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설치장소 등록번호

종자산업법에 의하여 과수 무병묘 생산 및 유통 활성화를 위해 과수 바이러스

바이로이드 검정 정책의 지원을 위하여 수행된 연구 과제

대 과종 사과 배 복숭아 포도 감귤 과 사과대목에 대한 바이러스 바이로이드 

발생 현황 조사 진단법 개발 과수 묘목 유통 관리 시스템 구축

과제 수행 결과를 바탕으로 과수 바이러스 바이로이드의 검사 대상에 대한 종

자 요강을 개정하기 위한 정책 시행 및 정책 건의

농림부 원예경영과 및 국립종자원과의 협의에 의하여 시급한 검사 대상을 중심

으로 진단법 개발이 이루어졌으며 현재 과수 묘목 바이러스 바이로이드 검정에 

활용되고 있음

과수 바이러스 바이로이드 발생 현황 조사를 통하여 다수의 신 변종 확인 및 추

후 종자 요강 개정에 반영 정책 건의

과제 수행의 결과물로 논문 건 특허 건 재품화 건 등 기술이전 정책시행 

및 정책건의 인력양성 고용창출 학술발표의 정량적 연구 성과를 달성하여 연

구 계획대비 정량적 연구 성과 목표를 달성하였음

보고서 면수



요약문

연구의

목적 및 내용

과수 바이러스의 감염 실태 조사에 근거한 신속한 현장 진단 기술 개발
대 과종 바이러스 감염 현황 조사

유전자 분석에 의한 과수 바이러스 표준 진단법 개발

주요 개 과종 바이러스 신속 현장 진단 기술 개발

묘목 생산 및 공급 체계 개선 정책 방안 마련

검사대상 바이러스 종자관리요강 현행화

연구개발성과

특허 산업재산권 특허출원 건 특허등록 건

구분 특허명 출원 등록번호 출원 등록일

특허

출원

사과 및 배에 발생하는 바이러스 및 바이로이

드 감염 다중 진단을 위한 프라이머 세트 및 

진단방법 

특허

출원

포도에서 발생하는 종의 바이러스 검출을 위

한 프라이머 세트 및 이를 이용하는 바이러스 

검출 방법

특허

출원

사과줄기홈바이러스 검출용 프라이머 세트 및 

이를 이용한 사과줄기 바이러스병 진단방법

특허

등록

배 바이러스를 검출하기 위한 재조합 중합효소 

증폭 반응용 프라이머 조성물 및 이의 이용

제품화 사업화

사업화명 제품명 업체명 사업화형태

포도바이러스 진단키트 주 넥스바이오  상품화

사과 및 배 바이러스 진단 키트 주 넥스바이오 상품화

복숭아 바이러스 진단키트 주 넥스바이오 상품화

감귤 바이러스 동시 진단키트 주 넥스바이오 상품화

기술이전

사업화명 제품명 업체명 사업화형태
사과바이러스 종 진단 

주 넥스바이오  상품화

기술실시

기술명 실시기관
기술

실시일

기술실시권

유형

유무상

여부
기술유형

사과 및 배에 발생하는 바이러스 

및 바이로이드 감염 다중 진단을 

위한 프라이머 세트 및 진단방법

미소진 통상실시권 유상 특허출원

상동 넥스바이오 통상실시권 유상 특허출원

상동 캔서롭 통상실시권 유상 특허출원

상동 넥스바이오 통상실시권 유상 특허출원

상동 미소진 통상실시권 유상 특허출원

상동 캔서롭 통상실시권 유상 특허출원

포도에서 발생하는 종의 바이러스 

검출을 위한 프라이머 세트 및 이

를 이용하는 바이러스 검출 방법 

미소진 통상실시권 유상 특허출원

학술대회 발표 건

논문 건

인력양성 명

정책시행 건 정책건의 건

홍보 및 전시 홍보 건

연구개발성과의 과수 무병묘 생산 유통의 현대화에 활용
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활용계획
기대효과

새로운 과수 바이러스 동정으로 신규 진단법 개발에 활용

과수 바이러스의 복합 유전체 분석 기술의 개발로 농임업 분야 지원에 활용

신종 또는 미기록 바이러스 효율적인 탐색 효과

농산물 수출입 관련 정책 지원 효과

국문핵심어

개 이내
바이러스 과수 검출 유묘 바이로이드

영문핵심어

개 이내
VIRUS FRUIT TREE DETECTION SEEDLING VIROID

국문으로 작성 영문 핵심어 제외
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목표 달성도 및 관련 분야 기여도 

연구결과의 활용 계획 등
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별첨 주관연구기관의 자체평가의견서
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본문작성 양식

연구개발과제의 개요

연구개발 목적

과수류 사과 포도 감귤 배 복숭아 등 바이러스 감염실태 조사에 근거한 바이러스 신속 

진단 기술 개발을 통한 산업 경쟁력 제고

과종별 주요 바이러스 진단용 키트 현장진단용 및 정밀진단용 개발

과수 바이러스 발생 및 피해현황 분석에 의한 바이러스 무병묘 생산 공급 체계 개선 방안 도

출

과수 바이러스 감염실태 조사 피해현황 분석 바이러스 정밀 및 현장 검사법 개발을 통한 과

수 묘목 검사대상 바이러스의 현행화 기반 조성

연구개발의 필요성 

가 연구의 배경

지금까지 바이러스 무병 과수묘목 생산 방식은 열처리 조직배양 항바이러스제 처리 등을 

기반으로 이루어져 왔으나 실제로 농가에 공급되는 묘목은 대부분 바이러스에 감염된 것으로 최

근 확인되고 있음
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전 세계적으로 과수류에서 많은 신종 및 변종 바이러스들이 최근에 보고되고 있으며 국내 

과수 유전자원에서도 이러한 신종 및 변종 바이러스에 대부분 감염된 것으로 최근 확인되었음

과수 묘목의 바이러스 감염은 국내 무병묘 생산시스템의 문제점 바이러스 정밀진단기술의 

부재 감염 바이러스 종류 및 피해해석의 미비 과수묘목 인증시스템의 부재 등에 기인하고 있음

나 연구개발 대상의 국내 외 현황

국내 기술 수준 및 시장 현황

가 기술현황

국내 과수 바이러스병은 여종 이상이 보고되어 있으며 모자이크 접목불친화 착색불량

기형과 등의 이상증상을 일으켜 과실의 품질과 수량을 저하시킴

과수 바이러스 감염률 사과 배 포도 복숭아 단감 

포도잎말림바이러스 감염피해 당도 저하 안토시아닌 감소

과수 바이러스 진단용 칩 개발을 위해 사과 포도 복숭아 바이러스 유전정보를 시퀀싱DNA , , 

한 결과 바이러스 종 바이로이드 종이 분석됨 하지만 이때 사용한 시료는 유전자원의 47 , 7 . 

소수 시료를 대상으로 조사한 내용으로 바이러스 유전정보만을 분석하여 칩에 활용함DNA

국립원예특작과학원 한국생명공학연구원 공동연구 수행(‘14~’16, , ). 

  식물검역 금지급인 발생을 기술을 이용하여 동정하였으며 바이러스 감염 개체는 PPV NGS

국가관리 병해충 규정에 의거하여 공적 방제를 실시하고 있음 경북대(`15, )

  국내 복숭아 과원에서 종의 바이로이드 동정하고 보고함 서울대2 , PLMVd, HSVd (`15~‘16, )

농촌진흥청과 한국생명공학연구원의 공동연구로 바이러스 진단용 대용량 다목적 올리고 칩을 ․

개발되었으며 이 진단용 칩은 식물바이러스 종을 하나의 칩으로 동시 진단할 수 있음 , 430

나 지식재산권 현황

바이러스 진단법과 관련하여 국내 연구진은 칩 혈청학적 진단법 차세대염기서열PCR, DNA , , 
분석 기술 등의 지식재산권을 확보하고 있어 세계 최고의 바이러스 진단기술을 갖추고 있음(NGS) , . 

다 표준화현황

과수 바이러스 무병묘 인증을 위한 바이러스 진단관련 표준 검사법은 지정되어 있지 않음
과수 바이러스에 대한 개별적 진단법은 기관 및 연구실에 따라 제각기 사용되고 있음
과수 무병묘 인증에 필요한 검사대상 바이러스의 종류와 진단법은 표준화되어 있지 않은 실정임

라 기타현황

정부는 대응전략으로 과수산업 경쟁력을 강화하기 위한 과수 무병묘 생산 유통 활성

화 방안을 추진하고 있음 농림축산식품부

  국내 무병묘 공급 
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국외 기술 수준 및 시장 현황

가 기술현황

국외에서는 년 식물 바이러스 연구에 분석을 도입한 이후 과수에서도 일본 미국2009 NGS , , 
이탈리아 등에서 신종 바이러스 동정 및 피해해석 관련 연구를 수행하고 있음

특히 포도의 경우 분석 연구가 가장 많이 되고 있는데 미국에서 포도 잎붉은 반점을 NGS 
일으키고 당도 산도를 저하시키는 주요 원인 바이러스 를 년 최초로 동정하였고 현재 , GRBaV ‘12
캘리포니아 주의 포도원에서는 를 지속적로 예찰하고 박멸하기 위한 프로그램을 실시하고 GLRaV
있음 
   과수 바이러스의 는 핵산추출 방법에 따라 로 사용할 NGS total RNA, small RNA, dsRNA
수 있으며 최근에는 을 만들어 식물체에 접종한 후 병원성 검정 및 피해해석에 , infectious clone
대한 연구도 활발히 수행되고 있음
   미국의 및 는 수입된 과수 묘목류 등의 검역과 ARS FPS (Foundation Plant Services)
무병묘 생산을 위한 진단 방법의 일환으로 분석기술을 도입하고 있음NGS 
   현장진단 기술로 감귤바이러스 핵과류 바이러스 의 면역 크로마토그래피 카세(ASGV), (PPV)
트와 복숭아 바이로이드 진단 기술이 보고됨 일본 그리스(PLMVd) LAMP (‘09, , )
   현장진단 키트는 과수작물의 경우 종에 대해 와 

에서 판매되고 있음

나 기타현황

국가기관과 민간기관과의 역할 분담 및 상호협력시스템으로 무독묘 생산공급체계를 구축함
(네델란드 낙탄바우와 이탈리아 라임부르그시험장과 VNL, KSB)

연구개발의 중요성

과수재배 농업현장

농업현장에서 바이러스 감염에 의한 경제적 피해는 수세 약화에 따른 생육 부진 및 생산량 

감소 과실의 이상증상에 따른 품질저하 병해충 저항성 약화 다양한 이상증상으로 인한 불필요

한 영양제 및 작물보호제의 살포 등으로 나타남

다년생 작물인 과수에서 바이러스의 피해는 수령이 올라갈수록 점차적으로 증가하는 경향이 

있으며 농업인은 재배초기에 바이러스 감염여부를 알지 못하고 본격적인 수확기에 접어들면 

다양한 이상증상의 출연으로 큰 경제적 피해를 입게 됨

과채류 작물과는 달리 다년생 작물의 특성으로 바이러스 감염주를 쉽게 제거하지 못하고 제

거하더라도 본격적인 수확까지 수년의 시간이 소요되어 이중적인 피해를 입게 됨

농업인이 재배 중에 바이러스 병의 피해를 막는 것은 바이러스의 특성으로 불가능하며 반드

시 무병묘가 공급되어야만 이러한 피해를 예방할 수 있음 현재는 농업인이 정부 또는 특정 

기관이 인증하는 바이러스 무병묘를 공급 받을 수 없는 실정에 있음

과수 바이러스 무병묘 생산 및 유통

과수 바이러스 무병묘 생산을 위해서는 바이러스 유전자원에서 출발되어야 하며 이러

한 유전자원의 확보는 정부차원에서 지원이 이루어져야 함
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바이러스 무병묘 생산을 위해서는 과수묘목 유전자원으로부터 감염된 바이러스의 종류와 특

성을 조사하여 무병묘 생산 과정에 도입되어야 함

현재는 생산된 묘목으로부터 열처리 조직배양 항바이러스제 처리 등을 통하여 무병묘를 선

발하는 방식을 취하고 있으나 바이러스의 특성으로 볼 때 이러한 무병묘 생산방식은 바이러

스를 불활성화시키기 어려운 큰 문제점을 가지고 있음

과수 바이러스 무병묘 생산시스템을 개선하여 바이러스에 감염되지 않은 유전자원 및 대목

을 먼저 육성하고 격리하여 관리하면서 이들 바이러스 무병 과수 유전자원들로부터 품종을 

육성하고 증식한 다음 인증대상 바이러스의 검사를 통하여 바이러스 무병묘를 생산하는 체계

로 개선이 필요함

과수 무병묘의 유통은 유전자원 원원종 원종 보급종 각 단계별로 적정 수준의 검사 및 인

증시스템이 도입되어야 함

과수 바이러스 무병묘 인증시스템 도입

과수 바이러스 무병묘 인증시스템 도입을 위하여 인증대상 바이러스의 선정이 이루어져야 함

인증대상 바이러스의 선정은 농가에서 경제적 피해가 크거나 검역적으로 중요한 바이러스 등

을 우선적으로 고려하여 이루어져야 함

그러나 현재는 이러한 인증대상 바이러스의 선정을 위한 바이러스의 종류와 특성 분석이 제

대로 되어 있지 않음

과수 바이러스 신속진단 기술 개발

과수류에 감염되어 있는 바이러스의 종류 조사가 완료되고 개별 바이러스에 진단법이 확보되

어야 하며 효율적인 진단을 위한 작물별 및 단계별 진단시스템이 개발되어야 함

과수 바이러스 진단의 목적에 따라 가장 정밀한 수준의 진단법 효율적 사용을 위한 과종별 

통합 진단법 대량 시료에 대한 진단법 현장간이진단법 등의 개발이 이루어져야 함

연구개발 범위

대 과종 사과대목 배 복숭아 포도 감귤의 바이러스 및 바이로이드 발생 현황 조사

과수 바이러스 및 바이로이드의 신속 현장 진단 기술 개발

과수 바이러스 및 바이로이드 정밀 진단 키트 개발

과수 바이러스 및 바이로이드 무병묘 인증 시스템 도입

검사 대상 바이러스 및 바이로이드 종자관리 요강 현행화를 위한 정책 제안 
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연구수행 내용 및 결과

주관연구기관 한국생명공학연구원

차 사과 대목 시료의 수집

사과 생산 주산 지역으로부터 사과대목 시료를 무작위로 수집하였음 사과대목은 

야생형으로써 실제 바이러스에 감염된 경우에도 병징이 관찰하기 매우 곤란하기 때문에 

무작위로 수집하였음 개 시료를 사과 재배 포장이 산재한 충청북도 경상북도 강원도에서 

수집하였음 사과 재배 농민들에게 품종을 문의하였으나 확인이 불가능하였음 개 

시료로부터 핵산을 추출하여 약 의 데이터를 생산하였음

전체적인 결과를 요약하면 사과 품종에서 발생하는 바이러스와 종 수준에서 비슷한 양상을 

나타내었음 그러나 기존에 전 세계적으로 보고되지 않은 신종 바이러스로 추정되는 

바이러스가 존재하는 것으로 확인되었음

표 개 사과 대목의 방법에 의하여 확보된 데이터의 

전체적인 개요

표 개 사과 대목의 방법에 의하여 확보된 데이터 가공 

결과의 전체적인 개요
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그림 

그림 에서 분석된 의 비율 대부분 사과 및 배에서 발생하는 바이러스인 

의 비율이 로 예상과 유사한 결과가 나타났음

그림 에서 분석된 의 비율 대부분 사과 및 배에서 발생하는 바이러스인 

의 비율이 로 예상과 유사한 결과가 나타났음
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그림 에서 분석된 의 비율

의 

비중이 약 로 예상과 유사한 결과가 나타났음 인 

는 신종 바이러스로 추정됨

사과 대목 감염 신종 바이러스의 전체 게놈 서열 확인

사과 생산 주산 지역으로부터 수집된 사과대목 시료를 분석하여 확보된 크기의 

을 또는 조사 결과 로 

되었으며 아미노산 수준에서 의 상동성을 나타냈음 크기의 의 전체 

는 로 매우 낮아서 전 세계적으로 보고되지 않은 신종 바이러스로 확인 될 것으로 

추정됨 전체 개 시료 가운데 개의 시료에서 상기 신종 바이러스가 감염된 것을 로 

확인하였음

그림 개 시료를 에 의하여 진단한 결과 개의 시료가 감염된 것으로 최종 

확인되었음
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그림 를 중복된 개 영역으로 나누어 를 하여 

염기서열을 모두 확인하였으며 양 말단 서열은 실험을 수행하여 전체 게놈의 

염기서열을 결정할 예정임

표 각 식물 감염 별 의 분포

차 사과 대목 시료의 수집

사과 생산 주산 지역으로부터 사과대목으로 가장 널리 사용되는 대목시료 개를 

충청남북도 전라북도 경상북도 강원도 포장에서 수집하였음 또한 국립원예특작과학원 

사과연구소 시험 포장에서 재배되는 개 서로 다른 대목 품종을 수집하였음 이들 개 

시료로부터 핵산을 추출하여 약 의 데이터를 생산하고 있음

현재 데이터의 생산 및 분석이 완료되면 사과대목 바이러스의 종류 및 분포를 확인할 계획임
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그림 국립원예특작과학원 사과연구소에서 재배되는 서로 다른 사과대목 품종 사진

차 사과 대목 시료의 수집 및 사과 대목 바이러스 진단

사과 대목의 시료 수집 

차년도 사과 대목 

수집에 더하여 당해 연도인 년 차년도에는 국내 사과 재배에 널리 활용되는 사과 

대목인 및 사과 대목을 사과연구소 유전자원 포장 및 충청남북도 전라북도

경상북도 강원도 일대 포장에서 추가로 무작위로 점을 수집하였음 그림 사과대목은 

야생형으로써 실제 바이러스에 감염된 경우에도 병징이 관찰하기 매우 곤란하기 때문에 
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무작위로 수집하였음 전년도에 보고된 약 의 데이터를 

활용하여 각 개별 시료의 바이러스 감염 실태를 조사하였음

그림 사과에 발생하는 바이러스로부터 제작된 종 바이러스 진단용 프라이머 세트

바이러스 검출 결과 는 

에서 검출되었음 는 에서 검출됨 따라서 

사과에 발생하는 바이러스의 일부는 사과 대목에서도 동일하게 발생하고 있음을 확인할 수 

있었음
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사과 대목 유래 바이러스의 진단

표 사과 대목 정보를 바탕으로 사과 대목 감염 종 바이러스 진단 프라이머 세트

사과연구소 유전자원 포장에서 수집된 계통의 사과 대목에서 발생하는 바이러스 진단 결과 

종의 바이러스 모두가 검출되었으며 각 계통별 바이러스의 감염 바이러스는 현재 실험이 

진행되고 있음 각 지역으로부터 수집된 사과 대목 및 시료에서도 종의 바이러스가 

모두 검출되었음 따라서 사과에 발생하는 바이러스 모두 사과 대목에서 발생 하였으며 

사과에서는 발생하지 않고 사과 대목에서만 발생하는 바이러스는 신종 

인 

것으로 나타났음 그림 
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그림 사과에 발생하는 바이러스 및 본 연구에서 확인된 사과 대목에 발생하는 바이러스의 

비교 사과 및 사과 대목에서 공통적으로 발생하는 바이러스는 종으로 

이며 사과에서만 발생하는 바이러스는 배에서 발생하는 바이러스인 

이며 사과 대목에서만 발생하는 바이러스는 신종 인 것으로 

나타났음

사과 대목으로부터 종자 전염 바이러스의 확인

사과연구소 유전자원 포장에서 수집된 계통들 가운데 종자의 확보가 가능한 계통 

를 활용하여 약 여개의 종자를 

발아시켜 발아된 사과 대목 유묘 시료를 확보하였음 표 에 기재된 프라이머 세트를 활용하여 

종자 전염 바이러스를 확인한 결과 계통의 유묘에서 가 검출되었음 따라서 

최소한 계통의 는 종자 전염을 통하여 후대에 감염을 일으키는 것으로 나타났음

사과 대목 감염 신종 바이러스의 전체 게놈 서열 완성

전년도에 사과 생산 주산 지역으로부터 수집된 사과대목 시료를 분석하여 확보된 크기의 

을 또는 조사 결과 로 

되었으며 아미노산 수준에서 의 상동성을 나타냈음 그림 크기의 의 전체 

는 로 매우 낮아서 전 세계적으로 보고되지 않은 신종 바이러스로 확인 될 것으로 

추정됨 차년도에 전체 개 시료 가운데 개의 시료에서 상기 신종 바이러스가 감염된 것을 

로 확인하였음 따라서 당해 연도에는 크기의 를 활용하여 및 

기법으로 최종적으로 의 전체 게놈을 완성하였음
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그림 사과 대목에 발생하는 의 모식도 동물 및 식물을 감염하는 

바이러스로 게놈을 가지고 있으며 외피 단백질은 

으로 구성된 로 덮여 있음

그림 사과 대목에서 확보된 를 로 재확인한 이후 에 의하여 

전체 게놈이 완성되었음

전체 게놈을 분석한 결과 기존에 알려진 가 가진 개의 에 더하여 

과 의 사이에 추가적인 가 하나 더 존재하는 것으로 확인하였음 또한 

의 공통적인 특징인 를 가지고 있는 것으로 

나타났음
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그림 사과 대목에서 분리된 신종 바이러스 및 기존에 알려진 

의 게놈 구성의 비교 의 경우 가 추가로 존재하는 것으로 

확인됨

표 와 기존에 알려진 가 가진 와의 비교 알려진 모든 

각각의 아미노산 서열의 크기는 유사하지만 의 경우 각각의 

는 상동성 비교에서 가 로 매우 낮게 나타나 신종으로 판명되었음

Virus 

(accession number)

Genome

(nt) 

Length

Nucleoprotein (N)

 (aa)

Phosphoprotein(P)

(aa)

Matrix protein 

(M)

(aa)

Glycoprotein (G)

(aa)

RdRp(L)

(aa)

AVA 14,043 450 317 321 649 2,057

BCaRV (MF543022) 14,432 468 326 276 641 2,106

DYVV (NC028231) 13,188 450 327 284 642 2,106

PYDV (NC016136) 12,875 472 280 253 607 1,931

차 사과 대목 시료의 수집

사과 대목의 시료 수집 

차 년도 사과 대목 

수집에 더하여 년 차 년도에는 국내 사과 재배에 널리 활용되는 사과 대목인 

및 사과 대목을 사과연구소 유전자원 포장 및 충청남북도 전라북도 경상북도

강원도 포장에서 추가로 무작위로 점을 수집하였음 그림 당해 연도인 년 차 

년도에는 군위 청송 봉화 등 경북지역 강원지역인 홍천 춘천 전북지역인 장수 무주 등의 

일반농가 사과연구소 일반농가 및 백두대간 국립수목원 인근 사과대목을 추가로 

수집하였음 그림 차 년도 사과 대목 바이러스 조사를 위하여 및 

차세대염기서열 분석에 의하여 사과보다 더 많은 총 종의 바이러스 및 바이로이드를 



- 15 -

검출하였음 차 년도에는 기존에 검출된 바이러스의 및 바이로이드 가운데 어떠한 

바이러스 및 바이로이드가 우점종인지 분석하고 대목으로 사용되고 있지 않은 꽃 사과에서 

발생하는 바이러스 및 바이로이드에 대해서도 차세대염기서열 방식으로 분석할 예정임

사과 대목 바이러스 진단

차년도에 수집된 약 개체의 꽃 사과 시료는 대목 및 사과에 발생하는 종 바이러스 

및 바이로이드 를 활용하여 개별 에 의한 검출 반응이 이상의 반응이 

요구되므로 시간 및 비용을 고려하여 전체 시료를 방식으로 처리하고 

분석을 위하여 시료를 준비하여 차년도 상반기에 

이르기까지 분석할 예정임 차 년도까지 협동기관인 경북대학교와 협력 연구를 통하여 각각 

사과 또는 사과대목 감염 바이러스 및 바이로이드와 사과와 사과 대목에 공통적으로 감염하는 

바이러스 및 바이로이드의 양상을 보면 실제 사과대목에서 더욱 많은 바이러스 및 

바이로이드가 검출되고 있음 따라서 본 연구를 통하여 사과 및 사과 대목에 공통적으로 

발생하는 바이러스 및 바이로이드는 종으로 나타났으며 사과에만 발생하는 것은 종

사과대목에만 발생하는 것은 종으로 나타났음 그림 따라서 실제 대목으로 활용되는 

등의 사과대목에 대한 바이러스 및 바이로이드 양상을 깊이 있게 조사하여 을 통하여 

대목으로부터 사과로 전염되는 통로를 미연에 방지할 필요성이 있음

그림 국내에 분포하는 사과 및 사과대목 바이러스 및 바이로이드 년도에 걸쳐 

수집된 사과와 사과대목을 개별 시료 진단 및 차세대 염기서열 방법에 의하여 분석한 결과 

각각 또는 공통으로 발생하는 바이러스는 총 종이며 특이한 점은 사과에서 종이 보고된 
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바이로이드 및 는 사과대목에서는 검출되고 있지 않음

사과 대목 바이러스의 신속 현장 진단

사과 대목 에 발생하는 바이러스 종에 대하여 신속 현장 진단 기술을 개발하였음 기존에 

개발된 진단 기술은 핵산 증폭 반응과 발색의 과정이 단계별로 분리되어 수행되었으나 최근 

개발된 방식은 한 단계로 통합되어 수행되고 

있음 일반 과 다르게 등온에서 양 말단 고리를 형성하여 증폭이 가능한 방식의 

핵심 요소는 가닥을 치환 할 수 있는 중합효소이며 최근에 진보된 대용 방법인 

방식이 활용되기 시작하고 있음 반응을 위한 

방법 및 반응에 사용된 개의 프라이머 염기서열은 특허 출원 중으로 보고서에 기재하지 

않았음

그림 사과 대목 에 많이 발생하는 바이러스 종 신속 현장 진단

등온 에서 분간 반응한 결과 기존의 방식은 반응 종료 후 를 추가로 첨가하여 발색 

반응으로 양성 또는 음성으로 판정하였으나 그림에서 보이는 반응 용액은 반응 종료와 동시에 

변색 반응으로 양 음성 시료를 판별
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포도 전국 주산지 주요 바이러스 감염주 채집 및 바이러스 진단

포도 전국 주산지 주요 바이러스 감염주 채집

년 월부터 월까지 경산 영동 김천 안성 화성 춘천 곳에서 다양한 이상증상을 보

이는 포도 시료 점을 확보함 표 

표 포도 채집지역 채집일자 및 품종별 채집시료 수

채집지역 주소 채집일자 품종명
포도 채집시료 수

잎 계

경산

경산시 농업기술센

터

농장(A )

18.06.27

거봉 4 4

샤인머스켓 4 4

자옥 4 4

캠벨얼리 4 4

흑보석 4 4

MBA 4 4

영동 농장(B ) 18.08.24 알 수 없음 5 5

김천 농장(C ) 18.08.30 샤인머스켓 13 13

안성 농장(D ) 18.08.31

거봉 1 1

스켓오브알렉

산드리아
1 1

화성 농장(E ) 18.08.31
캠벨얼리 2 2

알 수 없음 2 2

춘천 농장(F ) 18.09.1
샤인머스켓 2 2

알 수 없음 3 3

계 개 농장6 품종7 53 53

채집된 시료는 감염 바이러스 및 바이로이드의 진단과 집단전사체 분석의 시료로 사
용하기 위하여 용도별로 포장하여 초저온냉동 보관중임

포도 주요 바이러스 진단법 확보 및 감염 실태 조사

포도 종에 대한 바이러스 및 바이로이드 진단을 실시함 표 

표 포도에서 진단대상 바이러스 및 바이로이드 목록
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진단대상 바이러스 및 바이로이드 약어

포도는 국내 발생하고 있는 주요 병원체 및 집단전사체 분석에서 검출된 종의 병원체에 대
하여 진단을 실시하였음

포도를 재배하는 전국 개 지역에서 경기 화성 안성 강원 춘천 충북 영동 경북 경산 김

천 에서 채집한 포도 점에 대하여 진단을 실시한 결과 점

점 점 점 점 점 점 점

점 점 점 점 점이 검출되었음 결과

적으로 점 모두 바이러스가 검출되었으며 품종별로 감염된 바이러스 및 바이로이드의 차

이를 보임 표 
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그림 경산에서 채집한 다양한 포도품종에서 발견되는 바이러스 병으로 의심되는 증상

샤인머스켓에서 보이는 황화 에서 보이는 황화 거봉에서 보이는 흰색반점 자

옥에서 보이는 노란반점 캠벨얼리에서 보이는 위축 흑보석에서 보이는 흰색반점

그림 경기 화성 안성 강원 춘천 충북 영동 경북 김천에서 채집한 다양한 포도 품종에서 

수집된 바이러스 이병 의심 증상
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표 지역별 채집한 포도 품종별 바이러스 및 바이로이드 진단결과

지역 계

안성 화성 춘천 영동 경산 김천 지역

거

봉

알

수

없

음

캠

벨

얼

리

알

수

없

음

샤

인

머

스

켓

알

수

없

음

알

수

없

음

거

봉

자

옥

샤

인

머

스

켓

캠

벨

얼

리

흑

보

석

샤

인

머

스

켓

개 품종

채집시료수

검출시료수
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표 포도 품종별 바이러스 및 바이로이드 진단결과

품종명
계

거봉 자옥 샤인머스켓 캠벨얼리 흑보석 알 수 없음

채집시료수

검출시료수

샤인머스켓 품종이 다른 품종보다 검출된 바이러스 및 바이로이드 종류가 현저히 많음

포도 시료의 수집 및 분석

전년도에 이어서 농가 포장에서 재배되는 포도 시료를 수집하였음 포도의 품종 병징의 수

준을 고려하지 않고 포도 주산지 옥천 영동 및 송산 지역을 중심으로 지역별 약 점을 수

집하였음 이들 가운데 점을 선발하여 종의 포도 바이러스에 대해 방법으로 

바이러스를 검출하였음 표 포도 바이러스 및 바이로이드 검출에 사용되지 않은 시료들은 

분석을 위하여 활용되고 있음
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표 국내에서 발생하는 포도 바이러스 및 바이러이드 종 및 진단 바이러스 및 바이로이드 

리스트 

표 국내에서 발생하는 포도 바이러스 진단 결과 옥 옥천에서 수집된 포도 시료 영

영동에서 수집된 포도 시료 송 송산에서 수집된 포도 시료 법머 법전면에서 수집

된 야생머루 춘머춘양면에서 수집된 야생머루 김유 김천에서 수집된 포도 유묘 청옥평창 

청옥산에서 수집된 자생머루 재배포도의 경우 최소 종 최대 종의 바이러스 및 바이로이드 

감염 양상을 보이고 있음 김천에서 수집된 포도 유묘는 종의 바이러스 및 바이로이드에 복합 

감염되어 있었음 해발 지역의 법전 춘양 및 평창 청옥산에서 수집된 자생머루의 

경우 종의 바이러스 및 바이로이드에 감염되어 재배 포도 대비 상대적으로 복합 감염률이 

매우 낮은 것으로 나타났음

No. Virus Primer
size 
(bp)

1 Australian grapevine viroid AGVd AGVd-like-For/Rev 242

2 Citrus viroid VI CVd-VI CVd-VI-like-For/Rev 176

3 Citrus yellow mosaic virus CIYMV CIYMV-like-G207-F/R 424

4 Hop stunt viroid HSVd HSVd-like-For/Rev 185

5 Grapevine fanleaf virus GFLV GRL-C30/N120 699

6 Grapevine fleck virus GFkV GFkV-like-G283-F/R 349

7 Golden shiner virus GsV GsV-like-322-F/R 448

8 Grapevine Syrah virus-1 GSyV-1 GSyV-1-G311-F/R 425

9 Grapevine red blotch-associated virus GRBaV GRBaV-like-G125-F/R 436

10
Grapevine rupestris stem pitting-associated 
virus

GRSPAV GRSPAV-like-G309-F/R 474

11 Grapevine rupestris vein feathering virus GRVFV GRVFV-like-G225-F/R 151

12 Grapevine leafroll-associated virus-1 GLRaV-1 GLRaV-like-G122-F/R 477

13 Grapevine leafroll-associated virus-2 GLRaV-2 GLRaV-like-G355-F/R 439

14 Grapevine leafroll-associated virus-3 GLRaV-3 GLRaV-like-G213-F/R 413

15 Grapevine yellow speckle viroid-1 GYSVd-1 GYSVd-1-like-For/Rev 243

16 Grapevine yellow speckle viroid-1B GYSVd-1B GYSVd-1B-like-For/Rev 215

17 Grapevine virus A GVA GVA-like-G174-F/R 486

18 Grapevine virus B GVB GVB-like-G213-F/R 423

19 Grapevine virus D GVD GVD-like-G145-F/R 158

20 Grapevine virus E GVE GVE-like-G128-F/R 165

21 Grapevine virus F GVF GVF-like-G288-F/R 173

22 Grapevine virus Q GVQ GVQ-like-G32-F/R 373

23 Rupestris stem pitting associated virus RSPaV RSPaV-like-G305-F/R 457

24 Rupestris stem pitting associated virus-1 RSPaV-1 RSPaV-1-like-G307-F/R 498

25 Tobacco bushy top virus TBTV TBTV-like-322-F/R 425

26 Tobacco mosaic virus TMV TMV-like-191-F/R 451

27 Tomato spotted wilt virus TSWv TSW-C!/N1 1,019
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옥 ○
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청옥
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송 ○

송 ○ ○

송 ○

송 ○

송 ○ ○

송 ○ ○

송 ○

송 ○

송 ○

송 ○

송 ○

송 ○ ○

송 ○

법머 ○

법머

춘머

김유 ○ ○ ○

김유 ○ ○

청옥 ○ ○
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옥 ○ ○ ○

옥 ○ ○

옥 ○ ○ ○

옥 ○ ○ ○

옥 ○ ○ ○

옥 ○ ○ ○

옥 ○ ○ ○

옥 ○ ○ ○

옥 ○ ○ ○

옥 ○ ○ ○

옥 ○ ○ ○

옥 ○ ○ ○

옥 ○ ○ ○

옥 ○ ○ ○

옥 ○ ○ ○

옥 ○ ○ ○

옥 ○ ○ ○

옥 ○ ○ ○

옥 ○ ○ ○

옥 ○ ○ ○

영 ○ ○ ○

영 ○ ○ ○

영 ○ ○ ○

영 ○ ○ ○

영 ○ ○

영 ○ ○ ○

영 ○ ○ ○

영 ○ ○ ○

영 ○

영 ○ ○

영 ○ ○ ○

영 ○ ○ ○

영 ○ ○ ○

영 ○ ○ ○
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영 ○ ○

영 ○ ○ ○

영 ○ ○ ○

영 ○ ○ ○

영 ○ ○ ○

영 ○ ○ ○

송 ○ ○ ○

송 ○ ○ ○

송 ○ ○ ○

송 ○ ○

송 ○ ○ ○

송 ○ ○ ○

송 ○ ○ ○

송 ○ ○ ○

송 ○ ○ ○

송 ○ ○ ○

송 ○ ○ ○

송 ○ ○

송 ○ ○ ○

송 ○ ○ ○

송 ○ ○ ○

법머

법머 ○ ○

춘머 ○ ○

김유 ○ ○ ○ ○

김유 ○ ○

청옥 ○ ○

재배 포도의 진단 결과 종의 바이러스 및 바이로이드 가운데 바이러스 종

바이로이드 종 이 국내 포도에서 가장 빈

번하게 분포하는 것으로 나타났음 종의 바이러스 및 바이로이드에 감염된 김천 유묘의 경우 

심각한 수준의 병징을 관찰할 수 있음 특징적으로 해발 고도가 높은 장소에서 자생하는 야생 

포도의 경우 종의 바이러스 및 바이로이드에만 감염되어 있었으며 재배 포도와 비교하면 

매우 낮은 수준의 감염 수준을 나타내었음 그림 국내에서 약 종의 바이러스 및 바이로이

드가 발생하고 년 조사에서 분석한 결과 포장에서는 우점적으로 발생하는 약 종의 

바이러스 및 바이로이드와 달리 높은 해발 지역에서 자생하는 머루의 경우 매우 낮은 감염률
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을 보이고 있음 따라서 해발 고지 이상의 지역에서 자생하는 머루의 조사를 통하여 국내 

토착균에 대한 분석을 할 예정임

그림 평창군 소재 청옥산 해발 에서 수집된 자생머루 김천에서 수집된 종의 

바이러스 및 바이로이드 감염 포도 유묘

특징적인 바이러스 의심 증상 포도의 분석

영천 농가에서 발생한 포도 과실에 나타나는 윤문형 바이러스 의심증상이 보고되어 

추가적인 분석을 실시하였음 그림 윤문 증상은 흔한 바이러스 감염 증상의 일종이지만 

포도에서는 흔하게 관찰되는 바이러스 증상은 아닌 것으로 추정됨 종의 바이러스 및 

바이로이드에 대한 검출 결과 윤문 증상을 나타내는 시료와 건전으로 보이는 시료에서 예상과 

달리 건전 과실에서 더 높은 감염 양상을 보였음 표 따라서 윤문 증상을 나타내는 포도 

과실의 원인균인 바이러스 및 바이로이드 분석을 위하여 

분석을 진행할 예정임
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그림 영천 농가에서 수집된 윤문 증상 포도 과실 및 건전 과실
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표 영천 농가에서 수집된 윤문 증상 포도 품종 와 건전 과실의 비교

시료번호
CIYMV HSVd GFkV GSyV-1 GLRaV-3 GYSVd-1

발병 잎1- - - - - - -

발병 과실1- 1 - - - - - +

발병 과실1- 2 - - - - - -

발병 잎2- - - - - - +

발병 과실2- 1 - - + - - +

발병 과실2- 2 - - - - - -

발병 잎3- - - - - - -

발병 과실3- 1 - - + - - +

발병 과실3- 2 - - + - - +

건전 잎1- - - - - - +

건전 과실1- 1 - - - - - +

견전 과실1- 2 + + + + - +

건전 잎2- - - - - - -

건전 과실2- 1 - + + + + +

건전 과실2- 2 - + + + + +

건전 잎3- - - - - - +

건전 과실3- 1 - + + + + +

건전 과실3- 2 - + + + + +

계 1 5 8 5 4 13

영동 농가에서 수집된 포도의 경우 이웃한 두 개체 포도 과실에서 나타나는 상이한 

증상을 확인하기 위하여 바이러스 및 바이로이드 검출을 실시하였음 그림 서로 이웃한 

개체이지만 상품성이 없는 과실 전체 포장의 약 을 생산하는 개체와 상품성이 있는 

개체를 선발하여 진단을 하였음 포장에서 다발하는 종의 바이러스 및 바이로이드 진단 결과 

원인균은 확인되지 않았음 두 개체가 서로 이웃한 개체로써 생리장애에 의하여 이러한 

비정상적인 숙성이 발생할 가능성이 낮은 것으로 판단되어 포도의 상품성을 완전하게 

제거하는 포도 과실의 원인균인 바이러스 및 바이로이드 분석을 위하여 

분석을 진행할 예정임
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그림 영동 농가에서 수집된 이병 증상 포도 과실 및 건전 과실

표 영동 농가에서 수집된 윤문 증상 포도 품종 와 건전 과실의 비교

시료번호
HSVd GSyV-1 GLRaV-3 TSWV Tospovirus

발병 잎1- + + - - -

발병 과실1- 1 + + - - -

발병 과실1- 2 + + - - -

발병 잎2- - + - - -

발병 과실2- 1 + + - - -

발병 과실2- 2 + + - - -

건전 잎1- + + + - -

건전 과실1- 1 + + - - -

견전 과실1- 2 + + - - -

건전 잎2- + + - - -
계 9 10 1 0 0
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영천 및 김천 일대 농가에서 수집한 바이러스 의심 증상을 나타내는 시료 가운데 증상이 

매우 뚜렷한 시료 점을 선발하여 바이러스 및 바이로이드의 복합 감염 수준을 확인하였음

최소 종 최대 종의 바이러스 및 바이로이드에 복합 감염되어 있었으며

의 경우 모든 시료에서 검출되었음 번 시료를 제외한 

나머지 개 시료에서 검출되었음

그림 영천 및 김천 일대에서 증상이 크게 드러나는 포도 시료로부터 바이러스 및 

바이로이드의 검출

영천 차년도에 수집된 바이러스 감염 의심 시료 점을 차세대 염기서열 분석법으로 

분석한 결과 표 에 기재된 종의 바이러스 및 바이로이드 외에 종의 바이러스가 

추가적으로 국내에 분포하고 있는 것으로 나타났음 및  

는 국내에서 보고되지 않는 국내 미보고종으로써 본 과제에서 포도에 발생하는 

바이러스 및 바이로이드는 종으로 확인되었음
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포도 바이러스 및 바이로이드의 신속 현장 진단 기술 개발

그림 포도에 많이 발생하는 바이러스 종 및 바이로이드 신속 현장 진단

등온 에서 분간 반응한 결과 기존의 방식은 반응 종료 후 

를 추가로 첨가하여 발색 반응으로 양성 또는 음성으로 판정하였으나 그림에서 보이는 

반응 용액은 반응 종료와 동시에 변색 반응으로 양 음성 시료를 판별



- 35 -

제 협동연구기관 경북대학교< 1 >– 

사과 및 복숭아 전국 주산지 주요 바이러스 감염주 채집 및 진단

년부터 년까지 사과 및 복숭아 주산지에서 다양한 이상증상을 보이는 과수 품종별 

잎 줄기 과실 시료를 채집하였으며 농가에서 의뢰받은 과수 민원시료를 수집함

채집된 시료는 실험용도에 맞게 소분한 뒤 초저온냉동보관함
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표 사과 채집지역 채집일자 및 품종별 확보한 시료 수

채집지역 주소
농가( )

채집일자 품종명
채집시료 수

잎 줄기 과실 계

영천
영천시 신녕면

농장(A )
17.07.26

홍로 7 2 - 9

후지 7 0 - 7

군위
군위군 소보면

사과연구소( )
17.08.07 대목M7 3 0 - 3

청송

청송군 현서면

농장(C )
17.08.08 자홍 7 7 - 14

청송군 현서면

농장(D )
17.09.02 산사 0 20 - 20

청송군 현서면

농장(E )
17.11.08 감홍 0 20 - 20

청송군 현서면

농장(F )
17.11.08 로열후지 년생(8 ) 12 0 - 12

청송군 현서면

농장(G )
17.11.08 미시마 년생(5 ) 5 0 - 5

청송군 현서면

농장(H )
17.11.08 산사 10 0 - 10

가평
가평군 조종면

농장(I )

18.04.12 미확인 - 5 - 5

18.05.25

아리수 5 1 - 6

홍로 15 9 - 24

후지 6 6 - 12

의성

-

농장(J )
18.04.18 미확인 - - 29 29

의성군 단밀면

농장(K )
18.05.17

미얀마 4 - - 4

로얄후지 24 - - 24

청송
청송군 현서면

농장(L )
18.09.07 홍로 - - 25 25

문경
문경시 문경읍

농장(M )
18.10.15

홍로 - 1 - 1

감홍 - 1 - 1

양구

양구군 해안면

농장(N )
18.10.17 미확인 - - 2 2

양구군 해안면

농장(O )
18.10.17 미확인 - 1 1 2

보은
보은군 삼승면

농장(P )
18.12.21

미시마 - 10 - 10

기꾸 - 7 - 7

자홍 - 7 - 7

홍로 - 6 - 6

시나노골드 - 5 - 5

봉화
봉화군 춘양면

농장(Q )

19.07.05
아오리 - - 1 1

부사 - - 2 2

19.07.18 부사 7 - 7 14

19.07.23
미확인 9 - 14 23

홍로 2 - 2 4

청송
청송군 현서면

농장(R )
19.08.04 홍로 13 - 13 26

예천
예천군 풍양면

농장(S )
19.08.21 미확인 31 - - 31

거창
거창군 주상면

농장(T )
19.08.21

수홍 6 - 6 12

천주 9 - 9 18

홍옥 2 - - 2

후지 5 - - 5

자홍 6 - - 6

자후 12 - 12 24

후지후브락스 5 - 5 10

미얀마후지 5 - 5 10

계 개 농장20 품종21 217 108 133 458
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채집한 시료는 실험용도에 맞게 소분한 뒤 초저온 냉동보관 함

표 복숭아 채집지역 채집일자 및 품종별 확보한 시료 수

채집지역 주소
농가( )

채집일자 품종명
채집시료 수

잎 과실 계

경산

경산시 와촌면

농장(A )
17.07.25

털복숭아 4 3 7

선프레 4 2 6

매끈한복숭아 2 3 5

경산시 와촌면

농장(B )
17.07.25 천홍 1 3 4

경산시 와촌면

농장(C )
17.07.25 미확인 3 - 3

경산시 와촌면

농장(D )
17.07.25

털복숭아 1 - 1

미확인 1 1 2

천홍 3 - 3

영천
영천시 신녕면

농장(E )
17.07.26 미확인 8 - 8

경산

경산시 농업기술센

터

농장(F )

18.06.27

영봉 4 - 4

홍금향 4 - 4

찌요마루 3 - 3

수홍 천도( ) 3 - 3

마도카 4 - 4

썬프레 4 - 4

하모니 4 - 4

수원
-

농장(G )
18.05.29 미확인 33 - 33

영천

영천시 신녕면

농장(H )
18.07.16

사쿠라-9 3 - 3

천도-4 10 - 10

영천시 임고면

농장(I )
18.08.28 천도 - 10 10

음성
음성군 감곡면

농장(J )
18.08.02 백도 - 10 10

세종
세종시 연서면

농장(K )
18.08.02 대육계 - 10 10

영덕 농장(L ) 18.08.04 털복숭아 - 5 5

청주
청주시 서원구

농장(M )
18.08.25 천중도 - 10 10

이천
이천시 장호원읍

농장(N )
18.08.28 백도 - 9 9

청도 농장(O ) 18.08.28 천도 - 5 5

무안
무안군 삼향읍

농장(P )
18.09.05 천하제일도 - 10 10

충주
-

농장(Q )
19.08.17 미확인 50 - 50

영천
-

농장(R )
19.08.25 대명 - 10 10

계 개 농장18 149 91 240

채집한 시료는 실험용도에 맞게 소분한 뒤 초저온 냉동보관 함

사과에서 검출되는 바이러스 및 바이로이드 종에 대한 진단용 프라이머를 확보하였음
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진단결과 검출율이 높은 순서로 병원체를 나열함

표 사과에서 검출된 바이러스 및 바이로이드 진단용 프라이머 목록 및 염기서열 정보

바이러스 또는 바이로이드
약칭  ( )

프라이머 이름 프라이머 염기서열 산물
(bp)

Apple chlorotic leaf spot virus
  (ACLSV)a

ACLSV-F31 GCAGACCCCTTCATGGAAAGA
509

ACLSV-R31 CGCAAAGATCAGTCGTAACAGA

Apple stem pitting virus
  (ASPV)a

ASPV-F001 AAGCATGTCTGGAACCTCATG
367

ASPV-R001-2 GATCAACTTTACTAAAAAGCATAAGT

Apple stem grooving virus
  (ASGV)a

ASGV-sence GCCACTTCTAGGCAGAACTCTTTGAA
273

ASGV-antisense AACCCCTTTTTGTCCTTCAGTACGAA

Apple scar skin viroid
  (ASSVd)a

ASSVd-F91 ACGAAGGCCGGTGAGAAAG
202

ASSVd-R291 CCGCTGCGTCAAAGAAAAAG

Apple mosaic virus
  (ApMV)a

ApMV-F5 CTCCAAACACAACTTTTGATGACTT
123

ApMV-antisense GTAACTCACTCGTTATCACGTACAA

Apple green crinkle associated virus
  (AGCaV)

AGCaV-kribb-F ACTTGATCGCCGTACCTTCA
497

AGCaV-kribb-R ATGCTCCCTCTGAAACCCAA

Apricot latent virus
  (ApLV)

ApLV-kribb-F TAGTGCGATGAGGTTCCTGG
101

ApLV-kribb-R TGGCACCCATCTCGAAACTA

Apple rubbery wood virus
  (ApRWV)

ApRWV-kribb-F CCACTTGCTTACTGTTTCTGC
617

ApRWV-kribb-R TGGACCATGCAGCATATGAA

Cherry associated luteovirus
  (ChALV)

ChALV-kribb-F CAAATCGAGCAAGAGGAGGC
443

ChALV-kribb-R TTTGCCAGTCCAACAAGTCG

표 전국 사과 농가에서 채집 및 확보한 시료의 바이러스 및 바이로이드 진단결과

진단대상 바이러스 및 바이로이드 약칭 검출수 검출율
(%)

Apple stem grooving virus ASGV 288 82.05

Apple chlorotic leaf spot virus ACLSV 137 39.03

Apple stem pitting virus ASPV 119 33.9

Apricot latent virus ApLV 20 8.1

Apple scar skin viroid ASSVd 19 5.41

Apple mosaic virus ApMV 15 4.27

Apple green crinkle associated virus AGCaV 2 0.81

Apple rubbery wood virus ApRWV 0 0

Cherry associated luteovirus ChALV 0 0

표 에 기재된 프라이머 서열정보를 이용하여 전국 복숭아 농가에서 채집한 잎 줄기 또는 과실 시료 

점을 진단하여 그 결과를 검출율 순으로 나열함

진한 글씨 종자관리요강 에 사과 특정병으로 지정된 바이러스 및 바이로이드

의 경우 잎 줄기 또는 과실시료 점을 진단하여 그 결과

를 검출율 순으로 나열함
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년 사과나무 줄기의 조피 유무에 따라 잎 시료를 각각 점씩 채집하여 바이러스 감염과의 관계

를 알아보기 위하여 진단한 결과 의 감염정도에 차이가 있는 것으로 파악됨 추후 

시료를 추가로 확보하여 이에 대한 추가적인 분석이 필요할 것으로 사료됨

그림 사과나무 줄기에서 보이는 증상 좌 조피있음 우 조피없음

표 줄기 조피 유무와 바이러스 감염과의 관계

시료
조피 조피

조피 유무와 관계없이 가 검출되었으며 유의미한 결과로 의 검출차이가 번 번시료에서 

나타남

진단에서 해당 바이러스 및 바이로이드가 검출되면 검출되지 않으면 표기함
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사과나무의 상단 및 하단 조직의 바이러스 감염상태를 파악하기 위하여 같은 나무에서 상단부 및 

하단부에서 각 점씩 총 점을 채집하여 진단한 결과 같은 나무에서 상단부와 하단부 잎

의 바이러스 검출이 다르게 나타나는 것을 확인함 이는 과수내 조직별 바이러스 분포 및 농도가 다

를 수 있을 가능성이 있으며 잎 과실 줄기 꽃 등에서도 바이러스 분포가 다르게 나타날 것으로 판

단됨

표 사과나무 상단 및 하단조직의 바이러스 감염상태

시료
상단부 잎 하단부 잎

상단부 잎과 하단부 잎에서 의 감염정도의 차이가 드러남

진단에서 해당 바이러스 및 바이로이드가 검출되면 검출되지 않으면 표기함
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사과나무의 수세에 차이점을 알아보기 위해 세력이 약하고 고사한 것 세력이 약하지만 생존한 것

세력이 강한 것 가지로 나누어 잎과 과실을 채집 총 점을 채집하여 진단한 결과 수세가 

약한 나무일수록 가 검출된다는 것을 확인함

그림 수세에 따른 사과나무의 상태 수세가 약하며 갑자기 고사함 수세가 주변 나무에 

비해 약함 수세가 강하며 비교적 건전함
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표 사과나무 수세에 따른 바이러스 검출의 비교

시료
잎 과실

수세 약함

고사함

수세 강함

수세와 관계없이 잎과 과실에서 모두 가 검출되었으며 는 잎에서만 검출되었음 수세가 강

하면 잎과 과실에서 가 검출되지 않는 것을 알 수 있었으며 수세가 약할수록 가 검출될 

가능성이 높으며 고사한 나무에서는 잎과 과실에서 모두 가 검출되었음

진단에서 해당 바이러스 및 바이로이드가 검출되면 검출되지 않으면 표기함

사과 과실표면에 얼룩 녹색 띠 기형 착색불량 곰보 자국 등 다양한 이상증상에 대하여 

진단한 결과 진단시료 모두 바이러스 종에 단독 또는 복합감염이 확인되었으며 특히 와 

가 대부분의 시료에서 검출되는 특징이 있음을 확인함

그림 와 에 감염된 사과 과실에서 보이는 다양한 이상증상 대부분 표면에 얼룩이 형성

되어있으며 착색이 불량한 것으로 보임 특히 에서는 둥글지 않고 찌그러진 과실도 관찰가능함



- 43 -

년 가평소재 농가에서 바이러스 감염증상을 보이는 아리수 홍로 후지 품종의 잎과 줄기 시료

를 채집하여 진단함 진단결과 아리수에서는 만 검출되었으며 홍로에서는 

가 검출되었으며 후지에서는 가 검출되었음

그림 아리수 품종에서 보이는 이상증상 황화 잎말림 생육위축 빨간색 화살표

그림 홍로 품종에서 보이는 이상증상 황화 생육불량 잎말림
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그림 가평 홍로품종에서 의뢰받은 줄기 및 잎 시료 나무 두 그루에서 가지 개씩 의뢰를 받았으며

각 줄기마다 잎 점씩 채집하여 잎과 줄기를 대상으로 진단을 실시함
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그림 가평 홍로품종에서 의뢰받은 줄기 및 잎 시료 외관상 병이 보이지 않은 나무 죽은 

나뭇가지

그림 가평에서 의뢰받은 줄기 점 최초 좌 의뢰받은 줄기에서 위치별로 다르게 점씩 채집하여 우

진단을 실시함
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그림 가평 후지품종에서 의뢰받은 줄기 및 잎 시료 수세가 약하고 착색불량인 나무에서 줄기 점을 

채집했으며 각 줄기마다 잎 점씩 채집하여 잎과 줄기를 대상으로 진단을 실시함

표 가평에서 채집한 개 품종의 잎과 줄기시료에서 진단된 바이러스 비교

품종명 시료
채집

시료 수

바이러스

알 수 없음 줄기

아리수
잎

줄기

홍로
잎

줄기

후지
잎

줄기
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영천소재 농가 곳에서 열과된 과실시료 점의 바이러스 진단을 의뢰받음 시료는 과피 과육으로 

나누어서 진단하였으며 진단결과 가 검출됨 특히 과피에서 가 

검출되었으며 과육에서 검출감도가 동일한 과실의 과피보다 높게 나타남

그림 청송에서 채집한 열과된 사과 과실 개 농가에서 의뢰받았으며 각 과실마다 과피와 과육을 

채집하여 이를 진단함

표 청송에서 채집한 열과 점의 과피와 과육을 진단한 결과 비교

시료
바이러스 및 바이로이드

과피

과육

점을 진단한 결과 과피에서 가 검출되었으며 과육이 과피보다 에 대한 검출감도가 높게 

나오는 것으로 나타남 채집시료에 따라 검출감도가 높은 바이러스가 다른 것을 알 수 있음
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의성소재 농가에서 미얀마 로얄후지 품종에서 나무별 잎 시료 점을 채집함 진단결과 

가 검출됨

그림 의성소재 농가에서 채집한 미얀마 품종 및 로얄후지 품종

표 의성에서 채집한 미얀마 로얄품종 잎 시료의 진단결과

품종 시료수
바이러스 및 바이로이드

미얀마

로얄후지

품종과 관계없이 가 모든 시료에서 검출되었음
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의성소재 농가에서 저장사과 점의 바이러스 진단을 의뢰받음 진단결과 

를 검출함

그림 의성소재 농가에서 의뢰받은 고품질 사과 및 저품질 사과 농가에서 색깔을 기준으

로 품질을 정하였으며 과피를 채집하여 진단을 실시함 진단결과 품질과 관계없이 모든 시료에

서 바이러스가 검출됨

표 의성소재 농가 저장사과의 품질별 바이러스 진단결과 비교

시료 수
바이러스

품질과 관계없이 가 검출되었으나 저품질 사과에서 가 고품질보

다 더 많이 검출됨
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년 보은 소재 농가에서 확보한 묘목 가지 점 미시마 기꾸 자홍 홍로 시나노골드 개 품종

을 종자관리요강에 기재된 병원체 종을 대상으로 

진단한 결과 가 검출되었음 그림 표 

그림 보은 소재한 농가에서 확보한 사과 묘목시료 미시마 기꾸 자홍 홍

로 시나노골드 각 가지마다 신초 꽃눈 표피 속 녹색부분을 떼어내어 를 추출하였으

며 이를 진단에 사용함
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표 종 병원체의 진단에 의한 사과 묘목 품종별 바이러스 및 바이로이드 검출율

품종명
바이러스 및 바이로이드

미시마

기꾸

자홍

홍로

시나노골드

계

봉화에서 확보한 아오리품종 과실 점 부사품종 과실 점에 대하여 진단한 결과

가 검출됨 아오리에서는 가 검출되었으며 부사에서는 

가 검출되었음 과피와 과육으로 나누어 진단한 결과 과피에서는 종만 검출

되었으며 과육에서는 가 검출되었음 특히 가 모든 시료에서 검

출된 것으로 미루어 보아 곰보무늬가 와 연관이 있을 것으로 추정할 수 있음 그림 표 

그림 봉화에서 채집한 사과시료 사과 표면에 곰보자국과 같은 무늬가 보임 진단결과

가 검출되었음 특히 모든시료에서 공통적으로 가 검출된 것으로 보아 곰보

무늬가 발생한 것이 와 연관이 있을 것이라 추정할 수 있음
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표 봉화에서 채집한 아오리 부사품종에서의 진단결과

아오리

부사

표 봉화에서 채집한 아오리 부사품종 과실의 과피 과육에서의 진단결과

과피

과육

봉화에서 확보한 부사품종 잎 점 과실 점에 대하여 진단한 결과

가 검출됨 시료의 종류와 관계없이 가 검출됨 그림 표 각 시료마다 

검출된 바이러스가 다르게 나타나는 것을 확인하였으며 이를 통해 이외에 병원체와의 복합적

인 요인에 의해 발생한 것으로 추정할 수 있음

그림 봉화에서 확보한 부사품종 시료 아직 미성숙한 단계임에도 불구하고 과실에서 착색이 진행되

고 있었으며 과실 표면에 반점이 관찰됨

표 진단에 의한 사과 묘목 품종별 바이러스 및 바이로이드 검출율

바이러스 및 바이로이드

잎

과실

계



- 53 -

봉화에서 확보한 사과 잎 점 과실 점에 대하여 진단한 결과

가 검출됨 모든 시료에서 가 검출됨 그림 표 확보한 사과 과실 표면에서 곰

보무늬와 같은 바이러스에 의한 병징이 관찰됨

그림 봉화에서 확보한 사과시료 품종은 부사 아오리 홍로이며 과실에 곰보무늬 기형증상을 보이

며 총 점을 확보함

표 진단에 의한 사과 부위별 바이러스 및 바이로이드 검출율

바이러스 및 바이로이드

잎

과실

계
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청송에서 확보한 사과 잎 점 과실 점에 대하여 진단한 결과

가 검출됨 이 시료는 특정 과수에서 과실 표면에 특정 무늬가 발생하였으며 그 이외의 과수에

서는 발견되지 않음 그림 표 진단결과 바이러스가 검출되었으나 특정 과실에서

만 발견되는 병징과 병원체간의 관련정도가 지금까지의 진단방법에서는 낮은 것으로 추정할 수 있

음

그림 청송에서 확보한 사과시료 품종은 홍로이며 특정한 장소에 있는 사과 번 에서만 괴저병

반이 생겼으며 그 이외의 사과에서는 번 특정한 무늬가 없었음 병징무늬는 앞면에만 있었으며

뒷면에는 없었음

표 진단에 의한 사과 병징 및 종류별 바이러스 및 바이로이드 검출율

시료
바이러스 및 바이로이드

곰보 잎

곰보 과실

무병 잎

무병 과실

계
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예천에서 확보한 사과 잎 점 종에 대하여 진단

한 결과 가 검출됨 표 그룹에서는 가 그룹에서는 만 검출된 것

이 특징임

표 진단에 의한 사과 그룹별 바이러스 및 바이로이드 검출율

시료
바이러스 및 바이로이드

그룹

그룹

계

거창에서 확보한 사과 잎 점 종에 대하여 진단

한 결과 가 검출됨 그림 표 이곳에서 확보한 품종은 수홍 천주 홍옥 후지 자

홍 자후 후지후브락스 미얀마후지이며 과실 표면의 수침상 병반과 줄무늬 얼룩무늬 등이 관찰됨

그림 거창에서 채집한 사과 수홍 천주품종 과실에 이상증상이 보여 진단을 실

시함
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표 진단에 의한 사과 품종별 바이러스 및 바이로이드 검출율

품종명
바이러스 및 바이로이드

수홍

천주

홍옥

후지

자홍

자후

후지후브락스

미얀마후지

계
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복숭아에서 검출되는 바이러스 및 바이로이드 종에 대한 진단용 프라이머를 확보하였음

진단결과 검출율이 높은 순서로 병원체를 나열함

표 복숭아에서 검출된 바이러스 및 바이로이드 진단용 프라이머 목록 및 염기서열 정보

바이러스 또는 바이로이드
약칭  ( )

프라이머 이름 프라이머 염기서열 산물
(bp)

Apple chlorotic leaf spot virus
  (ACLSV)

ACLSV-P389-For CACAAGACCACACCATCCTG 479
ACLSV-P389-Rev GGCGAATGAAAATTCCAAGA

Apricot pseudo-chlorotic leaf spot virus
  (APCLSV)

APCLSV-P480-For CAATGCAGCTCTTGTCCAAA 484
APCLSV-P480-Rev CCCACAGTCACCTTCCACTT

Asian prunus virus 1
  (APV1)

APV1-P305-For GGAATTGGCTTCCATTCTGA 420
APV1-P305-Rev ACCAAGTAAAGCACCCATGC 

Asian prunus virus 2
  (APV2)

APV2-P294-For TAATAATTATTAGTGGAGAGTC 221
APV2-P294-Rev GCCTCGACTTTGGAAGTCTCGAC
APV2_CP_F1 AAAATTGTTTGGAACATCATGCTG 318
APV2_CP_R1 TCAGTCCATCTCCTTTCCCTTCAA

Asian prunus virus 3
  (APV3)

APV3-F2 ACTCTACAGGTACATTCGGAC 489
APV3-R2 CCATCAAGAACATGGTGCAGA

Cherry virus A
  (CVA)

CVA-TR10-F GGTCCACCACGCTCAACAAG 296
CVA-TR10-R TTCCAAGGCCCCTTCTTATCTC

Cherry green ring mottle virus
  (CGRMV)

CGSp-F GCGCAAACGGACCCTAAG 650
CGSp-R CGCCAGTCACTTCAGTCATT

Cherry necrotic rusty mottle virus
  (CNRMV)

CNRMV-P419-For TCCTCAATCAGATCCCTTGG 453
CNRMV-P419-Rev CTTTGAAGAGGCAAGGAACG 

Dapple plum and peach fruit disease viroid
  (DPPFDd)

DPPFDd-P140-For CTCTGCCTTCGAAACACCAT 122
DPPFDd-P140-Rev GGCGCAGATAGAACAAAAGC 

Hop stunt viroid
  (HSVd)

HSVd-P139-For TCTCAGAATCCAGCGAGAGG 177
HSVd-P139-Rev GGCGCAGATAGAACAAAAGC

Little cherry virus 1
  (LChV1)

LChV1-865F TGGCAAAGAGGTCCAGTGAC 300
LChV1-1164R TCCTTTCGAGCTAGTCGTATCA

Little cherry virus 2
  (LChV2)

LChV2-P449-For AAATGGATGAAGGGCAAGTG
471LChV2-P449-Rev CGTGTGAGTAACAGGGCTCA

Nectarine stem pitting-associated virus
  (NSPaV)

NSPaV-P57-For GCCGAACTCTCTGACTGGAC 453
NSPaV-P57-rev CCGATCCGAGACCATCTAAA

Peach associated luteovirus
  (PaLV)a

BLRV-P450-like For TCCCTAGGAAGAGTCGTAGT
363BLRV-P450-like Rev TCCATCTTGAGAAATGCAGT

Peach latent mosaic viroid
  (PLMVd)

PLMVd-P93-For CCGCCGTAGAAACAGGATTA 107
PLMVd-P93-Rev TTCAGGAACTCGCAGTGTGC

Peach leaf pitting-associated virus
  (PLPaV)

PLPaV-RNA1-F AACATCTTGTGTTGTGATTATTCCAGGT 419
PLPaV-RNA1-R TGCAACTGTTCCATCCGGTCTT

Peach virus D
  (PeVD)b

GAMaV-P38-For TGCTGACTAGTAGGGCGATG 431
GAMaV-P38-Rev TGACGGATCAATTGACGAGA
CSDaV P152-For– GTTCGAAATGTCGGAGTGGT 341
CSDaV P152-Rev– GCTCGAAATCCAGCAGAGAG
OBDV-P178-For AAACCCAGCACAAGGTCAAC 361
OBDV-P178-Rev GTAGAGACGCGGGTTTTGAG

Peach virus T
  (PeVT)c

GFKV-P358-For CTGGCGCATCTCCACCTGGGA 261
GFKV-P358-Rev ATGCGGCGGCTCCAAAGGCAG 
GSyV1-P41-For CACTCCAAAGGACGAAATCC 160
GSyV1-P41-Rev GGTGGCTTGGGTTTTAGATG
MRFV-P40-For ACTCAGCTCCTCCAACCTCA 522
MRFV-P40-Rev GAGATCTCAAACGGCTCGTC

Peanut stunt virus
  (PSV)

PSV-P211-For TCAGAAGGGCCATAGTTTCG 153
PSV-P211-Rev CCAGGAGGCAACTTTCTGAG

Plum bark necrosis stem pitting-associated virus
  (PBNSPaV)

PBNSPaV-P161-For TTTGTGGTGCGTGGAAAATA 478
PBNSPaV-P161-Rev ACAATAAGTGCCCACCGAAG 

Plum pox virus
  (PPV)

PPV-P36-For ATGGCGAAGTCTCAGTTGCT 437
PPV-P36-Rev AATTTGCGTGTTTTCGTTCC

Prunus necrotic ringspot virus
  (PNRSV)

PNRSV-P208-For TCCGCCTGTGTATGTGTCAT 460
PNRSV-P208-Rev CCGCGATGGAGTTAAGAGAG 

Prune dwarf virus
  (PDV)

PDV-CpF CTTCCAACTTTCGATGTTTG 650
PDV-CpR TCATCCACTGACTATTTTATCC

를 검출하기 위하여 유사종 진단용 프라이머를 사용함

를 검출하기 위하여 유사종 진단용 프라이머를 사용함

를 검출하기 위하여 유사종 진단용 프라이머를 사용함
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표 전국 복숭아 농가에서 채집 및 확보한 시료의 바이러스 및 바이로이드 진단결과

진단대상 바이러스 및 바이로이드 약칭 검출수
검출율

(%)

Peach latent mosaic viroid PLMVd 173 74.57

Peach virus Ta PeVT 111 47.84

Apple chlorotic leaf spot virus ACLSV 83 35.78

Peach virus Db PeVD 79 34.05

Asian prunus virus 2 APV2 42 24.28

Plum bark necrosis stem pitting-associated virus PBNSPaV 49 21.12

Hop stunt viroid HSVd 48 20.69

Nectarine stem pitting-associated virus NSPaV 42 18.01

Prunus necrotic ringspot virus PNRSV 31 13.36

Asian prunus virus 1 APV1 30 12.93

Apricot pseudo-chlorotic leaf spot virus APCLSV 28 12.07

Peach leaf pitting-associated virus PLPaV 14 8.09

Little cherry virus 2 LChV2 13 5.60

Asian prunus virus 3 APV3 7 4.05

Little cherry virus 1 LChV1 7 4.05

Cherry virus A CVA 3 1.72

Peach associated luteovirusc PaLV 2 0.86

Cherry green ring mottle virus CGRMV 0 0

Cherry necrotic rusty mottle virus CNRMV 0 0

Peanut stunt virus PSV 0 0

Plum pox virus PPV 0 0

Prune dwarf virus PDV 0 0

표 에 기재된 프라이머 서열정보를 이용하여 전국 복숭아 농가에서 채집한 잎 또는 과실 시료 점

을 진단하여 그 결과를 검출율 순으로 나열함

진한 글씨 종자관리요강 에 복숭아 특정병으로 지정된 바이러스 및 바이로이드

의 경우 잎 또는 과실시료 점을 진단하여 그 

결과를 검출율 순으로 나열함

를 검출하기 위하여 유사종 진단용 프라이머를 사용함

를 검출하기 위하여 유사종 진단용 프라이머를 사용함

를 검출하기 위하여 유사종 진단용 프라이머를 사용함
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년 영천 경산에서 채집한 복숭아 점에 대하여 진단을 실시한 결과 점

점 점 점이 검출되었음 결과적으로 점 모두 바이러스가 검출되었

으며 순으로 감염율의 차이를 보임

그림 복숭아 잎에서 나타나는 다양한 이상증상 뒤틀림 약한 황화 뒤틀림 및 약한황화

엽맥황화 및 곰보자국
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그림 복숭아 과실에서 보이는 다양한 이상증상 할퀸 자국같은 무늬 기형과

표 복숭아 채집지역 및 바이러스 및 바이로이드 진단결과

채집지역 품종명 채집
시료

채집
시료 수

검출된
시료 수

진단결과RT-PCR 
ACLSV PNRSV HSVd PLMVd

경산 털복숭아 잎 5 5 1 5 3 4

과실 3 3 3 1 2 3

선프레 잎 4 4 1 1 0 4

과실 2 2 0 1 0 2

매끈한복숭아 잎 2 2 0 2 1 2

과실 3 3 1 1 2 3

천홍 잎 4 4 0 1 1 4

과실 3 3 0 0 2 3

- 잎 4 4 1 2 2 3

과실 1 1 0 1 0 1

영천 털복숭아 잎 8 8 1 1 1 8

계 39 39 8 16 13 37

감염율(%) 100.0 20.5 41.0 33.3 94.9

전 시료에서 바이러스가 검출되었으며 가 가장 높았으며

순으로 나왔음
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년 복숭아를 재배하는 전국 개 지역에서 경기 이천 충북 음성 청주 충남 세종 경북 영덕 청

도 영천 경산 전남 무안 에서 채집한 복숭아 점에 대하여 진단을 실시한 결과 아래와 

같이 검출됨

표 복숭아 채집지역별 바이러스 및 바이로이드 진단결과

지역
경기도 충청북도 충청남도 경상북도 전라남도 계

이천 음성 청주 세종 경산 영천 영덕 청도 무안 지역

채집시료수

검출시료수
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그림 복숭아 잎과 과실에서 나타나는 다양한 이상증상 황화 반점 잎 기형 황화 반점

엽맥녹대 착색불량
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그림 청주에서 채집한 복숭아 과실시료 품종은 천중도이며 상품 점 하품 점을 진단함 진단결과

품질과 바이러스 및 바이로이드 감염간 상관관계는 없는 것으로 보임

그림 영덕에서 채집한 복숭아 과실시료 품종은 털복숭아이며 하품 점을 채집함



- 64 -

그림 이천에서 채집한 복숭아 과실시료 품종은 백도이며 상품 점 하품 점을 진단함 진단결과

품질과 바이러스 및 바이로이드 감염간 상관관계는 없는 것으로 보임

그림 청도에서 채집한 복숭아 과실시료 품종은 천도이며 하품 점을 진단함
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그림 음성에서 채집한 복숭아 과실시료 품종은 백도이며 상품 점 하품 점을 진단함 진단결과와 

관계없이 바이러스 및 바이로이드가 모두 검출됨

그림 세종에서 채집한 복숭아 과실시료 품종은 대육계 털복숭아 이며 상품 점 하품 점을 진단함
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그림 무안에서 채집한 복숭아 과실시료 품종은 천하제일도이며 하품 점을 진단함

그림 경산에서 채집한 복숭아 잎 시료 영봉 점 홍금향 점 찌요마루 점 수홍 점 마도카 점

썬프레 종을 진단함
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그림 영천에서 채집한 복숭아 잎 시료 품종은 사쿠라이며 수세가 약하고 열매를 잘 맺지 못하는 

나무에서 이상증상을 보이는 잎 시료 점 생육이 상대적으로 양호한 나무에서 잎 시료 점

을 채집함
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그림 영천에서 채집한 복숭아 잎 시료 품종은 천도이며 수세가 가장 좋고 건전한 열매가 많은 나

무에서 잎 시료 점 열매상태가 좋지 않은 나무 에서 이상증상을 보이는 잎 시료 점을 

채집함

그림 영천에서 채집한 복숭아 과실시료 품종은 천도이며 상품 점 하품 점을 진단함
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년 김천에서 채집한 자두 잎 점 과실 점을 진단한 결과

가 검출됨 특히 과실 표면에 얼룩무늬가 다수 관찰됨 특정한 병징을 보이는 과실

을 포함하여 잎을 무작위로 채집함

그림 김천에서 채집한 자두 번 과실 모두 과실표면에 얼룩무늬가 관찰됨

표 김천에서 채집한 자두 바이러스 및 바이로이드 진단결과

바이러스 및 바이로이드

잎

과실

계

의성에서 채집한 자두에서 각각 잎 점 과실 점을 확보함 진단결과 가 

검출되었음 특히 시료의 종류와 관계없이 가 검출되었으나 는 과실에서만 검출됨

그림 의성에서 채집한 자두 품종명은 알 수 없었음 과실 표면에 얼룩무늬가 발생함
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표 의성에서 채집한 자두 바이러스 및 바이로이드 진단결과

바이러스 및 바이로이드

잎

과실

계

충주에서 확보한 복숭아 잎 점을 진단한 결과

가 검출됨 표 

표 충주에서 채집한 자두 바이러스 및 바이로이드 진단결과

바이러스 및 바이로이드

잎
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영천에서 복숭아 과실 점을 확보함 과실이 짓무르고 기형과가 많았음 진단한 결과

가 검출됨 기형과의 발생원인이 

에 의한 것이라 추정할 수 있음

그림 영천에서 확보한 복숭아 과실 품종은 대명 백도 이며 기형과 점을 확보하여 진단을 

실시함

표 영천에서 채집한 복숭아 바이러스 및 바이로이드 진단결과

바이러스 및 바이로이드

과실
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사과 및 복숭아 진단 및 분석결과를 바탕으로 검출된 병원체 중 일반농가에서 

진단에서 검출되는 병원체를 중심으로 무병묘 보증시 검사해야할 진단대상 병원체를 사과 

종 복숭아 종으로 제안하고자 함 지속적인 모니터링과 추가적인 진단 및 병원체 동정을 통해 국

내 사과 및 복숭아에 발생하는 바이러스 및 바이로이드를 구명하고 이를 바탕으로 무병묘 인증시 진

단대상 병원체 후보를 수정 및 보완할 예정임

표 사과 무병묘 보증을 위한 병원체 진단대상 병원체 후보 목록

분류 종명

바이러스 Apple chlorotic leaf spot virus

Apple geminivirus

Apple green crinkle associated virus

Apple luteovirus 1

Apple mosaic virus

Apple rootstock virus A

Apple rubbery wood virus 1

Apple rubbery wood virus 2

Apple stem grooving virus

Apple stem pitting virus

Apricot latent virus

Citrus concave gum-associated virus

Cherry associated luteovirus

Cherry green ring mottle virus

Cherry rusty mottle associated virus

Cherry twisted leaf associated virus

Epirus cherry virus

Grapevine pinot gris virus

Hubei picorna-like virus

Pineapple bacilliform virus

바이로이드 Apple scar skin viroid

Apple hammerhead viroid

국내 사과 분석으로 검출된 병원체 바이러스 바이로이드 는 종으로 확인됨 이중 농가에서 검출

되는 바이러스는 

종이며 바이로이드는 종임
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표 복숭아 무병묘 보증을 위한 병원체 진단대상 병원체 후보 목록

분류 종명

바이러스 Apple chlorotic leaf spot virus

Apricot pseudo-chlorotic leaf spot virus

Asian prunus virus 1

Asian prunus virus 2

Asian prunus virus 3

Cherry green ring mottle virus

Cherry necrotic rusty mottle virus

Cherry virus A

Little cherry virus 1

Little cherry virus 2

Nectarine stem pitting-associated virus

Peach associated luteovirus

Peach leaf pitting-associated virus

Peach virus D

Peach virus T

Peanut stunt virus 

Plum bark necrosis stem pitting-associated virus

Plum pox virus

Prune dwarf virus

Prunus necrotic ringspot virus

바이로이드 Hop stunt viroid

Peach latent mosaic viroid

국내 복숭아 분석으로 검출된 병원체 바이러스 바이로이드 는 종으로 확인됨 이중 농가에서 검

출되는 바이러스는 

종이며 바이로이드는 

종임
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사과에서 검출되는 종 복숭아에서 검출되는 

의 현장진단을 위하여 프라이머를 설계함

복숭아 진단결과를 바탕으로 검출율이 높은 바이러스 종에 대하여 진단용 프라이머를 설계함

표 사과 및 복숭아 현장진단용 프라이머 목록 및 염기서열 정보

바이러스 약칭( ) 프라이머 프라이머 염기서열 길이 위치

Apple chlorotic leaf spot virus
  (ACLSV)

ACLSV-F3 GCAGATCTGAAAGCGTTCCT 20 37-56

ACLSV-R3 ACCACCTCCTTCAGGTTGA 19 242-224

ACLSV-FIP TCGCTATGTTCGCGAAGATGGC(tttt)
CTTCATGGAAAGACAGGGGC

46
(42)

139-118
76-95

ACLSV-RIP GACCTCGGAGCAGACGGAGT(tttt)
AGGAGCCTATCACCTTCTGG

44
(40)

147-166
223-204

Apple mosaic virus
  (ApMV)

ApMV-F3 TGGATCTTGCGCTGGATG 18 42-59

ApMV-R3 CCTGTGGCCCTTTAGGAATT 20 243-224

ApMV-FIP
GCTTGACGAGCAACCGCTCG(tttt)
CAAGTGGTGTCACAGTACGA

44
(40)

119-100
60-79

ApMV-RIP
ATCCCCGTGAGTGTATCCCGT(tttt)
CCCCTAACCTCCCAAGCT

43
(39)

139-159
205-188

프라이머 설계는 다음 프로그램을 사용함

프라이머의 위치는 다음 서열을 참고함

을 사용하여 진단을 실시함

표 복숭아에서 검출율이 높은 바이러스 종 진단용 프라이머 목록 및 염기서열 정보

바이러스 약칭( ) 프라이머 프라이머 염기서열 산물 (bp)

Asian prunus virus 1
  (APV1)

APV1-F1 CCACACTCACACCCTGTTTG
448

APV1-R3 CTTGAGCACCAGCAAGAATC

APV1-F2 CAATCCAGGGTTAGTTCAACA
592

APV1-R3 CTTGAGCACCAGCAAGAATC

Asian prunus virus 2
  (APV2)

APV2-P294-F TAATAATTATTAGTGGAGAGTC
221

APV2-P294-R GCCTCGACTTTGGAAGTCTCGAC

Apricot pseudo chlorotic leaf spot virus
  (APCLSV)

APCLSV-F2 CAGAAGGGGATATTCCAATCG
223

APCLSV-R1 CAACCAATTATGTGCATTGGG

Nectarine stem pitting-associated virus
  (NSPaV)

NSPaV-F1 GAAACCTTCCAAGAGGAGGTG
239

NSPaV-R1 CTGACACGGCCTCTTCCATG

NSPaV-F2 GGAAGTGCACAACCCCTACC
599

NSPaV-R2 GGCACGACACTTCATCCGTG

Peach virus D
  (PeVD)

PeVD-F CTGCCTTTGGAGCCGCCGC
350

PeVD-R TGAGGTTGGAGGAGCTGAGT

Peach virus T
  (PeVT)

PeVT-F CATCGACGATCCTGCCCCC
176

PeVT-R CGAGGATTGGCTCGGAACCG

Plum bark necrosis stem pitting-associated virus
  (PBNSPaV)

PBNSPaV-P161-F TTTGTGGTGCGTGGAAAATA
478

PBNSPaV-P161-R ACAATAAGTGCCCACCGAAG 

Prunus necrotic ringspot virus
  (PNRSV)

PNRSV-P208-F TCCGCCTGTGTATGTGTCAT
460

PNRSV-P208-R CCGCGATGGAGTTAAGAGAG

진단하여 프라이머의 특이성을 확인중에 있으며 그 외 바이러스 및 바이로이드에 대한 진단용 

프라이머를 설계중에 있음
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국내 및 국제학술회의 발표 건

No 회의명칭 제목 발표자 발표일시 장소 국명

1

The 2019 KSPP 
Fall International 
Conference & 
Symposium for 
Smart Crop 
Protection

First report of little cherry 
virus 2 in plum in Korea

김소연 등 명7
경북대학교( ) 2019.10.16 나주 대한민국

2

2018 International 
Joint Conference 

on Plant 
Protection

First report of Little 
cherry virus 2 in peach 
(Prunus persica) in Korea

김소연 등 명9
경북대학교( ) 2018.10.24 광주 대한민국

3

2018 International 
Joint Conference 

on Plant 
Protection

Investigation of correlation 
between apple cracking 
damage in ‘Hongro’ 

cultivar and apple viruses 
or viroid

김소연 등 명9
경북대학교( ) 2018.10.24 광주 대한민국

4

2018 International 
Joint Conference 

on Plant 
Protection

Survey of virus occurrence 
in peach (Prunus persica) 

in Korea

김소연 등 명9
경북대학교( ) 2018.10.24 광주 대한민국

5

2018 International 
Joint Conference 

on Plant 
Protection

Occurrence of viruses and 
viroid in grapevine (Vitis 
virifera L.) in Korea

권보람 등 명9
경북대학교( ) 2018.10.24 광주 대한민국

6

2018 International 
Joint Conference 

on Plant 
Protection

Analysis of the monthly 
change in the infectioni 
rate of apple viruses and 

viroids in Uiseong

권보람 등 명9
경북대학교( ) 2018.10.24 광주 대한민국

7
2018 KSPP Spring 

Meeting and 
Conference

Survey of viral disease 
occurrence in Malus pumila 

and Prunus persica.

김소연 등 명 9
경북대학교( ) 2018.04.26. 충북대학교 대한민국

생명자원 생물자원 화합물 건

No 생명자원 생물자원 화합물명( )/ 등록 기탁번호/ 등록 기탁기관/ 발생년도

1 Little cherry virus 2 YC gene for p182 protein, 
partial cds LC427230 NCBI 2018

2 Little cherry virus 2 GS gene for p182 protein, 
partial cds LC427238 NCBI 2018

3
Apricot pseudo-chlorotic leaf spot virus peach 
gene for RNA-directed RNA polymerase, partial 
cds

LC427237 NCBI 2018

4 Nectarine stem pitting-associated virus GS gene 
for RNA-directed RNA polymerase, partial cds LC427239 NCBI 2018

전문 연구 인력 양성 건 석사 명

No 분류
기준
년도

현 황
학위별 성별 지역별

박사 석사 학사 기타 남 여 수도권 충청권 영남권 호남권 기타
2020 3 3 3
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기술거래 이전 등 건 원

No 기술이전 유형 기술실시계약명 기술실시
대상기관 

기술실시
발생일자 

기술료
당해연도 발생액( ) 

누적
징수현황

1 기술이전
포도에서 발생하는 종의 바이러스 3
검출을 위한 프라이머 세트 및 

이를 이용하는 바이러스 검출 방법

주식회사 
미소진 2019.04.04 2,200,000

2 기술이전
사과 및 배에 발생하는 바이러스 
및 바이로이드 감염 다중 진단을 
위한 프라이머 세트 및 진단방법

주식회사 
캔서롭 2018.11.06 1,100,000

3 기술이전
사과 및 배에 발생하는 바이러스 
및 바이로이드 감염 다중 진단을 
위한 프라이머 세트 및 진단방법

주식회사 
넥스바이오 2018.11.02 4,400,000

4 기술이전
사과 및 배에 발생하는 바이러스 
및 바이로이드 감염 다중 진단을 
위한 프라이머 세트 및 진단방법

주식회사 
미소진 2018.11.02 4,400,000

정책건의 건

종자관리요강 복숭아 특정병 진단대상 병원체의 추가 건의 국립농업과학원

검역병해충 과 의 발생보고 및 검역 관리급 병해충 

제외 건의 농림축산검역본부
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제 협동연구기관 전남대학교< 2 >– 

배 바이○ 러스 발생실태 분석 및 신속 현장 진단 기술 개발

1. 배 바이러스 발생 모니터링 및 분리 동정

 가 년 배 묘목 바이러스 발생 모니터링. 2017

재료 및 방법

전국의 배 묘목 판매처 중 옥천 대구 성남 곳의 판매처에서 가장 많이 판매되는 품종을 , , 3 1~2

선발하고 품종 당 그루 총 그루의 묘목을 구매하였다 묘목의 접수와 대목 부분에서 , 5~10 40 . 

껍질을 채취하여 바이러스 검정에 사용하였다 배 묘목 바이러스 발생 모니터링은 표 과 같. 1.

은 바이러스를 대상으로 실행하였다 대상 바이러스 검출에 사용된 는 표 와 같다. primer 2. .  

배 묘목 껍질을 액체질소와 막자사발을 사용하여 곱게 간 후  RNA Extraction Mini kit 

로 를 추출하여 로 다중 유(iNtRON) total RNA SuPrimeScript RT-PCR Premix (GeNet Bio)

전자 진단 방법으로 수행하였다(multiplex RT-PCR) .

표 배 진단대상 바이러스 종류

표 배 바이러스 유전자 복합진단용 프라이머 염기서열

과 종 바 이 러 스 명

배 묘목
ACLSV (Apple chlorotic leafspot virus), ASGV (Apple stem grooving 

virus), ASPV (Apple stem pitting virus)

바이러스 염기서열(5‘-3’) 산물크기

ACLSV
F GCAGACCCCTTCATGGAAGA

509
R CGCAAAGATCAGTCGTAACAGA

ASPV
F AAGCATGTCTGGAACCTCATG

367
R GATCAACTTTACTAAAAAGCATAAGT

ASGV
F GCCACTTCTAGGCAGAACTCTTTGAA

273
R AACCCCTTTTTGTCCTTCAGTACGAA

ASSVd
F ACGAAGGCCGGTGAGAAAG

202
R CCGCTGCGTCAAAGAAAAAG

ApMV
F CTCCAAACACAACTTTTGATGACTT

123
R GTAACTCACTCGTTATCACGTACAA

조성Multiplex RT-PCR 

Premix 10 ul

Forward, Reverse 1.5 x 5 ul

조건RT-PCR 

1. 50℃ 30min

2. 95℃ 10min
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표 배 바이러스 검출을 위한 조성 및 조건< 3. RT-PCR >

내용 및 결과

전국의 배 묘목 판매처 중 옥천 대구 성남 판매처에서 배 묘목을 구매하여 배 바이러스 종, , , 3

을 대상으로 바이러스 검정을 수행한 결과 전체시료 점 중 점에(ACLSV, ASGV, ASPV) , 40 40

서 종 바이러스가 의 감염률을 보였다 바이러스 종류별 발생률ACLSV, ASPV, ASGV 3 100% . 

은 였고 가 종 바이러스 중 가장 높은 검ASGV 82.5%, ASPV 37.5%, ACLSV 10.0% ASGV 3

출 빈도를 보였다 복합감염은 로 와 종 바이러스가 복합된 형태. 55.0% ASPV ASGV 2 , ASGV

와 종 바이러스가 복합된 형태와 종 바이러스가 복합된 형ACLSV 2 ASGV, ASPV, ACLSV 3

태로 발생하였다. 

표 배 묘목 바이러스 감염률< 5. >

표 배 묘목 품종별 바이러스 감염률< 6. >

primer(20pmol) 

Template(Total 

RNA)
2.5 ul

Total 20 ul

3. 95℃ 30sec

38 cycle4. 58℃ 30sec

5. 72℃ 1min

6. 72℃ 5min

구분 계 배 묘목

지역
지역3 옥 천 대 구 성 남

품종 신 고 화 산 신 고 추 황 신 고

시료 수 40 10 5 5 10 10

조사지역
양성반응주 수 감염률RT-PCR ( ,%)

진단주수
ACLSV ASGV ASPV 복합감염 감염주수

옥 천 4 13 4 6 15 15

대 구 0 10 6 6 14 15

성 남 0 10 5 10 10 10

계
4

(10.0%)
33

(82.5%)
15

(37.5%)
22

(55.0%)
39

(97.5%)
40

품종
양성반응주 수 감염률RT-PCR ( ,%)

진단주수
ACLSV ASGV ASPV 복합감염 감염주수

신 고 0 25 7 7 25 25

추 황 0 10 6 6 10 10

화 산 4 5 2 4 5 5

계
4

(10.0%)
40

(100%)
15

(37.5%)
17

(42.5%)
40

(100%)
40
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나 년 주산지별 배 바이러스 발생 모니터링

재료 및 방법

배 주산지역인 전남 나주 충남 천안 경북 상주 울산광역시 경기도 남양주 지역 농가에, , , , 5 47

서 재배 농가별로 진단할 나무를 무작위로 선발하고 나무 그루당 점의 잎을 채집하여 , 1 1-3

바이러스 검정에 사용하였다 총 점 을 채집하였고 그 중 점의 시료를 무작위. 859 (‘16-‘17) , 158

로 선발해 바이러스 검정을 수행하였다 배 바이러스 발생 모니터링은 표 과 같은 바이러스.  7.

를 대상으로 실행하였다 배 잎을 액체질소와 막자사발을 사용하여 곱게 간 후  . RNA 

로 를 추출하여 Extraction Mini kit (iNtRON) total RNA SuPrimeScript RT-PCR Premix 

로 다중 유전자 진단 방법으로 수행하였다(GeNet Bio) (multiplex RT-PCR) .

그림 배 묘목 바이러스 다중 진단< 1. RT-PCR >

<그림 배 묘목 진단2. ASGV RT-PCR >
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표 배 바이러스 유전자 복합진단용 프라이머 염기서열< 7. >

내용 및 결과

배 주산지역인 상주 남양주 울산 천안 나주 지역에서 재배 농가별로 배나무를 무작위로 선, , , , 5

발하고 잎을 채집하여 배 바이러스 종 을 대상으로 바이러스 검정을 , 3 (ACLSV, ASGV, ASPV)

수행한 결과 전체시료 점 중 점에서 종 바이러스가 의 , 158 151 ACLSV, ASPV, ASGV 3 95.6%

감염률을 보였다 바이러스 종류별 발생률은 였고 . ASGV 95.6%, ASPV 34.2%, ACLSV 19.0%

가 종 바이러스 중 가장 높은 검출 빈도를 보였다 복합감염은 로 와 ASGV 3 . 34.2% ASPV

종 바이러스가 복합된 형태로 발생하였다 지역별 바이러스 감염률은 상주 남ASGV 2 . 92.5%, 

양주 울산 천안 나주 를 보였다 에 감염된 배 잎에서는 부100%, 93.3%, 94.1%, 100% . ASGV

정형의 검은 반점 증상을 보였다 대부분의 농가에서 에 감염되어 검은 반점 증상을 보. ASGV

이는 나무들이 많았는데 그림 과 같은 관리가 양호한 농가에서는 검은 반점 증상이 드물게 3.

관찰되었다.

표 배 바이러스 검정을 위한 조사시료< 8. >

바이러스 염기서열(5‘-3’) 산물크기

ACLSV
F GCAGACCCCTTCATGGAAGA

509
R CGCAAAGATCAGTCGTAACAGA

ASPV
F AAGCATGTCTGGAACCTCATG

367
R GATCAACTTTACTAAAAAGCATAAGT

ASGV
F GCCACTTCTAGGCAGAACTCTTTGAA

273
R AACCCCTTTTTGTCCTTCAGTACGAA

ASSVd
F ACGAAGGCCGGTGAGAAAG

202
R CCGCTGCGTCAAAGAAAAAG

ApMV
F CTCCAAACACAACTTTTGATGACTT

123
R GTAACTCACTCGTTATCACGTACAA

구분 계 배

지역
지역5 상 주 남양주 울 산 천 안 나 주

농가수 8 7 10 9 7

시료 수 158 40 44 45 17 12

조사지역
양성반응주 수 감염률RT-PCR ( ,%)

진단주수
ACLSV ASGV ASPV 복합감염 감염주수

상 주 7 37 6 6
37

(92.5)
40

남양주 23 44 23 23 44 44
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표 조사지역별 배 바이러스 감염률< 11. >

(100)

울 산 1 42 17 17
42

(93.3)
45

천 안 0 16 6 6
16

(94.1)
17

나 주 0 12 2 2
12

(100)
12

계
30

(19.0)
151

(95.6)
54

(34.2)
54

(34.2)
151

(95.6)
158

그림 에 의한 배 검은 반점 증상< 3. ASGV >
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그림 남양주 지역의 관리가 양호한 농가< 4. >

그림 배 바이러스의 다양한 병징< 5. >
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결과를 바탕으로 배 바이러스에 의해 잎에서 나타나는 병징을 역 추적한 결과 의 단독감RT-PCR ASGV

염 된 잎에서는 등의 병징이 나타났고 에 복합감염 Latent, Chlorosis, Mottle, Ringspot , ASGV, ASPV

된 잎 에 복합감염 된 잎에서는 다양한 병징이 나타났다, ASGV, ASPV, ACLSV .

그림 배 바이러스 다중 진단< 6. RT-PCR >

그림 단독감염 병징< 7. ASGV >
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다 년 배 과실 바이러스 발생 모니터링

 재료 및 방법(1) 

배 주산지역인 전남 나주 충남 천안 경북 상주 울산광역시 경기도 남양주 지역 농가에, , , , 5 10

서 배 과실을 채집하여 바이러스 검정에 사용하였다 총 점 을 채집하여 바이러스 . 35 (‘16-‘17) , 

검정을 수행하였다 또한 시중에서 판매 중인 과실도 구매하여 바이러스 검정에 사용하였다. . 

배 과실 바이러스 발생 모니터링은 표 과 같은 바이러스를 대상으로 실행하였다 배 과실 12. . 

껍질을 액체질소와 막자사발을 사용하여 곱게 간 후  로 RNA Extraction Mini kit (iNtRON)

를 추출하여 로 다중 유전자 진단total RNA SuPrimeScript RT-PCR Premix (GeNet Bio)

방법으로 수행하였다(multiplex RT-PCR) .

내용 및 결과(2) 

배 주산지역인 상주 남양주 울산 천안 나주 지역 농가에서 배 과실을 채집하여 배 바이, , , , 5 10 , 

러스 종 을 대상으로 바이러스 검정을 수행한 결과 전체시료 점 3 (ACLSV, ASGV, ASPV) , 35

중 점에서 종 바이러스가 의 감염률을 보였다 바이러스 종류35 ACLSV, ASPV, ASGV 3 100% . 

별 방생률은 였고 가 종 바이러스 중 가장 높ASGV 100%, ASPV 31.4%, ACLSV 0% ASGV 3

그림 복합감염 병징< 8. ASGV, ASPV >

그림 복합감염 병징< 9. ASGV, ASPV ACLSV >
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은 검출 빈도를 보였다 복합감염은 로 와 종 바이러스가 복합된 형태로 . 31.4% ASPV ASGV 2

발생하였다 시중에 판매 중인 과실에서도 특별한 병징이 관찰되지 않았지만 가 모두 검. ASGV

출되었다.

표 배 과실 바이러스 감염률< 12. >

조사지역
양성반응주 수 감염률RT-PCR ( ,%)

진단주수
ACLSV ASGV ASPV 복합감염 감염주수

지역5
0

(0%)
35

(100%)
11

(31.4%)
11

(31.4%)
35

(100%)
35

그림 배 과실 복합감염 병징< 10. ASGV, ASPV >

그림 배 과실 병징 사진 및 결과< 11. RT-PCR >
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라 년 주산지별 배 바이러스 발생 모니터링2018

년 월부터 월까지 배 주산지인 경북 상주 충남 천안 전남 나주 울산광역시 경기 2018 5 8 , , , , ○ 

도 남양주 지역 농가에서 재배 농가별로 진단할 나무를 무작위로 선발하고 잎을 채집함5 35 . 

지역별로 각각 점의 잎을 채집하여 총 점의 배 시료를 확보하였음 대부분의 농가가 35-45 205 . 

신고 품종을 재배하고 있었으며 몇 농가는 적은 수의 원황 황금 품종을 재배하고 있었음, , . 

그림 배 과실 바이러스 다중 진단< 12. RT-PCR >

그림 복합감염 배 과실< 13. ASGV, ASPV >

그림 감염 배 과실< 14. ASGV >
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표 배 바이러스 감염실태 조사를 위한 채집 결과< 13. >

채집지역 주소 농가( ) 채집일자 품종명 배 채집시료 수
잎

상주 상주시 사벌면 농가(A ) 18.05.17 신고 4
상주시 사벌면 농가(B ) 18.05.17 신고 4
상주시 사벌면 농가(C ) 18.05.17 신고 5
상주시 사벌면 농가(D ) 18.05.17 신고 3
상주시 공검면 농가(E ) 18.05.17 신고 4
상주시 공검면 농가(F ) 18.05.17 신고 3
상주시 공검면 농가(G ) 18.05.17 신고 3
상주시 공검면 농가(H ) 18.06.23 신고 7
상주시 공검면 농가(I ) 18.06.23 신고 5

38
천안 천안시 성환읍 농가(A ) 18.05.24 신고 5

천안시 성환읍 농가(B ) 18.05.24 신고 6
천안시 성환읍 농가(C ) 18.05.24 신고 5
천안시 성환읍 농가(D ) 18.05.24 신고 4
천안시 성환읍 농가(E ) 18.05.24 신고 6
천안시 성환읍 농가(F ) 18.08.08 신고 5
천안시 성환읍 농가(G ) 18.08.08 신고 7
천안시 성환읍 농가(H ) 18.08.08 신고 7

45
나주 나주시 금천면 농가(A ) 18.06.07 신고 5

나주시 대기동 농가(B ) 18.06.07 신고 4
나주시 노안면 농가(C ) 18.06.07 신고 5
나주시 삼포면 농가(D ) 18.06.07 신고 5

나주시 봉황면 농가(E ) 18.08.02 신고 8
원황 9

나주시 왕곡면 농가(F ) 18.08.02 신고 7
43

울산 울주군 삼남면 농가(A ) 18.07.11 신고 5
울주군 삼남면 농가(B ) 18.07.11 신고 4
울주군 청량면 농가(C ) 18.07.11 신고 7
울주군 삼남면 농가(D ) 18.07.11 신고 6

울주군 청량면 농가(E ) 18.07.11 신고 7
황금 8

울주군 삼남면 농가(F ) 18.07.11 신고 4
울주군 삼남면 농가(G ) 18.07.11 신고 2

41
남양주 남양주시 와부읍 농가(A ) 18.08.08 신고 5

남양주시 진건읍 농가(B ) 18.08.08 신고 8
남양주시 진건읍 농가(C ) 18.08.08 신고 9
남양주시 진건읍 농가(D ) 18.08.09 신고 8
남양주시 진건읍 농가(E ) 18.08.09 신고 8

38
계 205
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○ 상주 천안 나주 울산 남양주에서 채집한 배 점에 대하여 진단을 실시한 결과, , , , 205 RT-PCR , 
점 점 점 점이 검출되었음 결과적으로 점 중 ACLSV 20 , ASPV 61 , ASGV 195 , ASSVd 9 . 205 197

점에서 바이러스가 검출되었으며 순으로 감염율의 차이(96.0%), ASGV, ASPV, ACLSV, ASSVd 
를 보임 현재 대부분 농가에서 신고를 재배하며 몇 농가에서는 작은 수의 원황 황금을 재배함. , , . 
신고 품종에 비해 원황은 바이러스 감염율이 낮았으며 황금은 모든 시료에서 바이러스가 검출되, 
었으나 만 검출되었음, ASGV .

표 배 채집지역 및 바이러스 및 바이로이드 진단결과< 14. >

대부분의 시료에서 바이러스가 검출되었음 바이러스 감염율은 가 가장 높았(96.0%). ASGV○ 

으며 순으로 나타났음(95.1%), ASPV(29.7%), ACLSV(9.7), ASSVd(4.3%) . 

표 배 채집시료별 바이러스 및 바이로이드 감염양상< 15. >

의 감염율이 가장 높았음 의 단독감염이 가장 많았으며 복합감염은 와 ASGV . ASGV , ASPV○ 

의 감염 양상이 많이 검출되었음ASGV . 

배나무의 생육상태에 따라 바이러스 감염양상을 분석하기 위하여 신고 품종에서 수세가 약○ 

하고 생육이 불량한 나무의 잎을 채집하여 로 진단한 결과 수세가 약하고 생육이 불RT-PCR , 

량한 나무의 경우 가 공통적으로 검출된다는 것을 확인함ASGV .

채집지역 품종명 채집시료 시료 수
바이러스

검출 시료 수

진단결과RT-PCR 

ACLSV ASPV ASGV ASSVd

상주 신고 잎 38 35 0 5 35 3

천안 신고 잎 45 45 5 12 44 2

나주 신고 잎 34 32 4 12 32 3

원황 잎 9 6 3 2 5 0

울산 신고 잎 33 33 6 22 33 0

황금 잎 8 8 0 0 8 0

남양주 신고 잎 38 38 2 8 38 1

계 205 197 20 61 195 9

감염율

(%)
96.0 9.7 29.7 95.1 4.3

상주 천안 나주 울산 남양주
계

신고 신고 신고 원황 신고 황금 신고

단독감염

ASGV 27 28 17 1 8 8 27 116

ASPV 1 1 2

복합감염

ACLSV+ASGV 5 1 3 3 2 14

ASPV+ASGV 5 9 9 1 19 8 51

ASGV+ASSVd 3 1 1 5

ASPV+ASGV+ASSVd 2 1 3

ACLSV+ASPV+ASGV 2 3 5

ACLSV+ASGV+ASSVd 1 1
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표 생육상태가 불량하고 수세가 약한 배나무 바이러스 감염양상 분석< 16. RT-PCR >

생육이 불량하고 수세가 약한 나무에서 모두 가 검출되었으며 는 검출되지 ASGV , ACLSV○ 

않았음 그러나 표 의 생육이 양호한 많은 시료에서도 바이러스 검출되었음 이러한 결과로 . 6 . 

볼 때 배나무의 생육상태와 수세에 큰 영향을 미치지 않는 것으로 판단됨.

시료
생육불량 수세 약함( , ) ACLSV ASPV ASGV ASSVd

상주 농가D - - + -
천안 농가E - + + +
천안 농가H - + + -

 

 

 

그림 배나무 생육상태 및 수세에 따른 바이러스 감염양상을 분석하기 위한 신고 시료< 15. . 
상주 농가 천안 농가 천안 농가A,B: D , C,D: E , E,F: H >



- 90 -

마 년 배 과실 주요 바이러스 발생 모니터링2018

년 월부터 월까지 배 주산지인 경북상주와 경남울산 지역 농가에서 재배 농가별2018 7 10 2 7○ 

로 진단할 나무를 무작위로 선발하고 과실을 채집함 지역별로 각각 개의 과실을 채집. 10-30

하여 총 점의 배 시료를 확보하였음 많이 판매되고 있는 신고와 황금 품종을 확보하여 바50 . 

이러스를 진단함.

표 배 과실 바이러스 감염실태 조사를 위한 분석시료 채집< 17. >

표 배 과실 지역 및 바이러스 및 바이로이드 진단< 18. >

○ 바이러스의 감염율은 가 가장 높았으며 순으로 나타ASGV (100%), ASPV(22%), ASSVd(16%) 
났음 묘목 잎과는 다르게 는 과실에서 발견되지 않았음. , ACLSV .

채집지역 주소 농가( ) 채집일자 품종명
배 채집시료 수

과실

상주 상주시 사벌면 농가(A ) 18.09.19 신고 5

상주시 사벌면 농가(G ) 18.09.19 신고 9

상주시 사벌면 농가(I ) 18.09.19 신고 6

20

울산 울산시 청량면 농가(E ) 18.07.11 신고 10

울산시 삼남면 농가(A ) 18.10.01 황금 4

울산시 삼남면 농가(B ) 18.10.01 신고 6

울산시 청량면 농가(C ) 18.10.01 신고 4

울산시 청량면 농가(E ) 18.10.01 황금 6

30

계 50

채집지역 품종명 채집시료 시료 수
바이러스

검출 시료 수

진단결과RT-PCR 

ACLSV ASPV ASGV ASSVd

상주 신고 과실 20 20 0 2 20 1

울산 신고 과실 20 20 0 5 20 7

황금 과실 10 10 0 4 10 0

계 50 50 0 11 50 8

감염율 

(%)
100 0 22.0 100 16.0
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2. 바이롬 분석을 통한 배 바이러스 종 분석

가 배 분석을 위한 시료 준비

배 분석을 위하여 년 배 주산지 지역에서 각 지역별로 점의 채집한 잎NGS 2017 5 10 , ○ 

년 배 주산지 지역에서 각 지역별로 점의 채집한 잎 총 점의 잎을 함 2018 5 10 , 100 pooling 

그림 한 시료로부터 핵산을 추출하여 제작을 위해 의 ( 14). pooling NGS library total RNA

를 측정하였으며 측정된 샘플은 사의 용quality , RNA Illumina Ribo-zero rRNA(plant ) remove 

를 사용하여 를 제거한 후 를 제작함 그림 kit rRNA cDNA library ( 17).

그림 배 바이롬 분석 시료 채집지역 및 배 잎 병징< 17. > 

그림 품종별 바이러스 감염 과실 신고 황금< 16. . A: , B: >

그림 배 바이롬 분석을 위한 샘플 < 18. pooling>
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○ 배 바이러스 동정하기 위하여 차세대 염기서열 분석을 하였고 생산 된 데이터를 분석하여 , 

바이러스를 동정한 후 메타지노믹스 분석을 통하여 계통분석 유전자 변이 분석 등을 진행하였, 

음 그림 첫 번째로 한 시료로부터 핵산을 추출하여 제작을 위해 ( 19). pooling NGS library 

의 를 측정하였음 그림 total RNA quality ( 20). 

그림 기반 배 바이러스 종 분석 개념도< 19. NGS >

그림 으로 확인< 20. Agilent RNA Bioanalyzer nano 6000 RNA QC >
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○ 측정된 샘플은 사의 용 를 사용하여 RNA Illumina Ribo-zero rRNA(plant ) remove kit rRNA

를 제거한 후 를 제작함 분리한 로부터 를 사cDNA library . total RNA oligo dT magnetic bead

용하여 만을 추출하여 를 합성 한 후 을 하고 를 사용mRNA cDNA end repairing , A-tailing mix

하여 말단에 기를 붙여 준 후 를 하고 를 사3‘ adenyl , RNA adapter ligation AMPure XP beads

용하여 하였음 를 한 후 과 washing . RNA adapter ligation PCR primer cocktail PCR master 

를 넣고 표와 같이 하였음 이 끝나면 로 하고mix PCR . PCR AMPure XP bead washing , qPCR 

를 함께 을 진행하여 제작된 의 농도를 정량하였음control template qPCR library . Agilent 

을 사용하여 의 와 를 확인함 그림 D1000 ScreenTape system library size purity ( 21).

그림 배 로부터 제작 원리< 21. RNA library >

○ 과정을 통해 적당한 농도로 희석한 를 과정을 거쳐 qPCR library denaturation 

가 깔려 있는 로 옴김 된 는 oligonucleotides flow cell . Denaturation DNA fragments

와 결합하여 으로 되어 를 형성하게 되고 끝 말단oligonucleotides 3’ extension double strand , 

은 다시 와 되어 를 형성하게 됨 는 primer hybridize U-Shaped bridge template . DNA bridge

로부터 되어 를 형성하고 다시 과정을 반primer copy double strand DNA bridge denaturation 

복하면서 새로운 를 형성함 이 과정을 회 반복하여 이상bridge template . 35 2,000 molecules 

의 를 만든 후 를 시켜 만 남게 cluster Reverse strand specific primer cleavage forward strand

한 후 를 함 가 형성된 은 sequencing primer hybridization . Clonal cluster flow cell illumina 

장비로 옮겨져 하였음sequencing sequencing .

○ 확보된 는 과정을 거친 후 을 사용하여 library clustering , Illumina Hiseq 4000 paired-end 
방법으로 약 의 데이터를 생산하였음 이후 확보된 데이터를 RNA sequencing 11Gb . NGS 

분석하였음sequence data . 
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Sample ID
Total reads 
based(bp)

Total reads
GC
(%)

AT
(%)

Q20
(%)

Q30
(%)

Pear 11,872,265,072 78,624,272  45.98 54.02 97.06 93.57

표 확보된 양< 19. raw data >

○ 생산된 를 프로그램을 이용하여 리드 말단의 raw data Trim galore low quality data (≤

와 를 제거하였음 표 이후 프로그램으로 의 Q20) adapter ( 20). FastQC Pre-processing data

을 확인하였음 표 base quality score ( 21).

Sample name　
Raw  data Pre-processing data

Sum reads Sum Bases(bp) Sum reads Sum Bases(bp)

Singo 78,624,272 11,872,265,072 78,600,344 11,559,989,325 

표 정보< 20. Data >

표 결과< 21. Per base quality score >

○ 프로그램을 이용하여 전사체를 조립하였음 그 결과 개의 gsAssembler(v2.8) . 163,137

를 확보하였다 표 이 중 이상의 를 사용하여 메타지노믹스 분석을 contig ( 22). 200 bp contig

진행하였음 개의 를 에 한 결과 약 개의 . 111,724 contig NCBI virus DB BLAST 1300

가 발견되었음 그림 virus-associated contig ( 8).

신고

Contig length 100 bp≥ 200 bp≥ 500 bp≥ 1000 bp≥ 2000bp≥

Number of  contigs 163,137 111,724 35,725 12,826 2,589 

Number of  bases 68,029,134  60,059,198  37,196,614  21,318,496  7,391,668  

Avg contig  size 417 537 1,041 1,662 2,855 

N50 contig  size 576 685 1,126 1,658 2,715 

Largest contig  size 21,154 21,154 21,154 21,154 21,154 

표 프로그램을 이용해 를 한 결과< 22. gsAssembler raw data assembly >
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나 배 바이롬 분석 결과

그림 결과 수와 길이< 22. Blast virus contig >

○ 총 개의 바이러스가 동정되었으며 기존에 보고 된 바이러스인 와 더불어 새4 , ASGV ASPV, 

로 발견 된 바이러스인 와 가 발견되었음 표 AGCaV CMV ( 23).

Identified viruses Abbreviations
No. of 

contigs

Minimum 

contig 

length (bp)

Maximum 

contig length 

(bp)

Apple green crinkle associated virus AGCaV 6 236 2331

Apple stem grooving virus ASGV 101 201 3237

Apple stem pitting virus ASPV 384 200 9156

Cucumber mosaic virus CMV 10 212 388

표 배 감염 바이러스 동정 결과< 23. >

Contig No. Length Subject No.
Name of 

virus

identity 

(%)

Matches 

(bp)
Evalue

contig01650 2331 NC_018714.1 AGCaV 83.6 2267 0

contig05157 1557 NC_018714.1 AGCaV 84.8 1554 0

contig06457 1415 NC_018714.1 AGCaV 85.0 1205 0

contig00525 3237 LC184611.1 ASGV 83.1 3234 0

contig00903 2772 LC184610.1 ASGV 92.4 2772 0

contig06155 1443 LC084659.1 ASGV 91.3 1443 0

contig08925 1211 JN701424.1 ASGV 91.8 1210 0

contig10228 1128 KX686100.1 ASGV 97.1 1128 0

contig19295 780 KX668488.1 ASGV 98.9 780 0

contig19797 767 LC143387.1 ASGV 94.9 767 0

contig24315 666 KX668488.1 ASGV 92.9 666 0

contig26938 620 JQ308181.1 ASGV 92.5 620 0

contig35348 504 LT160740.1 ASGV 98.0 504 0

contig47959 394 KU198289.1 ASGV 84.7 393 1.79408E-80
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표 배 신고 에서 동정된 바이러스 의 결과< 24. ( ) contig BLAST >

○ 이후 동정된 바이러스들의 들을 각 바이러스의 에 을 진행하였음contig genome assemble . 

그 결과 기존에 보고된 바이러스인 와 의 경우 거의 모든 에 되ASGV ASPV genome assemble 

었으며 그림 새로 발견된 와 의 경우 약 의 에 되었( 23), AGCaV CMV 60% genome assemble 

음 그림 ( 24).

contig00018 8976 MG763895.1 ASPV 86.9 7646 0

contig00030 7439 KU308398.1 ASPV 82.8 4652 0

contig00035 7104 KF321967.1 ASPV 81.0 3827 0

contig00061 5954 KY798310.1 ASPV 88.5 5936 0

contig00470 3354 NC_003462.2 ASPV 88.7 3289 0

contig00905 2772 LC143387.1 ASPV 94.1 2768 0

contig01244 2548 KU308398.1 ASPV 95.0 2548 0

contig04361 1662 JF946772.1 ASPV 91.1 1646 0

contig11214 1076 NC_003462.2 ASPV 90.0 1045 0

contig13174 984 KU308398.1 ASPV 95.0 979 0

contig15820 883 KY798310.1 ASPV 97.0 883 0

contig21355 729 MG763895.1 ASPV 89.5 727 0

contig37727 478 MG763895.1 ASPV 89.5 478 5.6019E-155

contig48783 388 KP165580.1 CMV 99.7 388 0

contig54506 356 AM183119.1 CMV 100 355 0

contig54918 354 D12538.1 CMV 100 354 0

contig54927 354 D12538.1 CMV 99.4 354 0

contig68853 296 NC_001440.1 CMV 100 296 6.1222E-166

그림 와 관련 의 결과< 23. ASGV ASPV contig genome assemble >
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그림 와 관련 의 결과< 24. AGCaV CMV contig genome assemble >

○ 된 를 바탕으로 배에서 발견된 바이러스들의 혹은 Assemble data complete nearly 

를 확보하여 에 하였음 표 complete sequence NCBI GenBank deposit ( 8).

Name of virus Abbreviations Accession No.

Apple green crinkle associated virus AGCaV isolate SG LC476839

Apple stem grooving virus ASGV isolate SG LC475148

Apple stem pitting virus ASPV isolate SG LC475150

표 배에서 확보한 의 < 25. virus Accession Number>

○ 확보한 바이러스의 혹은 를 활용하여 기존에 보고된 complete nearly complete sequence

다른 나라의 여러 들과 분석을 하였음 그 결과 우리나라 배에서 동isolate phylogenetic tree . 

정된 의 경우 와 분리되어 와 한 그룹에 속하는 것을 확인하였고 그림 AGCaV ASPV AGCaV (

우리나라 배에서 동정된 의 경우 중국의 복숭아와 사과에서 동정된 들과 같25), ASGV isolate

은 그룹을 형성하는 것을 확인하였음 그림 또한 의 는 크게 두 ( 26). ASPV phylogenetic tree

그룹으로 나뉘었는데 우리나라 배에서 동정된 의 경우 중국의 사과와 배에서 동정된 isolate

들과 같은 그룹을 형성하는 것을 확인하였음 그림 isolate ( 27).
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그림 를 이용한 분자유전계통분석< 25. AGCaV Phylogenetic tree >

그림 를 이용한 분자유전계통분석< 26. ASGV Phylogenetic tree >
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그림 를 이용한 분자유전계통분석< 27. ASPV Phylogenetic tree >

○ 배에서 동정된 바이러스들의 을 보기위해 를 활용하여 수와 population raw data read copy 

을 분석하였음 그림 분석 결과 개의 수가 발견되었으며number ( 28). 52,945 ASGV read , 

개의 수가 발견되었음 발견된 수를 각 바이러스의 으로 나눈 124,492 ASPV read . read genome

결과 와 의 가 존AGCaV (0.3%), ASGV (37.8%), ASPV (61.8%) CMV (0.1%) copy number

재하는 것을 확인하였으며 배에는 여러 바이러스 중 와 가 우점종으로 존재한다는 , ASGV ASPV

것을 확인함.

그림 배 바이러스 수 및 < 28. read copy number>

○ 메타지노믹스 분석을 통해 동정한 바이러스들의 존재여부를 검정하기 위해 기존에 여러 논

문에서 사용한 와 새로 제작한 를 사용하여 반응을 진행함 표 그 primer primer RT-PCR ( 9). 

결과 발견된 바이러스들 모두 증폭이 되는 것을 확인함 그림 ( 15).
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Viruses
Target 

gene
Size Primer Sequences

AGCaV RdRp 320 AGCaV-F ACCACAGTTGGATGTAATG
AGCaV RdRp 320 AGCaV-R TTCCTCATTATCCTTGTG

ASGV CP 714 ASGV-F ATGAGTTTGGAAGACGTGCTTCAA
ASGV CP 714 ASGV-R CTAACCCTCCAGTTCCAAGTTACT
ASPV CP 367 ASPV-F001 AAGCATGTCTGGAACCTCATG
ASPV CP 367 ASPV-R001-2 GATCAACTTTACTAAAAAGCATAAGT
CMV CP 321 CMV-F TGGTCGTCCAACTATTAACCAC
CMV CP CMV-R TACTGATAAACCAGTACCGGTGA

nad5 181 nad5-F GATGCTTCTTGGGGCTTCTTGTT

nad5 nad5-R CTCCAGTCACCAACATTGGCATAA

표 검정을 위해 사용한 정보

그림 바이러스 존재 유무 확인을 위한 검정 결과

다 메타지놈 분석을 이용한 배 바이러스 유전자 변이분석

○ 동정된 바이러스들의 유전자 변이 분석을 위해 를 활용하여 raw data single nucleotide 

분석을 진행함 분석에는 혹은 가 확보variations (SNV) . complete nearly complete sequence

된 바이러스들을 사용하였음 그 결과 에서는 가 발견되지 않았으며 와 . AGCaV SNV ASGV

에서 각각 개와 개의 가 발견되었음 그림 이를 각 바이러스의 ASPV 92 46 SNV ( 30). genome 

크기로 나누었을 경우 와 에서 각각 와 의 가 발생했다는 것을 확, ASGV ASPV 1.42% 0.5% SNV

인하였음. 
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그림 배 바이러스 분석 결과< 30. SNV >

○ 식물 바이러스는 대부분 바이러스로 알려져 있는데 바이러스는 새로운 환ssRNA , ssRNA 

경과 기주에 적응하기 위해 을 가장 중요한 방법으로 사용해왔으며 따라서 많은 recombination , 

연구자들이 바이러스의 을 연구하고 있음 배에서 동정된 바이러스들의 recombination . 

분석을 위해 를 사용하였으recombination Recombination Detection Program v.4.16 (RDP4)

며 그 결과 총 개의 가 발견됨 표 에서 개 에서 , 4 recombination event ( 27). AGCaV 1 , ASGV 2

개 에서 개가 발견되었으며 각 는 최소 개 이상의 , ASPV 1 , recombination event 4 detection 

에서 검증된 결과를 나타냄 표 methods ( 11).

Recombinant 

sequence

Event 

number

Breakpoint position
Detection methods in RDP4

Begin End

LC476839

(AGCaV)
1 4168 4558

RDP, BootScan, MaxChi, 

Chimaera, SiScan

LC475148

(ASGV)
1 1087 1995

RDP, GENECONV, BootScan, 

MaxChi, Chimaera, SiScan

LC475148

(ASGV)
2 5462 6509 RDP, BootScan, MaxChi, SiScan

LC475150

(ASPV)
1 8359 8900

RDP, GENECONV, BootScan, 

MaxChi, Chimaera, SiScan

표 분석 결과< 27. Recombination >

Detection methods Daughter Major parent Minor parent Av. P-Val

RDP

LC476839

(AGCaV)
EU095327 KF321966 1.325 × 10-03

LC475148

(ASGV)
KX686111 LC143387 6.176 × 10-13

LC475148

(ASGV)
KU198289 KX686111 2.095 × 10-03

LC475150

(ASPV)
EU095327 JF946775 8.390 × 10-09

GENECONV

LC475148

(ASGV)
KX686111 LC143387 3.278 × 10-12

LC475150

(ASPV)
EU095327 JF946775 1.312 × 10-06
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표 분석 결과< 28. Recombination event >

3. 배 바이러스 현장신속진단법 개발

기존의 배 바이러스 검출 방법은 변성 접합 신장(denaturation), (annealing), (extension) ○ 

등의 세 가지 단계를 거치면서 온도의 변화가 필요한 법임 법은 값비싼 증폭장비 실PCR . PCR , 

험자의 방법이해 및 숙련도 긴 반응시간 등 신속한 바이러스 진단으로는 효율적이지 못함 이, . 

러한 단점을 극복하고 배 바이러스의 신속한 검출을 위하여 Recombinase Polymerase 

기법을 활용하였음 는 과는 달리 등온에서 특정 유전자의 염기Amplification (RPA) . RPA PCR , 

서열을 증폭시키는 실험법이며 보다 빠른 유전자 증폭을 기대할 수 있는 실험법으로 개발이 , 

진행되고 있음 는 . RPA recombinase, single strand binding protein (SSBP), strand displacing 

그리고 등의 조성으로 보통 등온에서 반응이 진DNA polymerase, specific primer , 37~42℃ 

행되며 반응시간은 내외가 추천되고 있음 근래 이 에 의한 다양한 병원체의 검색법들, 30 . RPA

이 계속 보고되고 있으며 우수한 유전자 진단법으로 점차 적용범위를 넓혀 나아가고 있음 표 , (

그러나 배 병원성 바이러스의 검출에 대하여 기술이 접목 된 것은 찾아 볼 수 없었29). RPA 

음.

BootScan

LC476839

(AGCaV)
EU095327 KF321966 2.850 × 10-04

LC475148

(ASGV)
KX686111 LC143387 1.626 × 10-10

LC475148

(ASGV)
KU198289 KX686111 2.194 × 10-04

LC475150

(ASPV)
EU095327 JF946775 3.316 × 10-11

MaxChi

LC476839

(AGCaV)
EU095327 KF321966 4.433 × 10-02

LC475148

(ASGV)
KX686111 LC143387 8.057 × 10-07

LC475148

(ASGV)
KU198289 KX686111 1.195 × 10-02

LC475150

(ASPV)
EU095327 JF946775 1.452 × 10-06

Chimaera

LC476839

(AGCaV)
EU095327 KF321966 6.216 × 10-05

LC475148

(ASGV)
KX686111 LC143387 4.806 × 10-08

LC475150

(ASPV)
EU095327 JF946775 3.867 × 10-05

SiScan

LC476839

(AGCaV)
EU095327 KF321966 1.065 × 10-16

LC475148

(ASGV)
KX686111 LC143387 1.969 × 10-25

LC475148

(ASGV)
KU198289 KX686111 6.867 × 10-06

LC475150

(ASPV)
EU095327 JF946775 8.665 × 10-16
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표 법을 이용한 다양한 병원체의 검출< 29. RPA >

○ 를 사용한 등온증폭법 Recombinase (Recombinase polymerase amplification assay, 
은 기존의 법과 유사하지만 변성 접합 신장 등RPA) PCR (denaturation), (annealing), (extension) 

의 세 가지 단계를 거치면서 온도의 변화를 주어야 하는 반면 를 포함한 등온증폭법은 일정, RPA
한 온도에서 접합 및 신장이 가능함 검사하는 병원체마다 다르지만 증폭반응을 위하여 등온 조. 
건으로 약 내지 정도 범위 내에서 한 가지 온도가 사용되며 기존 법과 같이 쌍의 37 42 PCR 1℃ 

를 사용하지만 법은 내지 길이의 를 사용함 두 가지 중요 단백질 primer RPA 30 35 bp primer . 
중 는 와 결합하여 의 상보적인 부분에 결합하여 구조를 recombinase primer template D-loop 
형성하는 것을 도우며 은 구조 형성 시 의 상, single-strand binding protein D-loop template
보적인 부분에 결합하여 구조를 안정화 시키는 역할을 함 이후 는 에 의해 합. DNA polymerase
성되며 새로 만들어진 는 새로운 반응에 활용됨 그림, DNA strand RPA (  31).

가 를 이용한 와 진단법 개발. RT-RPA ASGV ASPV 
○ 배 주요 바이러스인 와 의 검출을 위하여 우리나라 지역에서 검출된 각 바이러ASPV ASGV 5
스 의 염기서열을 확보하였으며 염기서열 분석을 통하여 보존된 서열에서 용 coat protein , RPA

Organism Target Sample
Amplification

time (min)
Temperature

( )℃
Limit of
detection

HIV dsRNA Plasmid template 15 37 10 copies

Plum pox virus ssRNA
Peach, apricot, plum, 
cherry tree leaves

15 39 1.0 fg

Human cancer cells Met-DNA
Cell cultures and 
whole blood

30 37 0.5 ng

Dengue Virus RNA Plasma 3-8 42
14-241 
copies

Zika virus RNA Urine 12 40 5 PFU/ml
Rose rosette virus RNA Rose leaves 5 42 1 fg

그림 < 31. Recombinase polymerase amplification (RPA) cycle>
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를 함 표 한 를 사용하여 와 가 감염된 배 잎에서 primer design ( 30). Design primer ASPV ASGV
를 추출한 후 반응을 진행한 결과 각 바이러스의 감염 잎에서는 증폭산물을 확인 RNA RT-RPA

할 수 있었고 바이러스가 감염되지 않은 잎에서는 증폭산물을 확인 할 수 없었음 그림 , ( 32).

표 와 검출을 위한 < 30. ASPV ASGV RT-RPA primers>

와 의 검출을 위한 최적화된 반응시간을 찾기 위하여 또는 ASPV ASGV RT-RPA ASPV ○ 

가 감염 된 잎에서 를 추출하여 분 반응을 ASGV total RNA 1, 3, 5, 10, 15, 20, 30 RT-RPA 

진행함 그 결과 와 모두 반응을 분만 진행하였더라도 증폭산물을 확. ASPV ASGV RT-RPA 1

인할 수 있었음 그림 ( 33)

디자인한 의 특이도 확인을 위하여 배에서 발생하는 다른 바이러스가 감염된 잎에서 primer○ 

를 추출한 후 반응을 진행함 그 결과 검출을 위한 를 사용했total RNA RT-RPA . ASPV primer

Target virus Primer pair Sequence 5’-3’
Product size

(nt)

ASPV ASPV1F TCAATGGAGGGTACCCAGGCTGTTAATTTT 146

ASPV1R TCAACTTTACTAAAAAGCATAAGTACTGAA

ASGV ASGV1F GTAGGAGTGTATCTCTGGAAGACTCACATAGACCC 143

ASGV1R AAATATTTACAATAGTGATTGCAGAGAAGAAGGTA

    

그림 < 32. RT-RPA primer position within the coat protein of ASPV (A) and ASGV (B)>
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을 경우 또는 가 감염 된 잎 가 감염되지 않은 잎과 를 넣지 않은 ACLSV ASGV , virus primer

에서는 증폭산물을 확인할 수 없었고 가 감염 된 잎에서는 증폭산물을 확인함 또NTC , ASPV . 

한 검출을 위한 를 사용했을 경우 또는 가 감염 된 잎 가 감ASGV primer ACLSV ASPV , virus

염되지 않은 잎과 에서는 증폭산물을 확인할 수 없었고 가 감염 된 잎에서는 증폭NTC , ASGV

산물을 확인함 그림 ( 34).

디자인한 의 민감도를 확인하기 위하여 또는 가 감염된 잎에서 primer ASPV ASGV total ○ 

를 추출하여 을 하였으며 반응과 반응을 진행함 그 RNA 10-fold dilution , RT-RPA RT-PCR . 

결과 의 경우 반응에서는 번의 한 에서도 증폭산물의 확인이 ASPV RT-RPA 3 dilution sample

가능하였으나 반응에서는 번의 한 까지만 증폭산물의 확인이 가능하RT-PCR 2 dilution sample

였음 의 경우 반응에서는 번의 한 에서만 증폭산물의 확인이 . ASGV RT-RPA 1 dilution sample

가능하였으나 반응에서는 번의 한 에서도 증폭산물이 희미하게 확인 RT-PCR 2 dilution sample

가능하였음 결과적으로 의 경우 기존 반응보다 반응이 배 더 민. ASPV RT-PCR RT-RPA 10

감하다는 것을 확인하였고 의 경우 기존 반응이 반응보다 조금 민감, ASGV RT-PCR RT-RPA 

하다는 것을 확인하였음 그림 ( 35).

그림 < 33. Optimization of RT-RPA reaction time>

그림 와 특이성 결과< 34. ASGV ASPV RT-RPA >
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나 를 이용한 진단법 개발. RT-LAMP ASGV 
 ○ 배에서 발견된 의 신속 진단을 위해 ASGV Reverse transcription loop-mediated 

법을 개발함 루프를 사용한 등온증폭법인 isothermal amplification (RT-LAMP) . RT-LAMP

는 기존의 법과 다르게 일정한 온도에서 접합 및 신장이 가능하며 약 내지 RT-PCR , 60 65℃ 

정도 범위 내에서 한 가지 온도가 사용되며 기존 법과 달리 개의 를 사용하, RT-PCR 4 primer

여 선택성이 높음 기법으로 를 검출하기 위하여 우리나라 배에서 발견된 . RT-LAMP ASGV

의 외피 단백질 전체 염기서열을 확보하였고 국내 다른 들과 염기ASGV (Coat protein) , isolate

서열 비교를 통하여 보존적인 지역에서 제작 인 LAMP primer software PrimerExplorerV4

(https://primerexplorer.jp/e/)를 사용해서 를 제작함 그림 표 LAMP primer ( 36)( 1).

그림 검출을 위한 프라이머 위치< 36> ASGV RT-LAMP 

그림 와 민감도 결과< 35. ASGV ASPV RT-RPA >

Primer 

sets

Primer 

type
Sequence 5’-3’ Length

Target

positiona

ASGV1
F3 TTGGAAGACGCATATAGATCC 21 bp 57-77

B3 TTCAGTTTCCCCTTCCTTC 19 bp 285-303
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○ 반응을 하기 전에 를 사용해서 감염 시료에서 증폭이 되는지 RT-LAMP F3, B3 primer ASGV 

로 확인함 제품의 를 따라서 RT-PCR . SuPrimeScipt RT-PCR Premix (2X) (GeNet Bio) protocol

가 담긴 에 를 각 각 추출물RNA premixture PCR tube F3(10pmol), B3(10pmol) 1ul, RNA 

을 분주 후 로 총량 를 맞춤 그림 와 같이 가 감염된 배 잎 (template) 2ul DEPC water 20ul . 2 ASGV

시료와 가 감염된 시료를 사용해서 를 수행한 결과 에 대한 ASPV RT-PCR , ASGV LAMP primer 2 

모두 사용 가능함sets .

그림 와 를 사용해서 결과< 37> F3 B3 primer ASGV RT-PCR 

○ 반응은 의 의 의 의 RT-LAMP 2.5ul 10X LAMP buffer, 6ul dNTP(10mM), 5ul betaine, 4ul

의  RT-LAMP primer [F3(10pmol), B3(10pmol), FIP(40pmol), BIP(40pmol)], 1ul bst 

의 의 를 넣어 총 의 반응액으로 조성함polymerase, 0.5ul AMV RTase, 4ul DEPC water 25ul . 

반응 시간은 반응 온도는 의 항온수조에서 반응함 반응 후60 min, 63 . ,  10000X SYBR ℃

를 배 희석한 의 을 넣어서 증폭 여부를 판단Green (invitrogen) 100 100X SYBR Green I 10ul Ⅰ

함 형광등에서 육안 관찰 시에는 반응이 된 는 노란색이고 반응이 안 된 . RT-LAMP product

는 오렌지색을 띔 반응이 끝난 후 전기영동으로 확인함 검출product . 2% agarose gel . ASGV 

을 위한 개의 에 적합한 를 확인하기 위해서 감2 LAMP primer sets 10X LAMP buffer ASGV 

염시료 와 를 사용해서 실험을 수행함 그 결과(P) NTC(Non-template control) RT-LAMP . , 

FIP

(F1c-F2)

AGCTCTTTGCCTTCAAAGCTTTCTTTTGA
ACTTCTGACGGTTCCTC

46 bp
127-149

85-103

BIP

(B1c-B2)

TTGGTAATATTGCTGTTTTCGGGTTTTTA
ATGAACCGGAGGGGTAT

46 bp
188-211

248-265

ASGV2

F3 CACTTCTAGGCAGAACTCTT 20 bp 402-421

B3 GATCACCTGTTTTTCATCAGG 21 bp 604-624

FIP

(F1c-F2)

ACCACCTTTCATGAAGAAACTCATTTTAC
ATTCAGAAAGCTTTGTGAG

48 bp
474-496

433-453

BIP

(B1c-B2)

ACATCTATAAGAAATGGCCCAAAGCTTTT
AACGATTCATTTTTAGACCGG

50 bp
515-539

578-599
a Relative to the reference sequence (GenBank Accession No. MG682506)

표 목록< 31> ASGV RT-LAMP primer 
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와 가 함유된 가 에서 모두 증폭되6mM 8mM MgSO4 10X LAMP buffer LAMP primer 1 sets

는 것을 확인함 그림 이 후 실험에서는 증폭 정도가 더 강한 의 ( 37). 6mM MgSO4 LAMP 

를 사용함buffer .

그림 의 조건 확립< 38> 10× LAMP buffer

○ 최적 반응 온도 조건을 확립하기 위해 의 온도 조건에서 반응을 진행RT-LAMP 54-75℃

함 반응 결과 부터 사이에서 증폭을 확인 할 수 있었음 그림 이후 진행된 모. 57 69 ( 39). ℃ ℃ 

든 반응은 의 등온 조건에서 실시함63 .℃

그림 에 대한 방법의 최적 온도 조건 확립< 39> ASGV RT-LAMP 

○ 최적 반응 시간을 확립하기 위해 의 시간 조RT-LAMP 1, 5, 10, 20, 30, 40, 50, 60 min

건에서 반응을 진행함 반응 결과 부터 약하게 증폭이 확인 됨 그림 을 . 30 min ( 40). 50 min

최적 시간으로 판단하였으며 이후 진행된 모든 반응시간은 으로 실시함, 50 min .
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그림 에 대한 방법의 최적 온도 조건 확립< 40> ASGV RT-LAMP 

○ 의 특이성 확인을 위하여 배에서 발생하는 다른 바이러스가 감염된 잎에RT-LAMP primer 

서 를 추출한 후 반응을 진행함 그 결과 와 가 감염된 시total RNA RT-LAMP . , ACLSV ASPV

료에서는 비특이적인 반응이 나타나지 않았고 오직 에 감염된 시료에서만 증폭산물을 확ASGV

인함 그림 결과적으로 에 대한 가 에 대해 특이성을 나타( 41). ASSV RT-LAMP primer ASGV

내는 것을 확인함. 

그림 에 대한 의 특이성 확인< 41> ASGV RT-LAMP primer

○ 의 민감도 확인을 위하여 를 합성하여 을 하RT-LAMP ASGV-transcript 10-fold dilution

였으며 와 반응을 진행함 전기영동과 반응결과 , RT-LAMP RT-PCR . SYBR Green 

반응에서는 RT-LAMP 10-6까지 검출이 가능하였고 반응에서도 , RT-PCR 10-6까지 약하게 

검출됨 동일한 희석 시료까지 검출되었지만 방법이 증폭강도가 배 정도 더 높. RT-LMAP 100

은 것으로 확인됨 그림 ( 42).
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그림 검출을 위한 와 민감도 비교< 42> ASGV RT-LAMP RT-PCR 

○ 가 감염된 다양한 시료에서도 방법으로 검출이 되는지를 확인함 국내 ASGV isolate RT-LAMP . 

배 주산지인 나주 상주 울산 천안 남양주에서 가 감염된 배 시료를 확보한 후 를 , , , , ASGV , total RNA

추출하였고 이를 로 사용함 그 결과 여러 에서 검출이 가능한 것을 확인함template . , isolates ASGV .

그림 의 현장 시료 진단< 43> ASGV RT-LAMP

다 를 이용한 진단법 개발. RT-LAMP ACLSV 

○ 배에서 검출된 의 신속 진단을 위해 ACLSV Reverse transcription loop-mediated 

법을 개발함 루프를 사용한 등온증폭법인 isothermal amplification (RT-LAMP) . RT-LAMP

는 기존의 법과 다르게 약 내지 정도 범위 내의 일정한 온도에서 접합 및 RT-PCR 60 65℃ 

신장이 가능하며 개의 를 사용하여 선택성이 높음 기법으로 를 검, 4 primer . RT-LAMP ACLSV

출하기 위하여 우리나라 배에서 발견된 의 외피 단백질 전체 염기서열을 ACLSV (Coat protein) 

확보하였고 국내 다른 들과 염기서열 비교를 통하여 보존적인 지역에서 , isolate LAMP primer 

제작 인 software PrimerExplorerV4(https://primerexplorer.jp/e/)를 사용해서 를 LAMP primer
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제작함 그림 표 ( 44)( 4). 

그림 프라이머 위치< 44> ACLSV RT-LAMP 

Primer 
sets

Primer 
type

Sequence 5’-3’ Length
Target

positiona

ACLSV1

F3 CGGAACAGACGGAGTTTCTG 20 bp 85-104

B3 GTTCGTGAAAACCCCTTTGT 20 bp 295-314

FIP
(F1c-F2)

TGATGAGGTCCACCACCGACTTTTTGACAG
TGGAGGTCAAGTCA

44 bp
166-186
110-128

BIP
(B1c-B2)

AACGGAATGACCTTTCGCCAGGTTTTTGA
CAAGCCCATTTCTCGCT

46 bp
222-243
266-285

ACLSV2

F3 CGGAGTTTCTGGACATGACA 20 bp 94-113

B3 GTTCGTGAAAACCCCTTTGT 20 bp 295-314

FIP
(F1c-F2)

GGTCCACCACCGACTTCAGATTTTTTGTGG
AGGTCAAGTCAATGG 45 bp

159-180
114-132

BIP
(B1c-B2)

AACGGAATGACCTTTCGCCAGGTTTTTTT
AGCTTGACAAGCCCATT

46 bp
222-243
273-292

ACLSV3

F3 CCAGGTTTGTGAGGCCTTTG 20 bp 239-258

B3 GACGCCGGTTCATATTGGTTA 21 bp 421-441

FIP
(F1c-F2)

GGCATGGTCGTAAAGAGGTTCGTTTTTGA
GGCAAGAAACGGGTTGG

46 bp
309-331
264-282

BIP
(B1c-B2)

AGTGGGCAGTAAATACCCAGAGCTTTTCT
TTTTGCTGAGCCTTGTTCA 48 bp

335-357
397-417

ACLSV4

F3 CTGGAACAGACACTGGAGTC 20 bp 33-52

B3 ACCTGGCGAAAGGTCATT 18 bp 227-244

FIP
(F1c-F2)

TTGACCTCCACTGTCATGTCCATTTTAAC
ATAGCGATCCAGGGAAC

46 bp
103-124
63-82

BIP
(B1c-B2)

ACAATCTGAAGTCGGTGGTGGATTTTATG
TTCGGATCCGAAGATGT

46 bp
157-178
201-220
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○ 반응은 의 의 의 RT-LAMP 2.5 ul 10X LAMP buffer, 6 ul dNTP(10 mM), 5 ul betaine, 4 

의 ul RT-LAMP primer [F3(10 pmol), B3(10 pmol), FIP(40 pmol), BIP(40 pmol)], 1 ul

의 bst 의 의 를 넣어 총 의 반응액으 polymerase, 0.5 ul AMV RTase, 4 ul DEPC water 25 ul

로 조성함 반응 시간은 온도는 의 항온수조에서 수행함 반응 후. 60 min, 63 . , 10,000X ℃

를 배 희석한 의 을 넣어서 증폭 여SYBR Green (invitrogen) 100 100X SYBR Green I 10 ul Ⅰ

부를 판단함 형광등에서 육안 관찰 시에는 증폭된 는 노란색 증폭되지 않은 . product , product

는 오렌지색을 나타냄 반응이 끝난 후 전기영동으로 확인함 검출을 . 2% agarose gel . ACLSV 

위한 개의 에 적합한 를 확인하기 위해서 감염2 LAMP primer sets 10X LAMP buffer ACLSV 

시료 와 를 사용해서 실험을 수행함 그 결과(P) NTC(Non-template control) RT-LAMP . , 4 

과 mM 8 mM MgSO4가 함유된 를 이용했을 때 각각 와 10X LAMP buffer LAMP primer 2 4

에서 증폭되는 것을 확인함 그림 ( 30). 이후 실험에서는 증폭 정도가 더 강한 8 mM(Primer 4) 

MgSO4의 를 사용함LAMP buffer .

그림 의 조건 확립< 45> 10× RT-LAMP buffer

○ 최적 반응 온도 조건을 확립하기 위해 의 여러 온도 조건에서 반응을 RT-LAMP 54-75℃

진행함 반응 결과 부터 사이에서 증폭되었으며 에서 가장 강하고 뚜렷한 증폭. 54 69 , 63℃ ℃ ℃

을 확인함 그림 따라서 이후 진행된 모든 실험은 등온 조건에서 수행함( 46). 63 .℃ 

a Relative to the reference sequence (GenBank Accession No. LC367336)

표 목록< 32> RT-LAMP primer 
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그림 에 대한 방법의 최적 온도 조건 확립

 ○ 최적 반응 시간을 확립하기 위해 의 시간 RT-LAMP 1, 5, 10, 20, 30, 40, 50, 60 min

조건에서 반응을 진행함 반응 결과 분부터 약한 증폭이 확인됨 그림 따라서 . 10 ( 47). 30

분을 최적 시간으로 판단하였으며 이후 진행된 모든 실험은 분간 반응함, 30 .

그림 에 대한 방법의 최적 시간 조건 확립

○ 의 특이성 확인을 위하여 배에서 발생하는 다른 바이러스가 감염된 잎RT-LAMP primer 

에서 를 추출한 후 반응을 진행함 와 가 감염된 시료와 total RNA RT-LAMP . ASGV ASPV

가 감염되지 않은 시료 에서는 비특이적인 반응이 나타나지 않았고 오직 virus (N) , ACLSV

가 감염된 잎에서만 증폭된 것으로 나타남 그림 결과적으로 에 대한 ( 48). ACLSV

가 에 대해 특이성을 나타내는 것을 확인함RT-LAMP primer ACLSV .
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그림 에 대한 의 특이성 확인

 ○ 의 민감도 확인을 위하여 를 합성하여 RT-LAMP ACLSV-transcript 10-fold serial 

하여 와 반응을 진행함 전기영동과 반응 결과dilution RT-LAMP RT-PCR . SYBR Green , 

반응에서는 RT-PCR 10-20까지 검출되었고 반응에서는 , RT-LAMP 10-21까지 검출됨 따. 

라서 방법이 증폭강도가 약 배 더 높은 것으로 확인됨 그림 RT-LAMP 10 ( 49).

라 를 이용한 현장 신속 진단법 개발. RT-RPA ACLSV 

○ 배에서 검출된 의 신속 진단을 위해 ACLSV Reverse transcript recombinase polymerase 

검출기법을 개발함 는 을 이용한 amplification (RT-RPA) . RT-RPA Recombinase protein

등온 핵산 증폭법으로 기존 에서 수행되는 초기 분리과정이 필요 없이 RT-PCR DNA 3

에서 정도의 일정한 온도 범위 내에서 최소 분 만에 바이러스를 검출할 수 7 42 5-10℃ ℃

있는 방법임 기법으로 를 검출하기 위해서 우리나라 배에서 발견된 .  RT-RPA ACLSV

의 이동단백질 과 외피단백질 의 밝혀진 염기서ACLSV (movement protein) (Coat protein)

그림 와 민감도 비교
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열과 다른 국가의 들을 이용하여 염기서열을 비교분석 하여 보존된 지역에ACLSV isolate

서 를 메뉴얼로 제작하여 실험에 이용함 그림 RPA primer ( 50).

그림 프라이머 위치< 50> ACLSV RT-RPA 

○ 반응에 적합한 프라이머 세트를 찾기 위해서 감염 시료에서 RT-RPA ACLSV 

를 이용하여 프라이머가 작동되는지 확인하였음TwistAmp® Basic kit RT-RPA . 

반응은 의 시료 와 의 RT-RPA 2.5ul total RNA 2.4ul forward primer, reverse pirmer 

의 의 의 를 (5pmol), 29.5ul rehydration buffer, 1ul M-MLV RTase, 1.2ul RNase inhibitor

Primer sets
Primer 
type

Sequence 5’-3’ bp Amplicon size

ACLSV_MP1
F GATGAGAAAATTGAACATCAAGGATTATCAAC 32

307 bp
R TATGTTCGCGAAGATGGCCTCCAGTGTCTG 30

ACLSV_MP2
F GATGAGAAAATTGAACATCAAGGATTATCAAC 32

467 bp
R TGTTGTTTATATTCGGGTCCGAAGATGTAG 30

ACLSV_MP3
F CTTCAGAAGGGTCATCCGTGGATAACATATCT 32

370 bp
R TGTTGTTTATATTCGGGTCCGAAGATGTAG 30

ACLSV_MP4
F CTTCAGAAGGGTCATCCGTGGATAACATATCT 32

210 bp
R TATGTTCGCGAAGATGGCCTCCAGTGTCTG 30

ACLSV_MP5
F TGGACGCAGATCTGAAAGTGTTCCTGGCCG 30

104 bp
R TATGTTCGCGAAGATGGCCTCCAGTGTCTG 30

ACLSV_MP6
F TGGACGCAGATCTGAAAGTGTTCCTGGCCG 30

264 bp
R TGTTGTTTATATTCGGGTCCGAAGATGTAG 30

ACLSV_MP7
F TTCATGGAAAGACAGGGGCAATACTGGAAC 30

219 bp
R TGTTGTTTATATTCGGGTCCGAAGATGTAG 30

ACLSV_CP1
F TTCATGGAAAGACAGGGGCAATTCTGGAAC 30

214 bp
R TTTATATTCGGATCCGAAGATGTAGTCTTG 30

ACLSV_CP2
F GACACTGGAGTCCATCTTCGCGAACATAGC 30

183 bp
R TTTATATTCGGATCCGAAGATGTAGTCTTG 30

표 목록< 33> ACLSV RT-RPA primer 
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넣어 하여 잘 혼합함 의 를 넣고 하여 잘 혼합해주고 voltexing . 2.5ul MgOAc voltexting 4

의 항온수조에 넣어 분 동안 반응함 반응이 끝난 는 에 분2 10 . product 3% agrose gel 30℃

간 하여 증폭여부를 확인함 그 결과 부분의 번 프라이머와 부분의 번 프loading . , MP 7 CP 1

라이머 가 예상 하는 증폭 크기에서 증폭되어 실험에 사용함 그림 set ( 51).

그림 적합한 선정을 위한 < 51> ACLSV primer RT-RPA

○ 검출하기 위한 개의 를 선택한 후 감염시료ACLSV 2 primer set(MP#7, CP#1) ACLSV 

와 비 감염시료 에서 증폭되는지 확인하는 실험을 함 그 결과 두 모두 (P) (N) . , primer set 

감염시료에서는 증폭되었고 에서는 비 감염시료에서 증폭되지 않았지만, MP#7 primer , 

에서는 비 감염 시료에서 증폭되었음 따라서 를 사용하여 실CP#1 primer . MP#7 primer

험을 진행하였음 그림 ( 52).

그림 에 대한 프라이머 선택  < 52> ACLSV RT-RPA 

R○ 의 최적 반응 시간을 확립하기 위해 의 시간 조건에서 반응을 T-RPA 1, 5, 10, 20 min

진행함 반응 결과 에서 증폭이 시작 되었으며 이상 반응 시 비 특이적인 반. 10min 20min 

응이 발생하였고 그림 따라서 을 최적 시간으로 판단하였음 이후 진행된 모( 53) 10 min . 

든 반응 시간은 으로 실시함10 min .
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그림 에 대한 방법의 최적 온도 조건 확립< 53> ACLSV RT-RPA 

○ 의 특이성 확인을 위해 배에서 발생하는 다른 바이러스가 감염된 시료에RT-RPA primer 

서 를 추출 후 로 를 수행하였음 그 결과 오직 total RNA MP#7 primer set RT-RPA . , 

감염 시료에서만 증폭산물을 화인할 수 있었고 와 가 복합 감염된 시료ACLSV ASGV ASPV

에서는 증폭되지 않았음 그림 따라서 에 대한 가 에 ( 54). ACLSV RT-RPA primer ACLSV

대해 특이성을 나타낸다는 것을 확인함.

그림 에 대한 의 특이성 확인  < 54> ACLSV RT-RPA primer

○ 의 민감도 비교을 위하여 를 합성하여 을 하RT-RPA ACLSV-transcript 10-fold dilution

였으며 각각의 를 와 반응을 진행함 그 결과 는 , transcript RT-RPA RT-PCR . RT-RPA 10-3

까지 검출이 가능하였고 은 , RT-PCR 10-5까지 검출이 가능하였다 가 . RT-RPA 10-6까지 증폭

산물이 약하게 확인되긴 하였으나 비 특이적인 반응도 함께 발생하였으므로 따라서 RT-PCR

이 보다 약 배 정도 더 높은 것으로 확인됨 그림 RT-RPA 100 ( 55).
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그림 에 대한 와 의 민감도 비교 < 55> ACLSV RT-RPA RT-PCR

○ 가 감염된 다양한 를 가진 배 시료에서도 의 로 검출이 되는ACLSV isolate RT-RPA primer

지 확인하기 위하여 나주 대구 상주의 배 시료의 를 추출한 후 이를 로 사, , total RNA template

용하여 를 진행함 그 결과 여러 의 시료에서 검출이 RT-RPA . , isolate ACLSV positive ACLSV 

가능한 것을 확인함 그림 ( 56).

그림 의 현장 시료 진단< 56> ACLSV RT-RPA

마 를 이용한 배 현장 신속 진단법 개발. RT-LAMP Apple scar skin viroid (ASSVd) 

배에서 발견된 의 신속 진단을 위해 ASSVd Loop-mediated isothermal amplification ○ 

법을 개발함 루프를 사용한 등온증폭법인 는 기존의 법과 다르게 일정한 (LAMP) . LAMP PCR

온도에서 접합 및 신장이 가능하며 약 내지 정도 범위 내에서 한 가지 온도가 사용, 60 65℃ 

되며 기존 법과 달리 쌍의 를 사용하여 선택성이 높음 검출을 , PCR 2-3 primer . ASSVd LAMP 

위하여 우리나라 배에서 발견된 의 전체 염기서열을 확보하였고 의 다른 ASSVd , NCBI isolate

들과 염기서열 비교를 통하여 보존적인 지역에서 를 디자인 함 표 primer ( 34). 

표 < 34. ASSVd RT-LAMP primers>

Target Primers Sequence 5’-3’

ASSVd

F3 GCCGCTGCGTCAAAGA
B3 GCTGCCAGCACTAACGCC
FIP ACCTACTCTTCGCGCCGCTTTTTCGTGAGAGAACAGGGGGCTA
BIP CGGACAGGGCCTCAACACCTTTTCTCGCACCAGTTCCGC
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반응은 을 사용하여 진행하였으며 반응액 조성은 RT-LAMP RT-LAMP kit (Optigen) , ○ 

에 감염된 시료의 ASSVd total RNA 2 ul, 40pM inner primers(FIP, BIP), 10pM outer 

를 각각 primers (F3, B3) 1 ul, Isothermal Master Mix 12.5 ul, AMV Reverse transcriptase 

와 를 넣어 총 의 반응액으로 조성(Promega) 0.5 ul, 5X buffer 1 ul DEPC water 5 ul 25 ul

함 반응 시간은 반응 온도는 에서 반응함 반응이 끝난 후 . 60 min, 63 . SYBR Green℃ Ⅰ

를 배 희석하여 넣음 형광등에서 육안 관찰 시에는 X10000 (invitrogen) 100 10 ul . 

반응이 된 는 노란색이고 반응이 안 된 는 오렌지색을 띔 반응이 RT-LAMP product product . 

끝난 후 전기영동으로 확인함 그림 2% agarose gel ( 57).

최적 반응 온도 조건을 확립하기 위해 의 여러 온도 조건에서 반응을 RT-LAMP 54-72○ ℃

진행함 반응 결과 에서 약하게 증폭되었지만 에서 강하고 뚜렷한 증폭을 확인 할 . 54 , 63℃ ℃

수 있었음 그림 이후 진행된 모든 반응은 등온 조건에서 실시함( 58). 63 .℃ 

최적 반응 시간을 확립하기 위해 의 여러 시간 조건에서 반응을 진RT-LAMP 10-60 min○ 

행함 반응 결과 에서 증폭이 확인 됨 그림 을 최적 시간으로 판단하. 50, 60 min ( 59). 50 min

그림 < 57. LAMP primer position and RT-LAMP assays>

그림 반응 온도 확립 < 58. ASSVd RT-LAMP >
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였으며 이후 진행된 모든 반응 시간은 실시함, 50 min .

의 특이도 확인을 위하여 배에서 발생하는 다른 바이러스가 감염된 잎에서 RT-LAMP total ○ 

를 추출한 후 반응을 진행함 그 결과 검출을 위한 를 사용했RNA RT-LAMP . ASSVd primer

을 경우 또는 가 감염 된 잎과 가 감염되지 않은 잎에서는 증폭산ASPV, ASGV ACLSV virus

물을 확인할 수 없었고 오직 가 감염 된 잎에서는 증폭산물을 확인함 그림 결과, ASSVd ( 60). 

적으로 에 대한 가 에 대해 특이성을 나타내는 것을 확인함ASSVd RT-LAMP primer ASSVd .

의 민감도 확인을 위하여 가 감염된 배 잎에서 를 추출하여RT-LAMP ASSVd total RNA○ 

을 하였으며 와 반응을 진행함 전기영동과 10-fold dilution , RT-LAMP RT-PCR . SYBR 

반응결과 반응에서는 번의 까지 검출이 가능하였으나Green RT-LAMP 3 dilution sample , 

반응에서는 번의 까지 검출됨 의 검출반응에서 RT-PCR 2 dilution sample . ASSVd RT-LAMP 

반응이 기존의 반응보다 배 민감하다는 것을 확인함 그림 RT-PCR 10 ( 61).

그림 < 59. 반응 시간 확립ASSVd RT-LAMP >

그림 < 60. 반응 특이성 검정ASSVd RT-LAMP >
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바 초정밀진단 기술 검토. Apple stem grooving virus 

○ 우리나라 배에서 가장 많이 검출된 의 초민감 진단법 개발을 위해 ASGV digital PCR 

기법을 활용함 은 세대 방식으로 기존 세대 인 (dPCR) . Digital PCR 3 PCR 2 PCR real-time 

과 다르게 표준물질 없이도 검출목표 유전자의 실시간 절대정량이 가능한 새로운 PCR (qPCR)

접근 방식의 법임 그림 검출 민감도가 매우 높아 기존 적용분야 뿐 아니라 PCR ( 24). PCR 

다양한 범위에서 응용이 가능함.

그림 모식도62. Digital PCR 

○ 의 검출을 위하여 우리나라 배에서 발견된 의 전체 염기서열을 확보하였ASGV dPCR ASGV

고 의 다른 들과 염기서열 비교를 통하여 보존적인 지역에서 와 를 , NCBI isolate primer probe

 

그림 < 61. 반응 과 민감도 비교ASSVd RT-LAMP RT-PCR >
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함 그림 design ( 63).

그림 디지털 프라이머 위치63. ASGV PCR 

표 과 디지털 사용 프라이머 및 프로브< 35. ASGV RT-qPCR PCR >

○ 반응을 진행하기 전 제작한 와 의 민감도와 특이성 확인을 위해 Digital PCR , primer probe

반응을 진행하였음 반응액 조성은 에 감염된 시료의 qPCR . ASGV total RNA 2 ul, forward 

각각 넣어 총 의 primer, reverse primer 1 ul, probe 0.5 ul, mixture (SolGent), DEPC 25 ul

반응액으로 조성함 반응 시간은 분 분 초 초. 50 30 , 95 15 , 40 cycles (95 20 , 61 40 , ℃ ℃ ℃ ℃ 

초 반응하였음 는 를 활용하여 반응하였음 그림 72 30 ) . Standard curve ASGV transcripts (℃ 

그 결과 의 기울기와 64). 3.244 R– 2 를 나타내었음 이후 민감도는 기존 기 = 0.992 . RT-PCR 

법과 비교하였는데 약 배정도 더 민감한 결과를 나타내었음 그림 , 10 ( 65).
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그림 < 64. RT-qPCR standard cure> 그림 민감도 분석< 65. ASGV >

○ 이후 특이성 테스트와 실제 채집한 여러 배 샘플에서 반응을 진행하였음 특이성 테스트 결. 

과 가 감염된 샘플에서는 증폭이 되었지만 가 감염된 샘플과 건강한 샘ASGV , ACLSV, ASPV , 

플 에서는 반응이 일어나지 않았음 그림 우리나라 지역에서 채집한 배 잎에서 , NTC ( 66). 5

테스트를 진행한 결과 지역 모두 감염샘플에서 잘 검출이 되는 것을 확인하였음 그림 filed 5 (

추가로 에 감염된 사과 샘플에서도 검출이 잘 되는 것을 확인하였음 그림 67). ASGV ( 68).

그림 프로브 특이성 분석< 66. ASGV >

그림 프로브를 이용한 < 67. ASGV Field test>
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그림 사과 시료 프로브 반응 결과< 68. ASGV >

○ 은 크게 두가지 방식으로 나눠지는데 방식과 Digital PCR , droplet-based partitioning 

방식으로 나눠짐 이 중 방식은 검출결과 분석단계에chip-based partitioning . droplet-based 

서 가 버려지기 때문에 를 재확인이 어렵다는 단점이 있음 그러나 product product . chip-based 

방식은 분석 후에도 를 회수할 수 있고 시퀀스 분석을 통해 재확인이 가능함 따라서 product , . 

의 초민감 검출을 위하여 방식을 사용하였음 그림 ASGV chip-based ( 69).
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그림 기반 < 69. Chip-in-a-tube digital PCR>

○ 을 활용해 특이성과 를 통해 사용 가능성을 확인한 Real-time PCR (RT-qPCR) field test

와 를 에 적용하였음 에 감염된 시료에서 를 추출하고 primer probe digital PCR . ASGV RNA

반응을 진행하여 를 합성하였음 이후 을 하여 reverse-transcription cDNA . serial dilution

과 반응을 진행하였음 반응액은 qPCR dPCR . 2 x iTaq universal probe reation mix( ™ 

의 의 각 와 BioRad), 20 x JN solution (JN medsys), 10-30 ng cDNA, 250 nM primer 175 

를 총 로 조성하였음 반응 시간은 분 초nM Probe 15 ul . 95 5 , 40 cycles (95 50 , 56 90℃ ℃ ℃ 

초 분동안 를 사용하여 반응하였음 그 결과 와 에서는 반응이 ), 72 5 Clarity . negative NTC℃ ™

일어나지 않았고 에 감염된 시료에서만 반응되었음 그림 또한 과 비교결과 , ASGV ( 70). qPCR

배정도 민감한 결과를 나타내었으며 바로 정량이 가능하다는 장점이 있었음 표 10 , ( 12).

그림 < 70. ASGV-CP Position plot>
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  표 검출을 위한 과 민감도 비교 < 36. ASGV RT-qPCR RT-dPCR >
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배 바이러스 신속진단기법 매뉴얼

가 배 시료에서 핵산 추출

제품의 

를 따름

에 정도의 시료를 넣음 액체질소를 사용하여 를 미리 얼려

줘서 시료의 온도를 낮게 유지해주는 것이 중요함

시료가 담긴 에 의 와 의 β 따로 구매

를 분주 후 해줌

에 해준 액체를 옮겨주고 에서 분 동안 원심분리를 

해줌

원심분리 후 아래로 떨어진 액체를 에 분주 후에 

에서 분 동안 원심분리를 해줌

원심분리 후 아래로 떨어진 액체와 의 를 한 후에 

에 분주 후에 에서 분 동안 원심분리를 해줌

원심분리 후 아래로 떨어진 액체는 버리고 다시 를 끼운 후에 의 

를 분주한 후에 에서 초 동안 원심분리를 해줌

원심분리 후 아래로 떨어진 액체는 버리고 다시 를 끼운 후에 의 

를 분주한 후에 에서 초 동안 원심분리를 해줌

원심분리 후 아래로 떨어진 액체는 버리고 다시 를 끼운 후에  

에서 분 동안 원심분리를 해줌

원심분리 후 새로운 에 를 끼운 후에 의 

또는 를 분주 후에 상온에서 분 동안 기다림

분 후에 에서 분 동안 원심분리를 해줌

를 제거 후 에서 보관함
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나 를 이용한 와 검출 매뉴얼

제품의 를 따름

에 제공되는 에 의 와 

를 각각 를 와 

를 넣고 한 후 의 를 

넣고 해줌

후 한 를 에서 분간 하고 꺼낸 후 다

시 하여 잘 섞어주고 한 후 에서 분간 함

반응 후에 의 에서 분간 전기영동 하여 결과를 확인함

목록 

Target virus Primer pair Sequence 5’-3’
Product size

(nt)

ASPV ASPV1F TCAATGGAGGGTACCCAGGCTGTTAATTTT 146

ASPV1R TCAACTTTACTAAAAAGCATAAGTACTGAA

ASGV ASGV1F GTAGGAGTGTATCTCTGGAAGACTCACATAGACCC 143

ASGV1R AAATATTTACAATAGTGATTGCAGAGAAGAAGGTA
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다 를 이용한 검출 매뉴얼

제품의 를 따름

에 제공되는 에 의 와 

를 각각 를 와 

를 넣고 한 후 의 를 

넣고 해줌

후 한 를 에서 분간 하고 꺼낸 후 다

시 하여 잘 섞어주고 한 후 에서 분간 함

반응 후에 의 에서 분간 전기영동 하여 결과를 확인함

목록 
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라 를 이용한 검출 매뉴얼

에 의 의 의 의 

의  

의 의 를 넣어줌

추출물을 분주한 후 총량 에 맞추고 하여 잘 혼합함

농도에 따라 와 의 양이 달라질 수 있음

와 같은 높은 온도에서 활성이 가능한 를 별도로 구매해야함

후 한 를 에서 분간 함

반응 후에 를 분주한 후 하여 잘 혼합함

를 통해 형광을 관찰하거나 육안으로 색 변화를 확인하여 검출 결과를 확인함 또는 

에서 분간 전기영동하여 결과를 확인함

a

목록
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바 를 이용한 검출 매뉴얼

에 의 의 의 의 

의 

의 의 를 넣어줌

추출물을 분주한 후 총량 에 맞추고 하여 잘 혼합함

농도에 따라 와 의 양이 달라질 수 있음

와 같은 높은 온도에서 활성이 가능한 를 별도로 구매해야 함

후 한 를 에서 분간 함

반응 후에 를 분주한 후 하여 잘 혼합함

를 통해 형광을 관찰하거나 육안으로 색 변화를 확인하여 검출 결과를 확인함 또는 

에서 분간 전기영동하여 결과를 확인함

목록
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사 를 이용한 검출 매뉴얼

에 의 의 의 의 

의 

의 의 를 넣어줌

추출물을 분주한 후 총량 에 맞추고 하여 잘 혼합함

농도에 따라 와 의 양이 달라질 수 있음

와 같은 높은 온도에서 활성이 가능한 를 별도로 구매해야 함

후 한 를 에서 분간 함

반응 후에 를 분주한 후 하여 잘 혼합함

를 통해 형광을 관찰하거나 육안으로 색 변화를 확인하여 검출 결과를 확인함 또는 

에서 분간 전기영동하여 결과를 확인함

Target Primers Sequence 5’-3’

ASSVd

F3 GCCGCTGCGTCAAAGA
B3 GCTGCCAGCACTAACGCC
FIP ACCTACTCTTCGCGCCGCTTTTTCGTGAGAGAACAGGGGGCTA
BIP CGGACAGGGCCTCAACACCTTTTCTCGCACCAGTTCCGC
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제 협동연구기관 국립종자원< 3 >– 

과수 바이러스 피해현황 구축 및 무병묘 이력 추적시스템 개발

서론

국내 주요 대 과종의 재배면적은 월 기준 국가통계포털 으로 사과

배 복숭아 포도 감귤

기타 로 전체 과수의 약 를 차지하고 있다 감귤의 경우 사과 배 다

음으로 재배면적이 많으며 주요 재배지역으로는 제주지역이 년 기준 로 대부분을 차

지하며 전남 경남 진주 등에서 일부 재배되고 있는 추세이다 국내 과수 바이러스에 의한 피

해 현황은 사과 배 포도 복숭아 감 감귤 보고되어져 있다

원예원 과수 바이러스 감염 시 생산량 감소 생육불량 결실지연 과일 착색 불량 기

형과 발생 및 과일 당 산도 저하 등 과수 전체의 생육에 지장을 초래한다고 보고되어져 있다

국내 대 과종의 대상 바이러스 바이로이드는 사과는 바이러스 종 

와 바이로이드 종 배는 바이러스 종 

과 바이로이드 종 

복숭아는 바이러스 종 

바이로이드 종 포도는 바이러스 종 

감귤은 

바이러스 종 

등이 특정병으로 지정되어 있다 종자관리요강

과수 선진국인 네덜란드 이태리 미국 등은 국내 대상 바이러스 바이로이드 뿐만 아니라 추

가적으로 과수에 피해를 주는 바이러스 바이로이드를 지정하여 관리하고 있다

국내 과수 묘목 유통 체계는 일부 업체를 제외하고는 이력관리가 제대로 이루어지지 않고 있

다 과수 바이러스의 특성상 묘목에 감염이 되었어도 단시간 내에 증상이 나타나기 어렵고 실

제 재배농가에 몇 년을 재배한 후 문제가 발생할 확률이 높기 때문에 무병묘를 공급하는 것이 

가장 좋은 방법일 것이다

본 연구과제에서는 첫 번째로 과수에 피해를 주는 바이러스의 종류에 대해 알아보고 현재 

보고되어져 있는 바이러스뿐만 아니라 본 연구를 통해 알아낸 바이러스들에 대한 데이터베이

스 구축 및 진단법을 개발하는 것이다 두 번째로는 대부분의 과수 바이러스들이 접목을 통해 

전염되기 때문에 재배농가에서 피해가 발생하였을 때 어느 묘목에서 유래되었는지를 추적할 

수 있는 이력 체계를 마련하는 것이다

감귤 바이러스 의심시료 수집 및 실태 조사

가 재료 및 방법

국내에 보고되어져 있는 감귤 바이러스 바이로이드 종류 조사

기존에 국내에 보고되어 있는 감귤 바이러스 바이로이드의 종류와 진단 프라이머를 조사하
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였다 국내에 보고되어져 있는 감귤 바이러스는 종으로 

원예원

등 이 있으며 바이로이드의 경우는 종으로 

에 의해 보

고 되었어져 있으며 현재 국내에는 개가 보고 되어져 있다

감귤 주산지 바이러스 바이로이드 의심 시료 수집

시료 수집 지역은 국내에 감귤 주산지로 잘 알려져 있는 제주도 서귀포일대 강정동 남원

읍 전라도 영암 일대를 년 년 에 걸쳐 조사하였다 실험에 사용된 감귤 잎은 바이

러스 감염 증상이 나타나기 시작한 시점인 월과 월 각각 차에 걸쳐서 잎 기형

황화 황백화 증상을 보이는 시료를 각각 채집하였다 차년

도에 각각 차에 걸쳐서 바이러스 유사증상을 보이는 총 점을 수집하였고 그 중 상호 감

염특성이 다르다고 생각되는 대표시료를 총 점을 선발하였다 그림 차년도에는 유사한 증상

을 보이는 시료를 제외한 총 점의 시료를 선발하였다 주요 감귤 품종은 조생종인 하례조생

궁천조생 한라봉 레드향 천혜향 노지 밀감을 주로 수집하였다

그림 감귤 바이러스 감염에 따른 증상들 제주
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감귤 주산지 유통묘목 시료 수집

감귤의 주산지인 제주도 전라도 경상도에서 유통되고 있는 감귤 묘목을 구입하여 묘

목에 감염되어 있는 바이러스 감염 실태를 조사하였다 감귤 묘목 품종은 제주도 품종 레드

향 한라봉 황금향 천혜향 전라도 품종 노지 감귤 한라봉 황금향 천혜향 레드향 경상도 

품종 조생귤 천혜향 황금향 한라봉 레드향 상보감 을 선정하였으며 각각 주 내외씩 구입

하여 잎 시료를 확보하였다 그림 

그림 감귤 유통 주요 묘목들 레드향 한라봉 천혜향 황금향 노지감귤 
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감귤 유통 과일 시료 수집

시중에 유통 판매되고 있는 일부 감귤 과일에 바이러스 감염 실태를 조사하기 위해 전라도 

품종 한라봉 천혜향 과일을 구매하였다 그림 육안으로 일부 바이러스 감염이 의심되는 오

갈 모자이크 위축 증상의 시료를 확보하였다

그림 감귤 유통 과일들 전라도 와 한라봉 와 천혜향

감귤 바이러스 분석 및 진단을 위한 추출

차세대염기서열분석 을 위한 추출

각 시료를 액체질소를 이용하여 곱게 마쇄한 후 초저온냉동고 에 보관 후 자동핵산추출

장비를 이용하여 를  추출에 사용하였다 리보솜 

제거 이중가닥 합성 라이브러리 제작 및 시퀀싱은 테라젠이텍스

에 의뢰하였다

진단을 위한 추출

과일의 껍질 부분 및 잎 시료 전체를 마쇄하여 그림 의 방법으로 를 추출하였

다 차세대염기서열분석법 으로 분석된 바이러스들을 확인하기 위하여 제작되어진 진단용 프
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라이머를 가지고 을 수행하였다 은 다음의 조건으로 분

분 초 초 초 분 으로 수행

하였다

그림 감귤 바이러스 진단 과정

나 결과 및 고찰

차세대염기서열분석 을 이용한 감귤 시료 분석 

채집된 감귤 시료에서 바이러스 감염 여부를 확인하기 위하여 년 년에 걸쳐 채집한 

시료 점을 차세대염기서열 방법으로 분석하였다 표 

표 정보 및 결과

Name of Sample Citrus 

Average Library Size (bp) 313

Average Library Insert Size (bp) 193

Kit Information TruSeq Stranded Total RNA Kit with Ribo-Zero Plant 

RNA-seq Platform Illumina Hiseq 2500 platform 100bp Pair End

Statistics or Features Data

Yield (Gbp) 30.45

Total bases (bp)  30,450,098,524

No. of raw reads  301,486,124

GC rate (%) 29.82

Bases rate more than Q30 (%) 91.67
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결과 전체 리드 를 확보하였으며 이를 이용하여 드노보 합성 

전사체 분석 을 실시하여 콘틱 를 제작하였다

분석은 시크 제네시스 에 구축한 를 

이용하여 을 수행하였다 전체 리드 중에서 필터링을 거쳐 일부 리드 제거를 

수행한 후 개의 콘틱을 생산하   였다 이 중에서 식물 바이러스 및 바이로이드 관련 콘틱 

개를 최종적으로 확보한 뒤 와 및 를 

대상으로 서열 유사성 검색을 수행하였다 콘틱 을 기준으로 하나 

이상의 에 하였다 표 

표 결과

분석 결과 개 과의 바이러스

와 과의 바이로이드 를 확인하였다 종 단위 분석 결과 

종의 바이러스와 종의 바이로이드가 검출 되었다 표 

Summary Data

Number of raw reads 301,486,124 

Number of reads for assembly after initial filtering of plant mRNAs 184,523,040

Number of contigs assembled 297,922

Max length of contigs (bp) 37,899

Average length of contig (bp) 1,341.1

Total length of contigs (bp) 399,557,231
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표 차세대염기서열 결과 분석된 바이러스와 바이로이드 목록

Order Family Subfamily Genus Species

Virus

Tymovirales Betaflexiviridae Trivirinae Capillovirus Apple stem grooving virus 

Tymovirales Betaflexiviridae Trivirinae Citrivirus Citrus leaf blotch virus

Unassigned Closteroviridae - Closterovirus Citrus tristeza virus

Unassigned Luteoviridae - Enamovirus Citrus vein enation virus

Picornavirales Secoviridae - Sadwavirus Satsuma dwarf virus

Tymovirales Tymoviridae - Marafivirus Grapevine asteroid mosaic associated virus

Tymovirales Tymoviridae - Marafivirus Nectarine marafivirus M

Tymovirales Tymoviridae - Marafivirus Olive latent virus 3

Tymovirales Tymoviridae - Tymovirus Turnip yellow mosaic virus

Ortervirales Retroviridae - - Citrus endogenous pararetrovirus

Viroid

Unassigned Pospiviroidae - Apscaviroid Citrus bent leaf viroid

Unassigned Pospiviroidae - Apscaviroid Citrus dwarfing viroid

Unassigned Pospiviroidae - Hostuviroid Hop stunt viroid

표 지도제작 후 분석된 바이러스 종명 및 콘틱 개수 목록

바이러스의 경우 국내 미보고 종 과 신종으로 

추정되는 종

를 확인하였다 그림 

　 Species No. of Contig

Viroid Citrus bent leaf  viroid 3

　 Citrus dwarfing  viroid 1

　 Hop stunt viroid 1

Virus Apple stem grooving  virus 9

　 Citrus endogenous  pararetrovirus 827

　 Citrus leaf blotch  virus 74

　 Citrus tristeza virus 618

　 Citrus vein enation  virus 4

　 Grapevine asteroid  mosaic associated virus 5

　 Nectarine marafivirus  M 1

　 Olive latent virus 3 1

　 Satsuma dwarf virus 31

　 Turnip yellow mosaic  virus 1
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그림 국내 감귤 미보고 바이러스 종
검출 콘틱 모식도 빨간색 콘틱 위치
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그림 감귤시료에서 검출된 신종바이러스 로 추정되는 바이러스 종 콘틱 모

식도 빨간색 콘틱 위치

그림 감귤 시료에서 검출된 신종바이러스 로 추정되는 바이러스 종 콘틱 모

식도 빨간색 콘틱 위치

진단용 프라이머를 이용한 바이러스 동정 및 염기서열 등록

차세대염기서열 분석 결과와 증상을 바탕으로 국내에서 첫 확인된 

를 확인 할 수 있는 진단용 프라이머를 제작하여 바이러스를 확인하였다 그림 표 
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그림 감귤 제주 증상

진단을 수행한 결과 년 전남 일대에서 수집한 감귤 시료 점과 년 제주도에서 채

집한 시료 점에서 양성 반응을 보였으며 이는 염기서열분석을 통해 최종적으로 바이러스를 동정하

였다 그림 

표 감귤 바이러스 진단에 사용된 프라이머 정보

Primer name Oligonuleotide sequence (5’ to 3’) Size (bp)

CLBV-F GCAAGACACTCTGTCTCAAAT
213 

CLBV-R CCTTTTTGGAGTAGATACCTAT

CTV-F CCGTACTAACGCCCTTCGAG
439

CTV-R GCACTACCGTCTGCTATGATG

CVEV-F AATTACGGCGTATCTATGGTGAGTCG
391

CVEV-R AATGAGATAGCCCGGTTGTCCAG

ASGV-F1 AAGTATAAAGGCAGGCATGTC
535

ASGV-R1 AAGTATAAAGGCAGGCATGTC
CiMV-F TCTCACTCAAGGAAGATATTCA

298
CiMV-R TGAATCAATAATTTCAAAGGCTG
Actin-F TCCACCATGTTCCCAGGTAT 210

내재유전자( )Actin-R CATCTCTGTCTGCCACCTGA

추가적으로 국내에서 첫 보고된 전남 시료와 제주 시료 각 점씩을 이용하여 일부 유전자인 

외피단백질 이동 단백질 의 전체 게놈을 결정하고 유연

관계분석을 수행하였다 그 결과  전남과 영암 분리주는 기 보고된 분리

주들과 이상의 높은 상동성을 보인반면 과는 명확하게 구분이 

되었다 그림 위 결과를 바탕으로 국내에서 첫 확인된 전남과 영암 분리주들은 

에 염기서열을 등록하였다 외피단백질 이동단백질
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그림 국내 감귤에서 검출된 진단 결과 감염 시료 번

그림 국내 감귤에서 검출된 와 기보고된 분리주의 유연

관계 분석 외피단백질 이동단백질
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는 제주 대천동 점 시료 와 제주 위미리 시료에서는 

점 중 점이 감염되어 있는 것을 확인하였다 그림 의 경우 차년

도 채집 시료에서도 점 중 점에서 검출이 되었다 반응이 신뢰성을 위해 내재유전자인 

을 이용하여 최종적으로 같이 확인하였다

그림 년 제주도 감귤 바이러스 의심 시료 검출 결과 감염시료 

내재유전자

감귤 주산지 유통묘목 및 과일 시료 바이러스 감염률 조사

주요 감귤 주산지인 전라도 품종 경상도 품종 제주도 품종 에서 유통 판매되고 있는 감귤 

묘목과 과일의 바이러스 전체 감율률은 로 나타났으며 전라도 시료의 감염률은 경

상도 제주도 로 조사되었다 표 바이러스별 감염양상은 

로 나타났으며 는 검출되지 않았다 표 

각 시료별로 바이러스 감염 조합을 분석하여 본 결과 단독 감염률은 복합 감염률 중 

종 감염률은 종은 종은 총 복합 종 종 종 은 나타났으며 미

검출률은 로 나타났다 표 
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표 묘목 및 과실의 바이러스 감염률

지역 품종명 시료 시료수 검출시료수
진단결과RT-PCR 

CTV CVEV CiMV CLBV ASGV

전라도

노지감귤 잎 40 40 20 40 0 13 0
천혜향 잎 10 10 10 6 0 4 0
천헤향 과일 14 14 14 0 1 1 0
한라봉 잎 10 10 10 0 0 3 0
한라봉 과일 11 11 11 2 0 0 0
황금향 잎 20 20 20 0 6 16 0
레드향 잎 20 20 20 20 18 16 0

경상도

감귤 조생귤( ) 잎 20 18 18 6 3 9 0
천혜향 잎 40 5 0 5 0 0 0
황금향 잎 20 20 20 0 0 12 0
레드향 잎 40 27 25 25 23 23 0
한라봉 잎 40 23 22 0 0 3 0
상보감 잎 20 1 0 0 0 1 0

제주

천혜향 잎 20 19 19 9 0 17 0
황금향 잎 20 20 20 2 0 16 0
한라봉 잎 20 20 20 2 0 1 0
레드향 잎 20 20 20 18 17 15 0

계 385 298 269 135 68 150 0
감염률(%) 77.4 69.8 35.0 17.6 38.9 0.0
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표 시료별 바이러스 감염양상

지역 전라도 경상도 제주도 계

품종명

노
지
감
귤
잎( )

천
혜
향
잎( )

천
혜
향
과일( )

한
라
봉
잎( )

한
라
봉
과일( )

황
금
향
잎( )

레
드
향
잎( )

조
생
감
귤
잎( )

천
혜
향
잎( )

황
금
향
잎( )

레
드
향
잎( )

한
라
봉
잎( )

상
보
감
잎( )

천
혜
향
잎( )

황
금
향
잎( )

한
라
봉
잎( )

레
드
향
잎( )

17

감염 조합 40 10 14 10 11 20 20 20 40 20 40 40 20 20 20 20 20 385

단
독
감
염

CTV 　 1 2 7 9 3 5 　 8 　 20 18 4 2 79
CVEV 18 　 　 　 5 2 　 25
CiMV 　 　 　 　 　 　 　

CLBV 　 　 　 　 　 　 1 1 2
ASGV 　 　 　 　 　 　 　

복
합
감
염

CTV+
CVEV

18 5 　 2 　 1 4 　 1　 　 1 32

CTV+
CiMV

　 1 　 1 　 　 　 1 3

CTV+
CLBV

　 3 11 3 　 11 5 　 12 　 2 14 8 69

CVEV+
CLBV

2 2

CTV+
CVEV+
CiMV

　 　 　 　 3 　 1 　 4 8

CTV+
CVEV+
CLBV

2 1 　 　 　 1 1 　 　
1 　 1 3 2 9 21

CTV+
CiMV+
CLBV

　 　 　 5 2 　 2 　 1 10

CTV+
CVEV+
CiMV+
CLBV

　 　 　 　 15 1 　 20 　 11 47

미검출 　 　 　 　 2 35 13　 17　19 1 87

묘목년생 년생

상위 단계 묘목의 바이러스 검정 이력관리 체계 구축 

과수 사과 배 포도 복숭아 감귤 상위 단계 묘목 원종 모수 의 바이러스 검정 이력 추적 관

리를 위해서는 이력 등록이 필요하고 이력번호를 부여받아야 한다

방안 종자검사요령 고시 보증표시의 분류번호를 이용하는 것으로 작물번호와 종류번호

를 부여하고 원종은 계통별 주수가 많지 않아 각 기관이 관리하도록 한다 과수 묘목의 소집단 

번호는 최초 회 부여하여 소집단 소멸 시까지 사용한다 또한 모수 또는 보급종에 대해서는 

직 상위단계의 번호를 함께 표기하여 이력 추적이 가능하도록 하였다
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표 이력번호 생성방법

생산단계 원종 모수 보급종 예시

표시방법

작물류 번호- 
작물종 번호-

기관번호-
작물번호* : 

과수 묘목 번( ) 18
종류번호* : 

사과 배(01), (02), 
복숭아(03), 
포도 감귤(04), (05)

작물류 번호-
작물종 번호-

생산자 지정번호-
모수일련번호-

*생산자 지정번호
업체별 고유번호는( )  
발급기관에서 
부여

작물류 번호-
작물종 번호-

생산자 지정번호-
모수일련번호-

보급묘 생산년도-
소집단 일련번호-
소집단 일련번호는 *
업체에서 자체 
부여

(18-01)110-018-20-001
과수 사과 서울농원 계통 - - -18

모수 년 생산 첫번째 보급묘-20 -

그림 과수 묘목 이력관리 체계 및 모수번호예

과수 주요 바이러스별 검사 매뉴얼 구축

기관별 차세대염기서열분석 결과 해외사례 및 정책제안을 바탕으로 우선적으로 피해를 주는 

바이러스 및 바이로이드를 선정하여 진단방법을 구축하였다 기존 단일 진단법에서 동시다중진단을 할 

수 있는 방법으로 개선하였다
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표 사과 배 프라이머 및 진단조건

과종 바이러스 바이로이드· 염기서열 (5` 3`)→ 밴드 크기 

사과 배,  ACLSV
 (Apple chlorotic leaf spot virus)

 F: GCAGACCCCTTCATGGAAAGA
 R: CGCAAAGATCAGTCGTAACAGA 509 bp

사과  ASPV
 (Apple stem pitting virus)

 F: AAGCATGTCTGGAACCTCATG
 R: GATCAACTTTACTAAAAAGCATAAGT 367 bp

사과 배,  ASGV
 (Apple stem grooving virus)

 F: AATGAGTTTGGAAGACGTGCTTC
 R: TGAACCGGAGGGGTATCAAATCC 264 bp

사과 배,  ASSVd
 (Apple scar skin viroid)

F: ACGAAGGCCGGTGAGAAAG
R: CCGCTGCGTCAAAGAAAAAG 202 bp

사과  APMV
 (Apple mosaic virus) 

F: CTCCAAACACAACTTTTGATGACTT
R: GTAACTCACTCGTTATCACGTACAA 123 bp

사과  ApNMV
 (Apple necrotic mosaic virus)

F: CTTGCGTGCAATCGATATGG
R: TCATCTCAACCTAGACATCC 650 bp

사과 배,  nad5
반응 대조구 ( )

 F: GATGCTTCTTGGGGCTTCTTGTT
 R: CTCCAGTCACCAACATTGGCATAA 181 bp

사과 배 고유 유전자 를 증폭 대조구로 사용

각각의 검정 처리구에 양성 음성 무처리 시료를 함께 포함하여 실시

전기영동시 해당 바이러스의 고유 증폭크기가 검출되는 시료를 감염주로 판정

반응 조건 전용

분 분 초 초 분

분 

표 포도 프라이머 및 진단조건

과종 바이러스 및 대조구 염기서열(5` 3`)→ 밴드 크기

포도

 GLRaV-3
(Grapevine leafroll associated virus-3)

 F: GCCCGAAAAATACGTATTCGCCA
 R: CTTCTTACACAGCTCCATCAATGC 310 bp

 GLRaV-1
(Grapevine leafroll associated virus-1)

F: TATGTGCTGAAGTGATGGGTAAT
R: GTGTCTGGTGACGTGCTAAACG 100 bp

 GFkV
(Grapevine fleck virus)

F: ATGCCGCCTCTCCGTCTGCTGACCA
R: GTGATGTCATACCACAGGAACT 166 bp

 18s rRNA
반응 대조구( )

F: TCCAATAGCGTATATTTAAGTTGT
R: AAGTTTCAGCCTTGCGACCATACT 550 bp

GFLV
(Grapevine fanleaf virus)

F: TCCCGGGGTGTATGTGGAAG
R: GCTCCCACTGCTCTT(A/G)CCAA 451 bp

HSVd
(Hop Stunt viroid)

F: TGAGCCCCTCTGGGGAATTC
R: AGAGAGGATCCGCGGCAGA 302 bp

GYSVd-2
(Grape vine yellow speckle viroid-2)

F: ACTAGTACTTTCTTCTATCTCCGAAGC
R: CGGAGGCCTTCCGAGGTG 229 bp

GYSVd-1
(Grape vine yellow speckle viroid-2)

F: CAAAGCCCTTTTTCTTTCAACTGAG
R: CGGAGGCCTTCCGAGGTG 126 bp

포도 고유 유전자 를 증폭 대조구로 사용

반응 조건 전용

분 분 초 초 분

분 



- 149 -

표 복숭아 프라이머 및 진단조건

과종 바이러스 바이로이드· 염기서열 (5` 3`)→ 밴드 크기 

복숭아

 ACLSV
 (Apple chlorotic leaf spot virus)

 F: GCAGACCCCTTCATGGAAAGA
 R: CGCAAAGATCAGTCGTAACAGA 509 bp

 HSVd
 (Hop stunt viroid)

 F: CTGGGGAAT TCTCGAGTTGC
 R: AGGGGCTCAAGAGAGGATC 296 bp

 nad5 
반응 대조구( )

 F: GATGCTTCTTGGGGCTTCTTGTT
 R: CTCCAGTCACCAACATTGGCATAA 181 bp

사과 배 고유 유전자 를 증폭 대조구로 사용

반응 조건 전용

분 분 초 초 분

분 

표 감귤 프라이머 및 진단조건

과종 바이러스 및 대조구 염기서열(5` 3`)→ 밴드 크기 

감귤

 CTLV
 (Citrus tatter leaf virus)

 F: CCCGCTGTTGATTTGATACACCT
 R: TGCGAATTTCACACGACTCCTAA 503 bp

 CTV
 (Citrus tristeza virus)

 F: CCGTACTAACGCCCTTCGAG
 R: GCACTACCGTCTGCTATGATG 439 bp

 CLBV
 (Citrus leaf blotch virus)

 F: GCAAGACACTCTGTCTCAAAT
 R: CCTTTTTGGAGTAGATACCTAT

213 bp

 CVEV
 (Citrus vein enation virus)

 F: AATTACGGCGTATCTATGGTGAGTCG
 R: AATGAGATAGCCCGGTTGTCCAG

391 bp

 ASGV
 (Apple stem grooving virus)

 F: AAGTATAAAGGCAGGCATGTC
 R: AAGTATAAAGGCAGGCATGTC

535 bp

 CiMV
 (Citrus mosaic virus)

 F: TCTCACTCAAGGAAGATATTCA
 R: TGAATCAATAATTTCAAAGGCTG

298 bp

 actin
반응 대조구 ( )

 F: TCCACCATGTTCCCAGGTAT
 R: CATCTCTGTCTGCCACCTGA

210 bp

감귤 고유 유전자 를 증폭 대조구로 사용

반응 조건 전용

분 분 초 초 분

분 

연구개발 성과

논문게재

No 논문명 학술지명 주저
자명 호 국명 발행기관 여부SCI

비(SCI/ SCI) 게재일

1

First report of 
citrus leaf blotch 
virus in Satsuma 

mandarin in 
Korea

Journal of 
Plant 

Pathology

박충열, 
박정란, 
김홍섭, 
이승인, 
문제선

101:
1229 Italia S.I.Pa.V SCIE 1 April

2019
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학술회의 발표

지식재산권

기술이전

No 회의명칭 발표자 발표일시 장소 국명

1
한국원예학회 임시 총회 및 2018

제 차 109
추계학술발표회 구두발표( )

이승인 2018. 10. 19. 여수 대한민국

2 춘계한국식물병리학회2019 
포스터 발표( )

박충열 박정란,  ,
백다솜 이근식,  ,
이승인 나채선,  ,
김진기 김혜경,  ,
이수헌 김홍섭,  

2019. 4. 25-26 부산 대한민국

3 추계한국식물병리학회2019 
포스터 발표( )

이근식 백다솜, , 
박정란 이진영, , 
김민순 정은선, , 
김홍섭

2019. 10. 16-19 나주 대한민국

4 추계한국식물병리학회2019 
포스터 발표( )

백다솜 이진영, , 
박정란 이근식, , 
김미순 박충열, , 
정은선 김홍섭,   

2019. 10. 16-19 나주 대한민국

5 추계한국식물병리학회2019 
포스터 발표( )

백다솜 박충열, , 
박정란 이진영, , 
김미순 이근식, , 
정은선 김홍섭,   

2019. 10. 16-19 나주 대한민국

No 지식재산권 등 명칭
건별 각각 기재( ) 국 명

출원 등 록
기여율

출원인 출원일 출원
번호 등록인 등록일 등록번호

1

사과 및 배에      
발생하는  

바이러스 및 
바이로이드 감염 
다중 진단을 위한 
프라이머 세트 및 

진단방법

대한민국

국립종
자원장,
경북대
산학협
력단

18.08.08.
10-2018
-009250

1

국립종자
원장,

경북대산
학협력단

20.10.06 10-21650
43 100%

No 기술이전 유형 기술실시계약명
기술실시
대상기관 

기술실시
발생일자

기술료
당해연도 발생액( ) 

1

출원중인 「
직무발명 의 」
통상실시권 
실시계약

국립종자원( )

사과 및 배에      
발생하는  

바이러스 및 
바이로이드 감염 
다중 진단을 위한 
프라이머 세트 및 

진단방법

미소진 2018.09.01. 년2,250,000(3 )

2 넥스바이오 2018.09.01. 년1,962,000(3 )

3 캔서롭 2018.09.01. 년3,150,000(3 )
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홍보

No 유형 매체명 홍보내용 홍보일자

1 잡지기고 농경과원예

「사과 바이러스 한번에 잡는다 다중검정기술 ! ‧
특허출원 진단키트 국산화 성공, 」

- 국립종자원은 사과 배 묘목에서 여러 개의 ‧
바이러스를 한 번에 검정할 수 있는 다중 
진단 기술을 경북대학교 이수헌 교수 와 공동( )
개발하고 이를 국내 업체에 기술이전하, 여 진
단키트로 제품화 하였다 이번에 개발된 진. 
단기술은 바이로이드까지 동시에 진단할 수 
있어 기존 진단법에 비해 사용이 간편하고 저
렴하다 또한 정밀도와 안정성을 획기. 적으로 
개선하여 우리나라 과수 바이러스 진단기술
을 한 단계 끌어올렸다고 평가받고 있음

- 공공분야의 연구개발이 산업경쟁력뿐만 아
니라 중소기업의 매출 확대에 기여한 상생
협력의 사례임

2018. 
월호11

(pp. 58-59)
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제 협동연구기관 넥스바이오< 4 >– ㈜

과수 바이러스 검출 기술 개발○

연구내용 및 연구결과1. 

가 과수 바이러스 바이로이드 진단 개발 및 상용화 . · RT-PCR kit 

개발목적1) 

종자요강에 제시한 과실수의 바이러스 및 바이로이드를 선제적으로 진단할 수 있는 분자진· 

단키트 개발

사과 배 종 바이러스 종 바이로이드 포도 종 바이러스 복숭아 종 바이러스 종 바· / (4 , 1 ), (3 ), (1 , 1

이로이드 감귤 종 바이러스 진단키트 상용화), (3 ) 

성능평가2) 

각 키트의 혼합물을 이용하여 범위에서 진단성능을 평가하였음· control DNA 1ng ~ 100fg .

사과 배 포도 복숭아 및 감귤 진단키트는 에서 증폭량이 감소하였음 그래서 · · , , 100fg DNA . 

이 검출한계선임100fg .

사과 배◾ 포도◾

복숭아◾ 감귤◾
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제품화3) 

가 제품화) 

진단방법 포함· : Multiplex Conventioal PCR(housekeeping gene )　

진단시료 사과 배 종 바이러스 종 바이로이드 포도 종 바이러스 복숭아 종 바이러· : / (4 , 1 ), (3 ), (1

스 종 바이로이드 감귤 종 바이러스 에서 추출한 , 1 ), (3 ) total RNA

나 진단키트 메뉴얼 및 홍보물 제작) 

사과 배 바이러스 바이로이드 진단검사키트

포도 바이러스 진단검사키트

VCheckTM Virus Detection Kit Series

사과 배· 포도 복숭아 감귤
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복숭아 바이러스 바이로이드 진단검사키트

감귤 바이러스 진단검사키트
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브로슈 제작[ ]

상용화 및 판매실적4) 

년 백만원 년 백만원 매출· 2019 8.6 , 2020 23

거래명세서 및 전자세금계산서 자료 첨부· 
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년 거래명세서 첨부2019◾



- 157 -



- 158 -

년 세금계산서 첨부2020◾
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나 과수 바이러스 현장진단키트 개발 및 시제품화 . 

개발목적1) 

과수 바이러스 현장 진단 국산화 및 성능개선· LFA(lateral flow assay) 

종 항원을 개발하고 그 중에서 종 단클론 항체 를 제작· 7 4 (ACLSV, ASGV, CTV, GLRaV-3)

함.

개발한 단클론 항체는 골드 와 산화철 에 적용하여 현장진단민감도를 비교평가함· -LFA -LFA .

개발결과2) 

가 과수바이러스 항원 및 항체 제작 ) 

과수 바이러스 영역 항원 제작(1) CP(coat protein, caspid) 

과수 바이러스 영역 유전자 합성CP ㉮ 

· 다음과 같이 해당 과종에 대한 바이러스 영역 유전자 정보 기반으로 유전자 합성CP 

· 사과 배/ : ACLSV(KC404887.1), ASGV(MG682509.1)

· 복숭아: ACLSV(KC404887.1)

· 포도: GFkV(KX828706.1), GLRaV1(NC_016509.1), GLRaV3(NC_004667.1)

· 감귤: CTV(KC986380.1)

국립종자원 요강에 제시한 대 과수에 대한 바이러스 목록
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단백질 발현 벡터 클로닝

사과 배 복숭아 종 포도 종 감귤 종 바이러스 영역을 벡터에 클로닝

ASGV○ 

의 영역를 합성한 뒤에 에 함

제한효소 를 처리하여 된 크기를 검증함

를 이용하여 된 염기서열을 검증함

pET21a-ASGV map∎ 제한효소 처리후 확인insert ∎

염기서열 분석결과Insert ∎
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CTV○ 

- 의 영역를 합성한 뒤에 에 함CTV CP pET21a vector cloning 

- 제한효소(HpaI, KpnI 를 처리하여 된 크기를 검증함) cloning insert .

- 를 이용하여 된 염기서열을 검증함T7 promoter primer cloning CTV .

pET21a-CTV map∎ 제한효소 처리후 확인insert ∎

염기서열 분석결과Insert ∎
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GFkV○ 

의 영역를 합성한 뒤에 에 함- GFkV CP pET21a vector cloning 

- 제한효소(HpaI, SacI 를 처리하여 된 크기를 검증함) cloning insert .

- 를 이용하여 된 염기서열을 검증함T7 promoter primer cloning GFkV .

pET21a-GFkV map∎ 제한효소 처리후 확인insert ∎

염기서열 분석결과Insert ∎
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ASPV○

의 영역를 합성한 뒤에 에 함- ASPV CP pET21a vector cloning 

- 제한효소(NdeI, XhoI 를 처리하여 된 크기를 검증함) cloning insert .

- 를 이용하여 된 염기서열을 검증함T7 promoter primer cloning ASPV .

pET21a-ASPV map∎ 제한효소 처리후 확인insert ∎

염기서열 분석결과Insert ∎
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○ GLRaV1

- GLRaV1의 영역를 합성한 뒤에 에 함CP pET21a vector cloning 

- 제한효소(NdeI, XhoI 를 처리하여 된 크기를 검증함) cloning insert .

- 를 이용하여 된 T7 promoter primer cloning GLRaV1 염기서열을 검증함 .

pET21a-∎ GLRaV1 map 제한효소 처리후 확인insert ∎

염기서열 분석결과Insert ∎
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○ GLRaV3

- GLRaV3의 영역를 합성한 뒤에 에 함CP pET21a vector cloning 

- 제한효소(NdeI, XhoI 를 처리하여 된 크기를 검증함) cloning insert .

- 를 이용하여 된 T7 promoter primer cloning GLRaV3 염기서열을 검증함 .

pET21a-∎ GLRaV3 map 제한효소 처리후 확인insert ∎

염기서열 분석결과Insert ∎
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CVEN○ 

의 영역를 합성한 뒤에 에 함- CVEN CP pET21a vector cloning 

- 제한효소(NdeI, XhoI 를 처리하여 된 크기를 검증함) cloning insert .

- 를 이용하여 된 염기서열을 검증함T7 promoter primer cloning CVEV .

pET21a-∎  map 제한효소 처리후 확인insert ∎

염기서열 분석결과Insert ∎
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과수 바이러스 항원 단백질 생산㉰ 

를 처리하고 도 시간 이상 발현유도함 를 회수하고 

를 이용해서 과 상등액 을 분리해서 단백질 전기영동으로 

발현을 확인함

을 이용하여 발현된 단백질을 분리정제하였음

◾

◾
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◾

◾

◾
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과수 바이러스 항체 제작(2) 

항체 정제㉮ 

항원을 암컷 마우스에 면역시킨후 췌장세포를 채취함 와 암 세포의 

을 통해서 항체 발현 세포를 선별함 세포 배양액 상등액은  

을 이용하여 항체 정제

이용하여 세포 배양액 상등액에서 항체 정

제

항체 및 농도 설정 최적화pH ㉯ 

· 등 년 발표논문에 근거에 따라서 적용 단클론 항체 및 농도를  LFA pH 

최적화하였음.

ACLSV① 

에 · 0.1ml AuNP 0.2M K2CO3를 첨가하여 를 으로 조정함pH 6.3, 8.0, 8.5, 9.0 . 

를 첨가하고 상온에서 시간 반응후에 를 이용해서 8ug ACLSV#5 1 ELISA reader

구간에서 흡광도를 측정함530nm, 580nm, 600nm . OD530nm/OD580nm, 

비율로 계산하여 은 감소하다가 증가하OD600nm/OD530nm OD530nm/OD580nm

는 은 증가하다가 감소하는 가 일치하는 곳을 최적화pH, OD600nm/OD530nm pH

된 로 설정함pH .

와 가 일치하는 곳은 임· OD530nm/OD580nm OD600nm/OD530nm pH = 8.5 .
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을 로 조정하고 항체를 · 0.1ml AuNP pH8.5 ACLSV#5 2.5, 5, 10, 20, 25, 30, 35, 

농도 범위에서 반응시키고 흡광도를 측정하였음 참고문헌40ug 530nm . (

등 년 근거에 따라서 항체처리농도가 증가하는 구간에서 흡광도가 감소하 

다가 증가하는 지점인 이 적절한 항체 농도임을 확인함10ug . 

CTV② 

에 · 0.1ml AuNP 0.2M K2CO3를 적용하여 를 으로 조정함pH 6.3, 8.0, 8.5, 9.0 . 

를 첨가하고 상온에서 시간 반응후에 를 이용해서 8ug CTV#3 1 ELISA reader

흡광도를 측정함530nm, 580nm, 600nm . OD530nm/OD580nm, 

비율로 계산하여 은 감소하다가 증가하OD600nm/OD530nm OD530nm/OD580nm

는 은 증가하다가 감소하는 가 일치하는 곳을 최적화pH, OD600nm/OD530nm pH

단클론 항체의 선정

단클론 항체 농도에 대한 반응 곡선
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된 로 설정함pH .

와 가 일치하는 곳은 임· OD530nm/OD580nm OD600nm/OD530nm pH = 8.5 .

을 로 조정하고 항체를 · 0.1ml AuNP pH8.5 CTV#3 1, 2, 4, 8, 10, 12, 14, 16ug 

농도 범위에서 반응시키고 흡광도를 측정하였음 참고문헌530nm . ( 등

년 근거에 따라서 항체처리농도가 증가하는 구간에서 흡광도가 감소하다가 증가 

하는 지점인 이 적절한 항체 농도임을 확인함8ug . 

단클론 항체의 선정◼

단클론 항체 농도에 대한 반응 곡선
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ASGV③ 

에 · 0.1ml AuNP 0.2M K2CO3를 적용하여 를 으로 조정함pH 6.3, 8.0, 8.5, 9.0 . 

를 첨가하고 상온에서 시간 반응후에 를 이용해서 8ug ASGV#5 1 ELISA reader

흡광도를 측정함530nm, 580nm, 600nm . OD530nm/OD580nm, 

비율로 계산하여 은 감소하다가 증가하OD600nm/OD530nm OD530nm/OD580nm

는 은 증가하다가 감소하는 가 일치하는 곳을 최적화pH, OD600nm/OD530nm pH

된 로 설정함pH .

와 가 일치하는 곳은 임· OD530nm/OD580nm OD600nm/OD530nm pH = 8.5 .

을 로 조정하고 항체를 · 0.1ml AuNP pH8.5 ASGV#5 4.5, 5, 5.5, 6, 6.5, 7, 7.5, 

농도 범위에서 반응시키고 측정하였음 참고문헌8ug OD530nm . ( 등

년 근거에 따라서 항체처리농도가 증가하는 구간에서 흡광도가 감소하다가 증가 

하는 지점인 이 적절한 항체 농도임을 확인함7.5ug . 

단클론 항체의 선정◼
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GLRaV3④ 

에  0.1ml AuNP 0.2M K2CO3를 적용하여 를 으로 조정함pH 6.3, 8.0, 8.5, 9.0 . 8ug 

를 첨부하고 상온에서 시간 반응후에 를 이용해서 CTV#3 1 ELISA reader

흡광도를 측정함530nm, 580nm, 600nm . OD530nm/OD580nm, 

비율로 계산하여 은 감소하다가 증가하OD600nm/OD530nm OD530nm/OD580nm

는 은 증가하다가 감소하는 가 일치하는 곳을 최적화pH, OD600nm/OD530nm pH

된 로 설정함pH .

와 가 일치하는 곳은 임· OD530nm/OD580nm OD600nm/OD530nm pH = 8.0 .

을 로 조정하고 항체를 · 0.1ml AuNP pH8.5 ASGV#5 4.5, 5, 5.5, 6, 6.5, 7, 7.5, 

농도 범위에서 반응시키고 측정하였음 참고문헌8ug OD530nm . ( 등

단클론 항체 농도에 대한 반응 곡선

단클론 항체의 선정
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년 근거에 따라서 항체처리농도가 증가하는 구간에서 흡광도가 감소하다가 증가 

하는 지점인 이 적절한 항체 농도임을 확인함7.5ug . 

현장시료에 대한 단클론항체 반응성 평가 ㉳ 

과제를 통해 개발된 과수 바이러스 바이로이드 진단키트를 이용해서 검· · RT-PCR 

증된 현장시료는 Plant lysis buffer[1M Tris-HCl(pH8.5), 50% glycerol, 0.25M 

를 이용하여 파쇄하여 확보한 상등액을 이용하여 EDTA, 10% SDS] western blot 

수행함 제작한 단클론 항체를 배 희석하여 도 시간 이상 반응. 100 ~ 1000 4 , 12

함 가 된 항체를 상온 시. HRP(horseradish peroxidase) tagging anti-mouse IgG 1

간 반응하여 반응을 통해서 제작한 단클론 ECL(enhanced chemilluminescence) 

반응성을 확인함.

현장시료는 를 제외한 에서는 예상위치에서 밴· ASPV ACLSV, ASGV, CTV, Gfkv

드가 관찰함.

현장시료에 대한 단클론항체 결과[ western blot ]

단클론 항체 농도에 대한 반응 곡선

단클론항체명 무감염   양성대조군  감염시료 크기
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나 기반 스트립 개발 및 최적화 ) AuNP 

ACLSV① 

항체는 사용하고 대조선 항체는 지시선 항· Coupling 8ug 0.5ug anti-mouse IgG, 

체는 사용함1ug ACLSV#5 .

무감염시료 잎과 감염시료 잎은 · 50mg 1ml lysis buffer(10mM Tris-HCl, 1% 

를 넣고 초 동안 호모게나져를 이용하여 분쇄함 분쇄Tween20, 0.1% PVP) 5~10 . 

한 시료는 분동안 원심분리하여 상등액를 스트립에 적용14,000x rpm, 5 0.1ml 

양성대조군은 미생물에서 발현시킨 항원단백질임· .

항체 선별[ACLSV ]

무감염시료 양성대조군 감염시료
C: 1H2

T: #5

C: 8E1

T: #5

C: 1H2

T: #5

C: 8E1

T: #5

C: 1H2

T: #5

C: 8E1

T: #5

대조선 지시선
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ASPV② 

· 항체 를 통해 종 을 선정하여 항원 재조합단백질 과ASPV pair test 13 pair ASPV ( )

의 교차반응성을 확인함 그외 종 재조합단백질 항원. 4 (ASGV, ACLSV, CTV, 

과의 교차반응도 동시에 확인함GLRaV1) .

· 가지 중에 과 을 선정함13 pair A3B3(Test) A1G7(Coupling) .

항체 선별[ASPV ]
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ASGV③ 

· ASGV 항체 를 통해 종 을 선정하여 pair test 6 pair ASGV 항원 재조합단백질 과( )

의 교차반응성을 확인함 그외 종 재조합단백질 항원. 4 (ASPV, ACLSV, CTV, 

과의 교차반응도 동시에 확인함GLRaV1) .

· 7가지 중에 과 을 선정함pair A5A3(Test) A4H2(Coupling) .

CTV④ 

· CTV 항체 를 통해 종 을 선정하여 pair test 4 pair CTV 항원 재조합단백질 과의 ( )

교차반응성을 확인함 그외 종 재조합단백질 항원. 4 (ASPV, ASGV, ACLSV, 

과의 교차반응도 동시에 확인함GLRaV1) .

항체 선별[ASGV ]
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· 8가지 중에 과 pair A5A2(Test) 8H6 을 선정함(Coupling) .

GLRaV1⑤ 

· GLRaV1 항체 를 통해 종 을 선정하여 pair test 4 pair GLRaV1 항원 재조합단백(

질 과의 교차반응성을 확인함 그외 종 재조합단백질 항원) . 4 (ASPV, ASGV, 

ACLSV, CTV 과의 교차반응도 동시에 확인함) .

· 6가지 중에 과 을 선정함pair 20C5(Test) 7G3(Coupling) .

항체 선별[CTV ]

[GLRaV1 항체 선별 ]
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다 산화철 기반 스트립 제조 및 평가 ) 

산화철 커플링 효율 측정① 

· 는 외산100ug CTV-3(10ug/ul) 40nm AuNP, 350~400nm MNP(nanocs, ), 

국산 에 각각 혼합하여 사용함350~400nm MNP(AMO, ) .

· 커플링 시간 수행 침전 후 상등액 측정상등액을 제거하고 은 1 , pellet OD  pellet

로 현탁함10ul dilution buffer(10mM Tris-Cl, pH8.5/0.25% BSA) .

· 항체는 로 희석함10mM Tris-Cl(pH8.5) .

· 소재는 항체 커플링 이후 값이 음의 값 또는 값을 나AuNP, AMO A280nm 0.01 

타내서 모든 항체가 소재에 결합되는 것을 확인하였지만 소재는 커플링이 nanocs 

되지 않고 남아 있음을 확인함 추가적으로 커플링 방법에 따른 차이를 보여주고 . 

있음.

커플링항체를 패드에 적용할 경우 고유의 색깔을 띠고 있음· .

감염시료 적용후 진단소재 비교평가CTV ② 

감염시료를 이용하여 진단소재를 비교평가하였음· CTV .

외산 국산 진단소재를 이용하여 스트립과 카세트에 적용· AuNP, nanocs( ), AMO( ) 

하였을때 민감도 비교평가하였음.

항체 커플링 이후 상등액 측정OD ◾ 커플링 항체 패드 적용◾

시료명
단백질 농도

와 항체와 반응 상등액
사 와 항체와 

반응 상등액
사 와 항체와 반

응 상등액

G: AuNP, N: Fe3O4(nanocs), A: Fe3O4(AMO)
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· AuNP 소재와 소재을 적용할 경우 대조선과 지시선이 약하게 관찰되는 반nanocs 

면에 소재는 감염시료에서 대조선과 지시선이 구분되게 관찰됨AMO .

라 휴대용 스트립진단기기 개발 ) 

기기의 소형화① 

기존 장비는 휴대하기 힘들고 진단장치와 본체가 분리되어있으며 별도의 전원공· 

급장치가 없음 개선한 제품은 측정장치와 디스플레이의 일체형 장치이며 배터리 . 

전원공급장치로 성능을 개선하였음.

기존 현재

스트립에서 비교평가◾ 카세트에서 평가◾
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진단기기 화면 변경UI(User Interface) ② 

기존 진단기기 프로그램 화면은 매우 복잡하고 초보자들이 사용하기 어려웠음 그· . 

래서 사용하기 편리함을 적용한 진단기기 화면으로 업그레이드함.

스트립 슬라딩 홀더 개발③ 

가 기구설계) 

스트립홀더가 수평으로 슬라이딩하여 측정하도록 고안함· .

나 설계도면) 3D 

진단기기 하부 고정판과 슬라이딩 스트립 홀더· 

기존 현재

전체 모형도◼ 스트립홀더◼
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다 목업) 

측정결과④ 

측정부위를 손가락으로 누르지 않을 경우 또는 누를 경우 및 슬라이딩 스트립 홀· 

더를 적용할 경우 별차이가 없었음.

진단기기 하부 고정판◼ 슬라이딩 스트립 홀더◼

휴대용진단기기와 스트립홀더◼ 스트립홀더를 휴대용진단기기에 결합 모습◼

대조선 측정 지시선 측정

스트립을 누르지 않을경우◾

스트립을 누를때◾



- 188 -

연구개발성과2. 

기술요약정보2-1. 

연구결과3. 

기술적성과3-1. 

· 과수 바이러스 바이로이드 진단 키트는 기존 시판제품에 대비 돌연변이 / RT-PCR 

슬라이딩 스트립 홀더 적용할 경우◾

과수 바이러스 바이로이드 진단 /

키트RT-PCR 

과수바이러스

현장진단키트

가 연도. 년 년· 2018 ~ 2020 년 년· 2019 ~ 2020

나 기술명. 
· VCheck Virus Detection kit(A&P, 

Grape, Mandarin, Peach)
과수바이러스 현장진단키트· 

다 요약내용. 

시간 이내 과수바이러스와 바이로· 3

이드 진단검사할 수 있는 RT-PCR 

키트

사과 배 복숭아 포도 감귤 종 키· / , , , 4

트로 개발함

종 바이러스 바이로이드를 동· 3 - 5 /

시진단가능

분 이내 감염 여부를 현장· 15

에서 판단할수 있는 휴대용검

사키트

산화철 기반 스트립 종· 1

휴대용 진단기기 종· 1

라 기술완성도. 시장개척단계· · 기술개발완료
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진단능력을 개선하였으며 비특이적 반응성을 감소시켰음.

· 과수바이러스 현장진단키트는 기존 골드소재를 산화철소재로 개선하여서 가시적 

인 진단효과 및 휴대용기기로 민감하게 측정할 수 있도록 개선함.

경제적성과3-22. 

가 개발기술과 제품개발을 통한 생산성 향상. 

· 과수바이러스 진단키트를 통해 과수질병의 선제적 차단방역 가능 

과수 무병묘 선별 도구 활용을 통한 농가 생산성 증대· 

나 시장점유율. 

· 국내시장 점유 현재 이상 목표 향후 년이내 5% ( ) 10% ( 3 )→ 

해외시장 점유 년 이내· 1% (5 )

다 매출액증대. 

· 국내시장 억원 현재 억원 년 이내 0.3 ( ) 1.0 (3 )→ 

· 해외시장 억원 향후 년이내 1.0 ( 5 )

마 고용창출. 

· 석사급 연구인력 명 채용 년 1 (2020 )

바 산업기여도. 

· 과수 바이러스 진단영역 개척 

과수 바이러스 사전방역을 통한 농가수익증대· 

차세대염기서열분석 기반 과수바이러스 고해상정밀진단영역 개척· 
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사업화성과 및 매출실적4. 

사업화 성과  -  

항목 세부항목 성 과

사업화

성과

매출액

개발제품
개발후 현재까지 억원

향후 년간 매출 억원

관련제품
개발후 현재까지 억원

향후 년간 매출 억원

시장

점유율

개발제품

개발후 현재까지
국내 

국외 

향후 년간 매출
국내 

국외 

관련제품

개발후 현재까지
국내 

국외 

향후 년간 매출
국내 

국외 

세계시장

경쟁력

순위

현재 제품 세계시장 경쟁력 순위 위

년 후 제품 세계 시장경쟁력 순위 위

사업화 계획 및 매출 실적

항 목 세부 항목 성 과

사업화 계획

사업화 소요기간 년 년

소요예산 백만원

예상 매출규모
억원

현재까지 년후 년후

시장
점유율

단위 현재까지 년후 년후

국내

국외

향후 관련기술 제품을 
응용한 타 모델 제품 

개발계획

열매채소 과채류 콩과종류 엽채류 근채류에 대한 바이러스 진
단 영역 개척

무역 수지
개선 효과

단위 억원 현재 년후 년후

수입대체 내수

수    출
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목표 달성도 및 관련 분야 기여도

목표

가 최종목표

과수 바이러스의 감염 실태 조사에 근거한 신속 현장 진단 기술 개발

나 세부목표

사과 배 복숭아 포도 감귤에 발생하는 바이러스 발생 실태 규명

주요 과수 바이러스 신속 현장 진단 기술 개발

묘목 생산 및 공급체계 개선 정책 방안 마련

검사 대상 바이러스 종자관리 요강 현행화

다 차년도

개발 목표

주관연구기관 한국생명공학연구원

바이러스 감염 의심 사과대목 포도 시료의 수집 및 시료의 분석

협동연구기관 경북대학교

사과 및 복숭아 바이러스 감염주 채집 및 주요 바이러스 감염 실태 조사

협동연구기관 전남대학교

배 바이러스 피해 실태 조사 및 감염주 시료 분석

협동연구기관 국립종자원

감귤 바이러스 의심 시료 수집 및 피해 조사  

협동연구기관 넥스바이오

국내 발생 과수 바이러스 서열 정보 분석  

개발 내용 및 범위

주관연구기관 한국생명공학연구원

주산지 개소 이상 지역에서 시료 수집 

정보 부재 바이러스 동정 기법 활용

협동연구기관 경북대학교

사과 및 복숭아 전국 주산지 주요 바이러스 감염주 채집 사과 및 복숭아 

주요 바이러스 진단법 확보 및 감염실태 조사

협동연구기관 전남대학교

배 주산지 개소 이상에서 바이러스 의심 감염 시료 채취  피해조사 정도 분석

협동연구기관 국립종자원

감귤 바이러스 감염 의심 시료 수집 및 실태 조사

협동연구기관 넥스바이오

주관 및 개 협동으로부터 분양 받은 정보를 활용 최적 에피토프 선정
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라 차년도

개발 목표

주관연구기관 한국생명공학연구원

바이러스 감염 의심 사과대목 포도 시료의 수집 및 시료의 분석

협동연구기관 경북대학교

사과 및 복숭아 전국 주산지 주요 바이러스 감염주 채집 및 감염실태 분석

협동연구기관 전남대학교

배 바이러스 피해 실태 조사 및 감염주 시료 분석

협동연구기관 국립종자원

과수 무병묘 이력추적시스템 구축  

협동연구기관 넥스바이오

국내 발생 과수 바이러스 서열 정보 분석  

개발 내용 및 범위

주관연구기관 한국생명공학연구원

주산지 개소 이상 지역에서 시료 수집 

정보 부재 바이러스 동정 기법 활용

협동연구기관 경북대학교

사과 및 복숭아 감염 바이러스 종류 조사

사과 및 복숭아 지역 및 조직별 감염실태 분석

협동연구기관 전남대학교

배 주산지 개소 이상에서 바이러스 의심 감염 시료 채취 피해조사 정도 분석

배 바이러스 유전자 정보 수집 및 분석 

협동연구기관 국립종자원

과수 모수 고유번호 부여를 통한 상위 단계 묘목의 바이러스 검정 이력 규정화

감귤 바이러스 감염 의심 시료 수집 및 실태 조사

협동연구기관 넥스바이오

주관 및 개 협동으로부터 분양 받은 정보를 활용 최적 에피토프 선정

마 차년도

개발 목표

주관연구기관 한국생명공학연구원

사과대목 포도 바이러스 시료 수집 및 바이러스별 감염 현황 분석 및 동정된 바이러스 표준 

진단법 확립

협동연구기관 경북대학교

사과 및 복숭아 주요 바이러스 발생실태 및 피해 현황 분석
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협동연구기관 전남대학교

배 바이러스 감염 피해 분석 및 동정된 바이러스 신속진단법 확립

협동연구기관 국립종자원

주산지별 주요 과수 바이러스의 발생 및 피해현황 구축 

협동연구기관 넥스바이오

국내 발생 과수 바이러스 서열 정보 분석  

개발 내용 및 범위

주관연구기관 한국생명공학연구원

아종 포함 종의 사과대목 포도 바이러스 감염 현황 도출

유전자 분석에 의한 종 표준 진단법 확립

협동연구기관 경북대학교

사과 및 복숭아 주요 바이러스 발생실태 및 피해 현황 분석

사과 및 복숭아 무병묘 보증시 검사대상 바이러스의  선정

협동연구기관 전남대학교

배 주요 바이러스 감염 피해 현황 분석

주요 배 바이러스 유전자 분석을 통한 표준 진단법 확립

협동연구기관 국립종자원

주관 협동 의 과종별 바이러스 감염 조사 결과를 바탕으로 국내 피해현황

구축 과수 주요 바이러스별 검사 매뉴얼 구축반응 조건 등

협동연구기관 넥스바이오

항체 생산 및 과수 바이러스 진단 막대 개발 

바 차년도

개발 목표

주관연구기관 한국생명공학연구원

사과대목 포도 감염 바이러스 신속 현장 진단법 개발

협동연구기관 경북대학교

사과 및 복숭아 주요 바이러스 피해현황 분석 및 현장 진단법 개발

협동연구기관 전남대학교

배 바이러스 주요 바이러스 신속 현장 진단법 개발 및 매뉴얼 확립

협동연구기관 국립종자원

과수 무병묘 생산을 위한 검사대상 바이러스 현행화

협동연구기관 넥스바이오

국내 발생 과수 바이러스 서열 정보 분석  

개발 내용 및 범위



- 194 -

주관연구기관 한국생명공학연구원

사과대목 감염 주요 바이러스 종 신속 현장 진단법 개발

포도 감염 주요 바이러스 종 신속 현장 진단법 개발

협동연구기관 경북대학교

사과 및 복숭아 주요 바이러스 현장 진단용 키트 개발

감염바이러스 종류별 피해해석

협동연구기관 전남대학교

배 감염 바이러스 신속 현장 진단법 개발

주요 감염 바이러스 종류별 피해 분석

협동연구기관 국립종자원

과수류 주요 바이러스 피해해석을 통한 검사대상 현행화

무병묘의 생산 공급 체계 개선 방안 마련

협동연구기관 넥스바이오

항체 생산 및 과수 바이러스 진단 막대 개발 

목표 달성여부

가 연구개발 성과 및 달성도

구분 연도 연구개발 목표 가중치 평가의 착안점 및 기준
달성도

차

년도

사과 배 복숭아 포도 감귤 주산지로부터 , , , , ○ 

바이러스 시료의 수집 

재배 주산지 개소 이상에서 확- 2

보된 바이러스 시료의 수
100

차

년도

사과 배 복숭아 포도 감귤 주산지로부터 , , , , ○ 

바이러스 시료의 수집 

재배 주산지 개소 이상에서 확- 2

보된 바이러스 시료의 수
100

수집된 사과 배 복숭아 포도 감귤 , , , , ○ 

시료의 분석에 의한 바이러스의 분포 및 , 

발생 현황 도출  

분석 방법- Meta-transcriptome 

을 활용한 시료의 분석 결과 확

보된 의 수contig

100

과수의 모수 고유 번호 부여를 통한 상위 ○ 

단계 묘목의 바이러스 검정 이력 규정화
고유 번호가 부여된 모수의 수- 100

차 

년도

○ 각 과종별 사과 배 복숭아 포도( , , , , 

감귤 바이러스의 표준 진단법 확립)

- 분석 방법Meta-transcriptome 

을 활용한 시료의 분석 결과를 

바탕으로 각 과종별 표준 진단법

이 확립된 바이러스의 수

100

○ 각 과종별 사과 배 복숭아 포도( , , , , 

감귤 바이러스의 피해 현황 분석)

- 국내 과수 바이러스 분포 지도 

작성 및 구축 여부DB 
100

○ 각 과종별 사과 배 복숭아 포도( , , , , 

감귤 바이러스의 검사 매뉴얼 제작)

- 과수 감염 바이러스 검사 매뉴얼 

작성이 적용된 바이러스의 수
100
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목표 미달성 시 원인 사유 및 차후대책 후속연구의 필요성 등

차 

년도

○ 각 과종별 사과 배 복숭아 포도( , , , , 

감귤 바이러스의 신속 현장 진단법 개발)

개발된 - 바이러스의 신속 현장 진

단법의 수
100

무병묘의 생산 및 공급 체계 개선 방안 ○ 

마련

- 무병묘의 생산 및 공급 체계 개선 

방안의 적정성
100

○ 각 과종별 사과 배 복숭아 포도 감귤( , , , , ) 

주요 바이러스의 검사 대상 현행화

바이러스 발생 현황 분석에 기- 

초한 종자 관리 요강의 업데이

트 여부

100

최종평가

국내 주요 과수 바이러스 발생 피해 조사○ 
- 국내 주요 과수 바이러스 피해  

분석 여부
100

국내 주요 과수 바이러스 신속 현장 진단 ○ 

기술 개발 및 현장 진단 매뉴얼 확립

시간이내 확인 가- 1-2 80-90% 

능한 신속 현장 진단 기술 개발 

및 현장 진단 매뉴얼 대상 바이러

스의 수

100

무병묘의 생산 공급 체계 개선 및 검사 ·○ 

대상 현행화
제안된 정책 건의의 수- 100



- 196 -

연구결과의 활용 계획 등

가 연구개발 결과의 활용방안 및 활용 분야

공공적인 측면에서 본다면 본 과제를 통해 개발되는 칩은 필요로 하는 농진

청 산하의 여러 연구기관 종묘회사 및 관련 산업계에 배포되어 실질적인 연

구에 사용되어 지거나 국가적인 등에 활용

개발된 과수 바이러스 신속 현장 진단 키트를 활용하여 과수 묘목 유통 체계 

지원에 활용

신종 및 미기록 바이러스는 분리 증식하여 바이러스 유전자원으로 등록 기탁

하며 계속적인 바이러스 특성 구명으로 지적재산권 확보 자원으로 이용

신뢰성 있는 민원해결 및 대책수립 이상증상 원인규명 및 병역학 예측으로 

적절한 대책 수립의 근거 확보

과수 우량 건전묘의 생산 및 공급 체계 개선에 활용

국내 발생 과수 바이러스 진단에 활용

국내 주요 과수 바이러스 모니터링 및 관리방안에 활용

과수 바이러스 진단기술의 스마트팜 산업 응용

바이러스 바이로이드 및 세균 분포도와 농작물의 상관관계 분석을 통한 지역특, 

화 작물 개발 및 육성

병해충에 강한 작물 개량 응용

나 연구성과의 기대성과 및 파급효과

기술적 측면

우리나라 과수 바이러스의 발생 및 분포 조사 방법론 확립

주요 과수바이러스 신종 미기록 과수 바이러스 탐색 및 이용

유용 바이러스 자원의 지적재산권 확보로 원천기술 자원의 선점

현장 진단키트 대중화를 통하여 무병묘 공급 기술의 확립과 농업의 생산성 

향상에 기여

경제적 산업적 측면

지역별 과수별 문제 바이러스에 대한 맞춤형 대책 수립으로 병 피해 조기차단

국내 과수 바이러스 특이 진단 키트를 보급함으로써 정확한 진단 및 외화대체 

효과

농산물 수출입관련 정책자료 활용

바이러스 관리체계의 세계적 선진화로 국가위상 제고

사과 무병 묘목 갱신에 의한 연간 억원의 경제적 기대 효과 농림축산식품부
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최종보고서 지적 사항에 대한 수정 보완

사과 무병묘목 갱신에 의한 연간 억원의 경제적 기대효과가 있다고 하였

는데 이에 대한 근거 제시 필요

종자관리요강에서 국가관리 바이러스로 지정된 바이러스 바이로이드가 제

거된 유묘를 공급할 경우 최소 의 증산이 가능할 것으로 추정 연간 사

과 생산액은 년 기준 한국농촌연구원 농업관측본부의 통계에 의하면 

조원 의 증산이 이루어지면 억 년까지 수준으로 보증

묘 공급이 가능 할 것으로 추정 억의 는 약 억

개발된 진단키트의 활용으로 사과대목 외의 대 과수에 대한 경제적 기대효

과를 얻을 수 있는 데이터 제시가 필요하다고 봄

종자관리요강에 등재된 대 과종의 감염 과수 바이러스를 검출 할 수 있는 

진단 키트의 활용에 의한 실증적인 경제적 기대 효과에 대한 데이터는 보증

묘의 공급이 완료되고 다년간 생산성을 비교하여야 도출 가능 함

개발된 진단키트의 활용으로 사과대목 외의 대 과수에 대한 경제적 기대효

과를 얻을 수 있는 데이터 제시가 필요하다고 봄

본 과제의 목표는 과수에 발생하는 바이러스 바이로이드의 발생 현황 조사 

및 이들 병원균의 진단법 개발에 있음 병원균 감염의 수준 대비 발생 가능

한 경제적인 효과는 피해 해석의 연구 분야로 본 과제의 연구 결과를 바탕

으로 중장기 후속 연구로 추진되어야 소득 증감의 정량적 데이터를 제시 할 

수 있음

현재 국립원예특작과학원 및 국립종자원이 협력하여 제한적이나마 각각의 

사과 바이러스 감염에 따라 나타나는 피해 수준을 측정하는 피해 해석 연구

가 국내에서는 최초로 진행되고 있음

이 연구결과가 사업화가 될 수 있는 모델을 정확히 제시하였으면 함 예를 

들어 묘목이 농가까지 가기 전에 무병묘 검사를 할 수 있는 시스템을 구축

하여 이를 활성화 할 수 있는 제안적 모델은 있어야 될 것으로 판단함

본 과제의 연구 성과물인 바이러스 진단 키트는 과수 묘목의 보증을 위하여 

판매되고 사업화가 진행 중에 있음 그러나 보증묘 인증을 위한 바이러스 

바이로이드 검사는 검사 인증기관 지정이 이루어지지 않아서 국립종자원 및 

농진청 산하 실용화재단에서만 검사가 수행되고 있음 따라서 농림부에서 과

수 묘목의 보증을 위한 유묘 검사를 수행 할 수 있는 인증기관 지정을 추진

할 의사가 없어서 추가적인 시장 확대 및 사업화 모델을 제시하기 어려움 
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별첨작성 양식
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연구개발보고서 초록
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별첨 [ 2]

과제현황1. 

과제번호 

사업구분 농식품기술개발사업

연구분야
과제구분

단위

사 업 명 농생명산업기술개발사업 주관

총괄과제 기재하지 않음 총괄책임자 기재하지 않음

과 제 명
사과 및 포도의 주요 바이러스 발생실태 분석 

및 신속 현장진단 기술개발
과제유형 기초 응용 개발

연구기관 한국생명공학연구원 연구책임자 문 제 선

연구기간

연 구 비

천원

연차 기간 정부 민간 계

차연도

차연도

차연도

차연도

계

참여기업 주 넥스바이오

상 대 국 상대국연구기관

총 연구기간이 차연도 이상인 경우 셀을 추가하여 작성 요망

평가일 2. :  

평가자 연구책임자3. ( ) :

소속 직위 성명

한국생명공학연구원 책임연구원 문 제 선

평가자 연구책임자 확인 4. ( ) :

본인은 평가대상 과제에 대한 연구결과에 대하여 객관적으로 기술하였으며 공정하게 평가, 하였음

을 확약하며 본 자료가 전문가 및 전문기관 평가 시에 기초자료로 활용되기를 바랍니다, .

확 약
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연구개발실적. Ⅰ

다음 각 평가항목에 따라 자체평가한 등급 및 실적을 간략하게 기술 자 이내(200 )※ 

연구개발결과의 우수성 창의성 1. /

등급 우수  : ( )■ 

계획 대비 정량 정성 목표 달성을 하였음

과수 묘목 검정 사업을 지원하고 종자요강을 개정하기 위한 과학전 근거 마련

다수의 신 변종 및 미보고 바이러스 바이로이드의 국내 분포 규명

연구개발결과의 파급효과

등급 우수

국가 관리 바이러스 바이로이드의 개정으로 농림부 정책 지원

과수 묘목 유통 선진화로 농업 생산성 증대

키트 개발로 과수 바이러스 바이로이드의 새로운 진단 시장 형성

연구개발결과에 대한 활용가능성

등급 우수

새롭게 확인된 바이러스 바이로이드의 유전체 정보로 신규 진단 키트 개발에 활용

생산자 표시 병원균 감염 기재 등으로 과수 묘목의 선진적인 유통에 활용

연구개발 수행노력의 성실도

등급 우수

개 참여 기관 및 연구책임자 모두 성실하게 연구 과제를 수행하였음

공개 발표된 연구개발성과 논문 지적소유권 발표회 개최 등

등급 우수
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특허 건

기술실시 건

제품화 건 등 우수한 연구 개발 성과를 달성하였음

연구목표 달성도. Ⅱ

세부연구목표
연구계획서상의 목표

비중 달성도
자체평가

사과 배 복숭아 포도 감귤에 

발생하는 바이러스 발생 실태 

규명

과수 대 과종에서 발생하는 바이러스 및 
바이로이드 발생 조사로 다수의 신종 미보고 종 

확인 우점 바이러스 확인으로 종자 요강 개정 제안

주요 과수 바이러스 신속 현장 

진단 기술 개발

과수 바이러스 진단 및 검출 기술 개발 특허출원 
및 등록 및 기술이전을 통한 진단 키트의 제품화 

및 판매로 상업화 완료

묘목 생산 및 공급체계 개선 정책 

방안 마련

유통되는 과수 유묘의 생산자 표시 및 바이러스 
검정 결과를 체계적으로 관리하는 시스템 구축으로 

과수 유통 질서 확립

검사 대상 바이러스 종자관리 

요강 현행화

과수별 바이러스 및 바이로이드 발생 빈도 신 변종 
바이러스 발생 규명으로 현행 종자요강의 개정을 

위한 정책제안 및 건의 

합계
계획된 연구 목표 대비 실제 연구 목표가 잘 

달성되었음

종합의견. Ⅲ

연구개발결과에 대한 종합의견1. 

과수 묘목 보증 제도를 정착시키고 원활한 시행을 위하여 농림부 원예 경영과 및 국립종자원의 제

안에 의하여 시작된 과제로써 정책의 지원을 위하여 요구되는 모든 연구 결과를 도출한 것으로 사

료됨

아프리카 돼지 열병 과수 화상병 및 등에 의한 대면 포장 조사에 큰 애로사항이 있었으

나 개 참여 연구 기관의 성실한 연구를 기반으로 없이 과제를 종료할 수 있었음

평가시 고려할 사항 또는 요구사항2. 

일반적인 연구 과제의 경우 정량 정성적인 목표 달성에 대한 지표를 평가하는 것이 바람직하지만 

본 과제의 경우 과수 묘목 유통 질서 확립이라는 정책을 지원하기 위하여 농림부 및 종자원의 요구

에 따라 제시된 연구에 중점을 두었음 따라서 이에 대한 연구 과제의 속성에 대한 고려가 평가에 

반영되는 것이 바람직 할 것으로 사료됨

연구결과의 활용방안 및 향후조치에 대한 의견3. 
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연구 결과 사과 사과대목 복숭아 포도 및 감귤에서 새로운 바이러스 및 바이로이드 다수가 국내

에 분포하는 것으로 확인되었음

이들 신규 발생 바이러스 및 바이로이드에 대한 국내 발생의 범위 및 수준 정밀 진단법 및 신속 현

장 진단 기술개발이 필요함

발생 현황 조사 및 진단법 개발을 통하여 필요시 국가 관리 바이러스 목록을 위한  종자 요강 개선

과 과수 묘목 바이러스 검정에 적용되어야함
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보안성 검토. Ⅳ

연구책임자의 보안성 검토의견 연구기관 자체의 보안성 검토결과를 기재함

보안성이 필요하다고 판단되는 경우 작성함

1. 연구책임자의 의견

해당사항 없음

2. 연구기관 자체의 검토결과

해당사항 없음
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별첨 [ 3]

연구성과 활용계획서

사업추진형태 자유응모과제   지정공모과제 분 야

연구과제 명 사과 복숭아 감귤 배 포도의 유묘 바이러스 진단 기술 개발

주관연구기관 한국생명공학연구원 주관연구책임자 문 제 선

연구개발 비

정부출연

연구개발비
기업부담금 연구기관부담금 총연구개발비

연구개발기간

주요활용유형
산업체이전         교육 및 지도         정책자료         기타

미활용 사유

당초목표 당초연구목표 대비 연구결과

사과 배 복숭아 포도 감귤에 발생하는 바이러

스 발생 실태 규명

기보고된 병원균 가운데 우점종 확인 및 보고되지 

않은 많은 수의 바이러스 바이러스의 국내 분포 

규명

주요 과수 바이러스 신속 현장 진단 기술 개발 우점 바이러스를 대상으로 현장 진단 기술 개발

묘목 생산 및 공급체계 개선 정책 방안 마련 감염 병원균 생산자 표시가 된 이력 추적 관리

검사 대상 바이러스 종자관리 요강 현행화 사과 복숭아 포도 감염 병원균에 대한 정책 제안 

결과에 대한 의견 첨부 가능
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구분 핵 심 기 술 명

목본류 감염 바이러스 검출 기술
다년생 목본류 바이러스 복합 감염 확인 기술
신속 현장 진단을 위한 바이러스 검출 기술
과수 묘목 바이러스 검정 기술
과수 묘목 유통 관리 기술

구분
핵심기술 수준 기술의 활용유형 복수표기 가능

세계
최초

국내
최초

외국기술
복    제

외국기술
소화 흡수

외국기술
개선 개량

특허
출원

산업체이전
상품화

현장애로 
해    결

정책
자료

기타

의 기술

의 기술

의 기술

의 기술

의 기술

성과
목표

사업화지표 연구기반지표

지식

재산권

기술

실시

이전

사업화

기

술

인

증

학술성과

교

육

지

도

인

력

양

성

정책

활용홍보

기

타

타 

연

구 

활

용 

등

특

허

출

원

특

허

등

록

품

종

등

록

건

수

기

술

료

제

품

화

매

출

액

수

출

액

고

용

창

출

투

자

유

치

논문
논

문

평

균 

학

술

발

표

정

책

활

용

홍

보

전

시

비

단위 건 건 건 건

백

만

원

백

만

원

백

만

원

백

만

원

명

백

만

원

건 건 건 건 명 건 건

가중치

최종목표

연구기간 내
달성실적

달성율
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핵심기술명 핵심기술별 연구결과활용계획 및 기대효과

의 기술 사업화 및 과수 유통 선진화에 기여

의 기술 기술이전 및 과수 감염 바이러스 국내 분포 정보 제공

의 기술 기술이전 및 과수 생산성 향상

의 기술 바이러스 프리 과수 묘목 검정 정책 지원

의 기술 과수 묘목 유통 개선 및 농민의 소득 증대

핵심기술명 법에 의한 과수 바이러스 및 바이로이드 신속 현장 진단

이전형태 무상  유상 기술료 예정액 천원

이전방식
소유권이전     전용실시권     통상실시권     협의결정 

기타

이전소요기간 년 실용화예상시기 년

기술이전시 선행조건 국립종자원과 협의하여 우선순위에 의한 대상 바이러스 선정 

성과목표

사업화지표 연구기반지표

지식

재산권

기술실

시

이전

사업화

기

술

인

증

학술성과

교

육

지

도

인

력

양

성

정책

활용홍보
기
타
타 
연
구 
활
용 
등

특

허

출

원

특

허

등

록

품

종

등

록

건

수

기

술

료

제

품

화

매

출

액

수

출

액

고

용

창

출

투

자

유

치

논문 논

문

평

균

학

술

발

표

정

책

활

용

홍

보

전

시

비

단위 건 건 건 건

백

만

원

건

백

만

원

백

만

원

명

백

만

원

건 건 건 건 명

가중치
최종목표
연구기간 내
달성실적
연구종료 후
성과창출 
계획
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핵심기술이 개 이상일 경우에는 각 핵심기술별로 위의 표를 별도로 작성

전용실시 특허권자가 그 발명에 대해 기간장소 및 내용을 제한하여 다른 인에게 독점적으로 

허락한 권리

통상실시 특허권자가 그 발명에 대해 기간 장소 및 내용을 제한하여 제 자에게 중복적으로 

허락한 권리

실용화예상시기 상품화인 경우 상품의 최초 출시 시기 공정개선인 경우 공정개선 완

료시기 등

기술 이전 시 선행요건 기술실시계약을 체결하기 위한 제반 사전협의사항 기술지도 설

비 및 장비 등 기술이전 전에 실시기업에서 갖추어야 할 조건을 기재
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주 의

이 보고서는 농림축산식품부에서 시행한  농생명산업기술개발사업의 연구보고서입니다

이 보고서 내용을 발표하는 때에는 반드시 농림축산식품부에서 시행한 농생명산업기술개

발사업의 연구 결과임을 밝혀야 합니다

국가과학기술 기밀유지에 필요한 내용은 대외적으로 발표 또는 공개하여서는 아니됩니다
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