 28°C 암 상태에서 14일-20일 동안 배양하였다. 캘러스가 분화되기 시작하는 배아는 비알라포스 3 mg/mL가 첨가된 선발배지 II로 옮겨져 28°C에 암 상태에서 배양하였다. 캘러스 분화로 직경이 1.5 cm가 넘는 캘러스는 반을 떼어내어 재분화 배지 I로 옮겨 green spot과 신초를 유도하였다. 재분화 배지로 옮긴 캘러스부터는 28°C에서 16시간 명기, 8시간 암기를 가지는 챔버에서 배양하였다. 신초가 1.5 cm 이상 자라면 재분화 배지 II로 옮겨 25°C에서 16시간 명기, 8시간 암기를 가지는 챔버에서 뿌리를 유도하였다. 뿌리까지 성공적으로 재분화된 형질전환체는 흙으로 옮겨 챔버에서 순화과정을 거친 후 직경 32 cm 화분에 정식되어 부산대학교 첨단 온실에서 재배하였다.

          
            
            

            Fig. 2. 
				
            

            
              Overview of maize transformation using Agrobacterium.
            
            

            

          

        

        
          2.3.4. 유전자 도입 확인
          형질전환체에서 재조합 벡터의 도입을 확인하기 위해 재분화 된 개체의 잎의 genomic DNA를 주형으로 Phosphinothricin N-acetyltransferase (PAT) 유전자 특이 증폭 프라이머를 이용하여 PCR 검정을 수행하였다. 사용한 프라이머의 서열은 PAT-forward 5'-TGAAGTCCAGCTGCCAGAAA-3', PAT-reverse 5'- ACATCGAGACAAGC ACGGTC-3'으로 제작되어 분석에 사용하였다.

        

      

      
        2.4. 형질전환체 염기 서열 분석
        PAT 유전자 증폭 프라이머 검정 결과로 선발된 형질전환 돌연변이체의 염기 서열을 알아보기 위해 옥수수 ZmWUS1 유전자 프로모터 영역의 2 kbp에 걸쳐 총 3개의 목표 서열 특이 프라이머 세트를 제작하였다. 각각 WUS1-geno-F1 5'-GGCTTTACGTCGATCTCAGG-3', WUS1-geno-R1 5'-CGGTACCGCTATGTATGTGTG-3', WUS1-geno-F2 5'-GAAACAGGGAGTTGCTCGAT-3', WUS1-geno-R2 5'-AGAGAGAGCGCATGCAGAGT-3', WUS1-geno-F3 5'-GAGCGAGCAATGATGCACTA-3', WUS1-geno-R3 5'-CCTTGAGGATCCTGA TCTGCT으로 제작되어 PCR 검정에 사용하였다. Hi- II A/B F2과 각각의 형질전환 개체들은 3개의 프라이머 세트로 각각 1,144 bp, 614 bp, 970 bp로 증폭하였다. PCR 산물은 Exo-CIP Rapid PCR Cleanup Kit (New England Biolabs-NEB, Ipswich, MA, USA)를 사용하여 정제한 후 (주)바이오니아(www.bioneer.co.kr)로 의뢰하여 염기 서열을 분석하였다.

      

      
        2.2 통계분석
        형질전환은 Agrobacteria EHA105과 LBA4404 strain를 가지고 총 4 반복으로 수행하였다. 접종한 배아의 수, 비알라포스(Bialaphos)에 선발된 캘러스의 수, 재분화 효율 및 유전자 편집 효율 결과의 값은 평균(Mean) ± 표준오차(Standard error, SE)로 나타내었다. 통계분석은 SAS 프로그램(SAS9.4, SAS Institute Inc., USA)을 이용하여 일원분산분석(One-way ANOVA)으로 처리 간 평균의 차이를 검증하였다. 사후검정으로는 Duncan’s multiple range test를 사용하였으며, 유의수준은 5%로 설정하여 처리 평균 간 통계적으로 유의한 차이가 있는지 확인하였다.

      

    

    

  
    
      3. 결과 및 고찰
      
        3.1. 옥수수 ZmWUS1 유전자 동정과 CRISPR/Cas9 벡터 구축
        애기장대에서 줄기세포의 항상성은 WUSCHEL (WUS) 과 CLAVATA 사이의 음성 피드백에 의해 제어되는 것으로 알려져 있다(Fletcher, 2018; Schoof et al., 2000). 벼 유전체 상에는 단일 WUS 상동 유전자(Ortholog), OsWUS/OsTAB1이 존재하는 반면, 옥수수 유전체에는 2개의 WUS 이원체(Paralog)인 ZmWUS1과 ZmWUS2가 보고되어져 있다(Nardmann, 2006). 옥수수에서 ZmWUS1은 화서 발달과 화서 꽃차례에 밀접한 관련이 있는 것으로 예측되며 더 자세히 알아보기 위해 먼저 AtWUS와 64% 동일성을 갖는 320개 아미노산의 단백질을 암호화하는 옥수수 동원체 중 하나인 ZmWUS1 (hb67)을 동정하였다(Chen et al., 2023). ZmWUS1의 프로모터 영역에 유전자 편집을 하여 표현형을 관찰하고자 하였는데, 프로모터 영역은 유전자의 발현을 조절하는 중요한 부분으로, 여기에 가해지는 변화는 해당 유전자의 발현 수준에 직접적인 영향을 주기 때문이다. 특히, 화서 발달 단계나 화서 구조의 형성에 영향을 미치는지 알아보고자 다음과 같이 벡터를 구축하였다. 유전자 편집 돌연변이를 위한 표적은 골든 게이트 클로닝(Golden gate cloning) 방식을 사용하여 총 8개의 목표 서열에 동시에 편집할 수 있는 벡터 construct를 구축하였다. 본 연구에서는 하나의 목표 서열을 편집하는 것보다 8개의 서열을 편집하여 특정 서열이 효과적으로 수정되지 않을 경우 다른 서열을 선택하여 높은 효율로 유전자 편집이 되도록 유도하였다.

        다수의 표적 서열을 각각 조립하려면 복잡한 제한효소와 DNA 연결효소를 이용한 유전자 재조합 작업이 필요할 것이다. 이는 실험의 복잡성을 증가시키고 실험자가 여러 단계의 조립을 수동으로 벡터를 재조합해야 함을 의미한다. 이러한 어려움을 해결하기 위해 본 연구에서는 다중 표적(Multiple targeting) CRISPR/Cas9 construct를 구축할 수 있는 내인성 t-RNA 처리 시스템(Endogenous t-RNA processing system)을 활용하였다(Xie et al., 2015; Qi et al., 2016; Xie and Yang, 2019). 8개의 목표 염기 서열에 대한 각각의 tRNA-sgRNA-scaffold fragment는 pGTR 벡터를 주형으로 합성하였다. 첫 번째와 마지막 조각은 각각 entry 벡터와 상보적인 접착성 말단(Sticky end)이 설계된 BsaI site와 FokI site를 가진 "L5AD5-F"와 "L3AD5-R" 프라이머를 사용하여 증폭하였다. 두 번째 조각은 BsaI site, 첫 번째 타겟 spacer의 3’ 염기 서열 부분의 반, 그리고 scaffold 서열의 일부분을 가지는 정방향 프라이머와 BsaI site, 두 번째 타겟 spacer의 5’ 염기 서열 부분의 반, 그리고 tRNA 서열의 일부분을 가지는 역방향 프라이머를 사용하여 제작하였고, 이후의 7개의 조각들도 동일한 방식으로 제작하였다. 제작된 총 9개의 조각은 골든 게이트 클로닝 방식을 사용하여 하나로 조립되어 "S5AD5-F"와 "S3AD5-R" 프라이머로 한 번 더 증폭된 후, pOS-sgRNA entry 벡터의 U3 프로모터 뒤에 BsaI type IIS 효소를 사용하는 골든 게이트 클로닝 방식을 이용하여 삽입하였다. pU3-[tRNA -sgRNA1-Scaffold] x 8 fragment는 Gateway 클로닝 방식으로 LR clonase II를 사용하여 Cas9 유전자와 2X CaMV 35S 프로모터로 조절되는 제초제 Phosphinothricin 분해 유전자(PAT)가 포함된 최종 벡터(Destination vector, pMCG1005)에 성공적으로 클로닝 하였다(Fig. 3).

        
          
          

          Fig. 3. 
				
          

          
            Schematic overview of multiple target CRISPR/Cas9 genome editing in maize utilizing the endogenous t-RNA processing system cloning process. The fragment that has been ligated into the entry vector using golden gateway system and is recombined into the expression vector through LR reaction. pU3, rice U3 promoter driven pOS-sgRNA; TTTTTTTT, Polymerase III terminator; Cas9, maize codon-optimized Cas9; pZMubi, maize ubiquitin promoter; T35S, CaMV 35S terminator; 2X p35S, CaMV 35S promoter; TNos, Nos terminator; Pat, Basta resistance gene; LB, left border; RB, right border; attL1, attL2, attR1, attR2, gateway left and right border sequence. 
          
          

          

        

      

      
        3.2. 옥수수 형질전환 배지조성 개선
        단자엽 식물은 Agrobacteria의 자연 숙주가 아니기 때문에 옥수수에서 Agrobacteria 매개 형질전환을 통한 외래 유전자 도입은 미성숙된 배아, 성숙된 배아, 중배축, 약, 신초, 잎, 미성숙 수술과 이삭에서 시도되었다(Torne et al., 1980; Ting et al., 1981; Songstad et al., 1992; Sidorov et al., 2006; Ahmadabadi et al., 2007; ZHAO et al., 2008). 이 중 가장 높은 효율로 보편적으로 사용되고 있는 방법은 미성숙 배를 통한 형질전환으로 알려져 있다(Kang et al., 2022). 미성숙 배를 사용해 얻을 수 있는 캘러스는 두 가지 유형이 알려져 있는데, type I 캘러스는 치밀하고 단단하며 재분화가 잘 안되지만, type II 캘러스는 부드럽고 단단하지 않아 부서지기 쉬운 구조로 이루어져 있고 빠르게 재분화되는 특징을 가진다. 효율적인 옥수수 형질전환 시스템을 위해서는 type II 캘러스를 생산하는 식물 계통을 사용하는 것이 효율적이라는 보고가 되어져 있다(Armstrong and Green, 1985). 특히 A188과 B73의 교배로부터 유래되어진 Hi-II A와 B계통은 미성숙 배에서 전형적인 type II 캘러스를 생산할 수 있게 하고 다른 계통을 사용해 형질전환을 했을 때 보다 더 높은 재분화능을 보이는 것으로 보고되어 옥수수 형질전환 연구에서 중요한 유전자원으로 알려져 왔다(Zhao et al., 2002). Hi-II A와 B계통을 각각 이용한 옥수수 형질전환법은 기존에 많이 알려져 있지만 형질전환율이 아주 낮거나 보편적으로 캘러스가 형성되다가 green spot을 띄는 캘러스 상태에서 괴사하거나 캘러스가 분화되다 멈추고 백화현상이 나타나는 등 기존의 방식(Frame et al., 2002)에는 재분화를 시키는 과정에 문제가 있었다(Fig. 4A, B).

        
          
          

          Fig. 4. 
				
          

          
            Modification of medium composition resulted in healthy and embryonic callus. Before the medium composition was modified, callus differentiated and progressed to chlorosis, non-embryogenic callus, or necrosis (A, B). Increasing the concentration of auxin and cytokinin in the medium composition enabled successful redifferentiation of callus and the appearance of green spots (C, D). Scale bar, 0.3 cm.
          
          

          

        

        한편 옥수수와 같은 단자엽 식물인 벼에서는 옥수수와 다르게 보편적으로 사용할 수 있는 Agrobacteria 매개 형질전환 방법이 알려져 있어 옥수수에서도 다양한 형질전환법에 대한 시도가 보고되고 있다(Hiei et al., 1994; Sahoo et al., 2011; Sahoo and Tuteja, 2012). 효율적인 형질전환에 영향을 미치는 요소에는 Agrobacteria 균주의 선택과 Agrobacteria 접종 효율이 높고 캘러스 분화에 유리한 식물 재료의 최적화, 도입 벡터의 선택과 조직 배양 배지의 최적화 등이 고려되어야 한다(Gelvin, 2003). 본 연구에서는 식물 재료로 캘러스 분화율이 높다고 알려진 Hi-H II A와 B계통을 사용하였기 때문에 형질전환을 위한 계통 선택의 잘못보다는 조직 배양 배지의 생장조절제의 함량에 문제가 있다고 판단하였고, 기존의 프로토콜(Frame et al., 2002)을 조금씩 수정하여 형질전환을 시도하였다.

        식물 형질전환에 사용되는 전형성능을 가진 캘러스를 유도하려면 배양 배지에 2,4-D 또는 유사한 옥신 생장조절제 그리고 사이토키닌이 존재해야 한다. 조직배양 배지에 사용될 수 있는 사이토키닌의 종류는 kinetin, Thidiazuron, zeatin, 6-Benzylaminopurine hydrochloride (6-BAP) 등이 있다(Werner Tomáš, 2001). 벼의 형질전환 과정에서 재분화를 위한 사이토키닌은 주로 kinetin이 사용되는 것으로 알려져 있고, 옥수수에서는 황산구리(CuSO4)와 함께 6-BAP가 사용되는 방법이 보고되어져 있다(Cho et al., 2014; Wu et al., 2014). 본 연구에서는 벼의 형질전환법에서 착안하여 2,4-D와 kinetin의 혼용이 황산구리와 6-BAP를 함께 시용하였을 때처럼 캘러스 분화율을 증가시키고 신초를 유도할 수 있는지 알아보고자 하였다.

        동일한 단자엽 식물인 벼의 Agrobacterium 매개 형질전환법에서 사용되는 2 mg/mL의 2,4-D가 함유된 induction과 선발배지는 캘러스 분화가 빠르고 확실하게 일어나는 것에서 착안하여 Selection I의 배지조성에서 첨가되는 2,4-D (1 mg/mL stock)의 양을 1.5 mg/mL에서 2 mg/mL로 옥신의 농도를 높여주었다(Muppala et al., 2020). Selection II 배지에서는 2,4-D (1 mg/mL stock)의 과도한 축적을 막기 위해 1.5 mg/mL에서 1 mg/mL로 옥신의 농도를 다시 줄여 주었고, 기존 프로토콜에는 첨가되지 않았던 사이토키닌 kinetin (1 mg/mL stock)을 2 mg/mL 첨가하였다. 그리고, Regeneration I에서도 기존에 없었던 사이토키닌 kinetin (1 mg/mL stock)을 3 mg/mL 첨가하였다(Table 2). 생장조절제의 조성은 벼의 형질전환 체계법을 참고하였지만, 옥수수 배아를 사용한 형질전환에서 캘러스 분화를 돕기 위해 L-cystein과 silver nitrate (AgNO3)을 함께 첨가하여 배지조성을 개선하였다(Carvalho et al., 1997; Yassitepe et al., 2021).

        
          Table 2. 
				
          

          
            Culture media compositions for maize transformation 
          
          

        

        
          
            
              	Component
              	Infection
              	Co-cultivation
              	Resting
              	Selection I
              	Selection II
              	Shoot
              	Root
            

            
              	Regeneration I
              	Regeneration I
            

          
          
            	N6 salt
            	2.0 g
            	2.0 g
            	4.0 g
            	4.0 g
            	4.0 g
            	-
            	-
          

          
            	MS salt
            	-
            	-
            	-
            	-
            	-
            	4.3 g
            	4.3 g
          

          
            	MES
            	0.5 g
            	0.5 g
            	0.5 g
            	0.5 g
            	0.5 g
            	-
            	-
          

          
            	˪-proline
            	0.7 g
            	0.7 g
            	0.7 g
            	0.7 g
            	0.7 g
            	-
            	-
          

          
            	Sucrose
            	68.5 g
            	30 g
            	30 g
            	30 g
            	30 g
            	60 g
            	30 g
          

          
            	Glucose
            	36 g
            	-
            	-
            	-
            	-
            	-
            	-
          

          
            	2,4-D (1 mg/mL)
            	1.5 mL
            	1.5 mL
            	1.5 mL
            	1.5 → x2 mL
            	1.5 →1 mL
            	-
            	-
          

          
            	pH
            	5.2
            	5.8
            	5.8
            	5.8
            	5.8
            	5.6
            	5.6
          

          
            	Agar (washed)
            	-
            	8
            	-
            	-
            	-
            	-
            	-
          

          
            	Agar, Plant cell culture tested
            	-
            	-
            	8.0 g
            	8.0 g
            	8.0 g
            	-
            	-
          

          
            	Gelrite
            	-
            	-
            	-
            	-
            	-
            	3.0 g
            	3.0 g
          

          
            	Autoclave
            	filtered
            	20min
            	20min
            	20min
            	20min
            	20min
            	20min
          

          
            	N6 vitaminz stock, 1000×
            	1 mL
            	1 mL
            	1 mL
            	1 mL
            	1 mL
            	
            	
          

          
            	MS vitaminy stock, 1000×
            	
            	
            	
            	
            	
            	1 mL
            	1 mL
          

          
            	Silver Nitrate 
            	0.85 mg
            	0.85 mg
            	0.85 mg
            	0.85 mg
            	0.85 mg
            	-
            	-
          

          
            	˪-cysteine
            	-
            	0.4 g
            	-
            	-
            	-
            	-
            	-
          

          
            	DTT
            	-
            	0.15 g
            	0.2 g
            	0.2 g
            	0.2 g
            	0.2 g
            	0.2 g
          

          
            	Acetosyringone (100 mM/mL)
            	100 μL
            	100 μL
            	-
            	-
            	-
            	-
            	-
          

          
            	Carbenicillin (200 mg/mL)
            	-
            	-
            	1 mL
            	1 mL
            	1 mL⃰
            	1 mL⃰
            	-
          

          
            	Timentin (150 mg/mL)
            	-
            	-
            	1 mL
            	1 mL
            	1 mL⃰
            	1 mL⃰
            	-
          

          
            	Bialaphos (3 mg/mL stock)
            	-
            	-
            	-
            	0.5 mL
            	1 mL
            	1 mL
            	-
          

          
            	Kinetin (1mg/mL)
            	-
            	-
            	-
            	-
            	0 → 2mL
            	0 → 3mL
            	　
          

        

        
          
            zN6 vitamin 1000x stock: Glycin 0.2 mg/L, nicotininc acid 0.5 mg/L, pyridopxine HCl 0.5 mg/L, thiamine HCl 1 mg/L
          

          
            yMS vitamin 1000x stock: Glycine 2 mg/L, myo-inositol 100 mg/L, nicotinic acid 0.5 mg/L, pyridopxine HCl 0.5mg/L, thiamine HCl 1 mg/L
          

          
            xArrows indicate modifications in concentration 
          

        

        

      

      
        3.3. 옥수수 형질전환체 생산
        Agrobacteria 균주는 형질전환 효율에 중요한 영향을 미치는 요인 중 하나이다. 기존 연구에 따르면, LBA4404는 약 ~5%의 형질전환 효율을 보이며, 옥수수 형질전환에 보편적으로 사용되던 EHA105와 큰 차이가 없는 것으로 보고되었다(Huang and Wei, 2005; Ishida et al., 2007). 본 연구에서는 수정된 배지 조성을 사용하여 형질전환을 4회 반복 수행한 결과, Agrobacterium 균주 EHA105를 사용하여 형질전환 하였을 때 평균 71.0 ± 7.2개의 미성숙 배아 중 4.25 ± 1.3개의 재분화된 비알라포스 저항성 캘러스를 확보하였으며, 재분화 효율은 5.99%로 나타났다. 반면, LBA4404를 사용했을 때는 평균 53.5 ± 12.77개의 미성숙 배아 중 4.0 ± 1.8개의 비알라포스 저항성 캘러스를 확인하였으며, 형질전환율은 7.48%로 나타났다. 이 결과는 국내 옥수수 형질전환 기술의 형질전환율(약 2%)보다 높고, Hi II A/B F1의 미성숙 배아를 사용하여 형질전환을 수행한 국제 연구에서 보고된 형질전환율(5.5-12%) 범주에 포함된다(Cho et al., 2005; Lee and Zhang, 2016; Hong et al., 2019). 이러한 결과는 초기 캘러스 선발 과정에서 옥신 농도를 1.5 mg/mL에서 2 mg/mL로 증가시키고, 사이토키닌인 kinetin 농도를 2-3 mg/mL로 조정한 것이 캘러스 재분화율과 형질전환율 향상에 기여했음을 시사한다. 특히, 사이토키닌을 함유하지 않는 배지에서 형질전환을 하였을 때는 재분화 캘러스를 얻지 못했기 때문에 조직 배양에서 옥신뿐만 아니라 사이토키닌 농도가 캘러스 재분화 및 신초, 뿌리 분화에 필수적인 요인임을 확인하였다(Fig. 4C, D and Fig. 6).

        
          
          

          Fig. 5. 
				
          

          
            PCR confirmation of T0 transformants through PAT gene amplification. The expected size of the PCR product is	422 bp. Size marker, 100 bp DNA ladder. 
          
          

          

        

        
          
          

          Fig. 6. 
				
          

          
            Transgenic plants on regeneration II media (A) were transplanted into soil (B, C). Scale bar, 1 cm.
          
          

          

        

        한편, EHA105로부터 얻어진 저항성 캘러스는 Type II 캘러스는 분화되었지만 모두 신초 분화가 일어나지 않고 그 상태로 고사해버린 반면에, LBA4404를 사용했을 때는 6개의 ZmWUS1 형질전환체(Transgenic events)를 확보할 수 있었고, 이에 대한 유전자 편집 효율은 2.9 ± 1.4%로 나타났다(Table 3). 이러한 결과는 HI-II A/B F1 계통의 선택, pMCG1005 벡터에 포함된 유전자 구성 요소, LBA4404 균주, 그리고 옥신과 사이토키닌 비율의 최적화가 형질전환 효율 향상 및 CRISPR/Cas9 시스템 도입 성공에 기여했음을 보여준다(Ishida et al., 1996; Shrawat and Lörz, 2006; Loyola-Vargas and Ochoa-Alejo, 2016; Horstman et al., 2017).

        
          Table 3. 
				
          

          
            Summary of transformation efficiency and CRISPR/Cas9 gene editing efficiency based on Agrobacterium strain
          
          

        

        
          
            
              	Agrobacterium strain
              	No. of embryo infected
(A)
              	No. of bialaphos resistant callus
(B)
              	Total no. of transgenic T0 plants 
              	No. of edited plants
(C)
              	Transformation efficiency
(B/A x 100, %)
              	Ratio of edited plants 
(C/A x 100, %)
            

          
          
            	EHA105
            	71.0 ± 7.2
            	4.3 ± 1.3
            	0.0
            	0.0
            	6.1 ± 2.3 az
            	0.0 a 
          

          
            	LBA4404
            	53.0 ± 12.8
            	4.0 ± 1.8
            	6.0
            	3.0
            	7.9 ± 4.7 b
            	2.9 ± 1.4 b
          

        

        
          
            Values represented mean ± SE
          

          
            zDifferent letters indicate significant differences at p ≤ 0.05 according to Duncan’s multiple range test in the same columns
          

        

        

      

      
        3.4. Promoter ZmWUS1 region의 유전자 편집 확인과 표현형 검정
        도입유전자가 삽입된 T0 개체들로부터 유전자 편집 여부는 ZmWUS1 유전자의 프로모터 영역 2 kbp를 증폭하는 프라이머를 제작 이용하여 PCR을 수행하고 프로모터 영역에서 유전자 편집이 일어난 것을 확인하였다. 재조합 벡터가 도입된 것으로 확인된 6개의 형질전환체 중 3개체에서 유전자의 프로모터 영역에서 돌연변이를 확인하였다. 첫 번째 변이체 ZmWUS1CR-mutant 1은 3번째 4번째 타겟 사이 서열의 1 bp (A) 결실, 두 번째 변이체 ZmWUS1CR-mutant 2는 5번째 유전자 목표 서열 바로 앞에 1 bp (A) 결실, 세 번째 변이체 ZmWUS1CR-mutant 3은 7번째 유전자 gRNA 서열 앞의 2 bp (CC) 결실과 7번째 타겟의 7번째 염기 A가 C로 치환된 것으로 확인하여 총 3 events를 선발하였다. 3개의 돌연변이체 모두 단일 유전자의 두 대립유전자 중 하나의 대립유전자에서 발생하는 돌연변이를 얻었다(Fig. 7). 3개의 서로 다른 events 돌연변이체 각각의 T1 세대는 대체로 생육이 저해되는 것을 제외한 특별한 표현형은 찾아보기 힘들었다. 하지만 ZmWUS1CR-mutant 3의 20개의 T1 개체 중 하나의 돌연변이체가 비정상적으로 많은 ears를 하나의 husk leaf 안에 자라나는 표현형을 보였다(Fig. 8). 하지만 자가수분을 통한 동형접합 자식 세대를 얻을 수 없어, 순계(B73)에 교배하여 T1 세대의 종자를 수확하였다.

        
          
          

          Fig. 7. 
				
          

          
            Schematic diagram of the eight target sites of the ZmWUS1 gene promoter edition and edition confirmation via Sanger sequencing of T0 plants. The red lines within the white boxes represent the edition target sites and blue boxes indicate exons of ZmWUS1. Sequences in red indicate the target region. 1 bp deletion in ZmWUS1CR-T0-mutant 1 was identified between the third and fourth target region (A). 1 bp deletion in ZmWUS1CR-T0-mutant 2 was identified just before the fifth target region (B). 2 bp deletion and 1bp substitution in ZmWUS1CR-T0-mutant 3 was identified in the seventh target region (C). 
          
          

          

        

        
          
          

          Fig. 8. 
				
          

          
            ZmWUS1CR-mutant 3 exhibits multiple ear development in a single shell. One ear of the wild type in a single shell (A) was compared with multiple ears of ZmWUS1CR-mutant 3 (B). Arrows indicate each ear. Scale bar, 2 cm. 
          
          

          

        

        본 연구는 옥수수 생장점의 크기와 균형적인 분열조직의 증식을 조절하는 CLV-WUS 신호전달 기작의 구성 요소 ZmWUS1 유전자 promoter를 표적으로 CRISPR/Cas 유전자교정을 형질전환을 진행하였다. CLV-WUS으로 대표되는 생장점 조절에서 ZmWUS1은 최종 신호전달 종착지 전사인자이다. 이는 작물의 생장과 발달에 필수적인 여러 줄기세포 중에서도 핵심이 되는 영양 생장기의 경단줄기세포(Shoot apical meristem, SAM)를 조절하고, 개화기 생장점(Inflorescence meristem, IM)의 크기 조절을 통한 작물의 생산성에 직결되는 열매의 크기와 수량을 결정하는 인자이다. 최근 연구에서는 옥수수의 Barren inflorescence3 (Bif3) 돌연변이형에서 ZmWUS1 유전자의 프로모터 서열 중 ZmWUS1-B의 중복 사본이 생기는 변이가 확인되었다. 이 변이로 인해 ZmWUS1의 발현이 증가하며, 어린 이삭의 발달 패턴에 영향을 미치는 것으로 보고되고 있다. 특히, 이 변이는 ZmWUS1CR-mutant 3과 유사한 표현형을 나타내며, 이는 ZmWUS1 유전자의 프로모터 영역의 제7 표적 gRNA 서열 앞의 2 bp CC 결실과 제7 표적의 7번째 염기 A가 C로 치환된 것이 ZmWUS1 유전자의 발현과 ear 발달에 관여한 것으로 보인다. 이처럼 ZmWUS1과 promoter region을 표적으로 유전자 편집을 활용한 다양한 ZmWUS1 발현 대립형질들은 화서 발달의 진화가 어떻게 옥수수 야생형 teosinte과 같은 alternate 대생 화서(꽃차례)에서 현대의 maize의 whorl type의 윤생 화서로 진화되었는지는 풀리지 않은 식물 발달과 진화의 큰 난제 중에 하나의 실마리를 제공할 것으로 기대된다.

      

    

    

  
    
      4. 결 론
      본 연구는 옥수수 생장점의 크기와 균형적인 분열조직의 증식을 조절하는 CLV-WUS 신호전달 기작의 구성 요소인 ZmWUS1 유전자의 프로모터를 표적으로 한 CRISPR/Cas9 기반의 유전자 편집 시스템을 이용하여 소규모 실험실에 최적화된 옥수수 형질전환 protocol 구축을 위하여 수행되었다. 옥수수 ZmWUS1 유전자의 프로모터 영역에 총 8개의 목표 서열이 동시에 편집될 수 있는 guide RNA construct를 구축하였다. 기존 형질전환법은 소규모 형질전환 시스템에서 캘러스의 재분화 단계에서 결함을 보여주었으나, 선택배지(Selection I, II)와 재분화 배지(Regeneration I)에서 옥신과 사이토키닌의 농도를 수정한 결과 성공적인 옥수수 형질전환을 보여주었다. 특히 Agrobacteria 균주의 효율을 비교하였을 때, LBA4404는 성공적인 형질전환을 보여주었으나, EHA105 균주는 신초분화 과정에서 결함이 나타났다. 이 결과는 소규모 형질전환 시스템에서는 선택배지와 재분화 배지에서의 호르몬 최적화 재조절이 중요한 요건임이 나타낸다. 또한 ZmWUS1 유전자의 프로모터 돌연변이는 하나의 husk leaf 안에 비정상적으로 많은 ears가 발달하는 표현형을 보였고, 이는 ZmWUS1 프로모터 영역이 화서 발달과 진화에 중요한 역할을 맡고 있음을 말해준다. 이번 연구결과는 많은 옥수수 연구자들이 쉽게 옥수수 형질전환체를 활용할 수 있는 매개체가 될 것으로 기대하며, 앞으로 국내 옥수수 연구 발전에 큰 기여가 있을 것으로 기대된다.
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