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Dapple fruits of plum cv. Oiishiwase (Prunus salicina L.) were occurred at Gyeonggi-do and Gyeongsangbuk-

do. The symptoms resembled the dapple fruit disease caused by Hop stunt viroid (HSVd). To identify the

causal disease agents, RT-PCR was performed with the specific primers of HSVd. RT-PCR analysis showed

that HSVd variants (DP1, DP2) were detected from dapple fruits. HSVd detection was also confirmed by the

dot blot hybridization using a DIG-probe specific to HSVd. Nucleotide sequences of DP1 and DP2 had the

identities of 94−100% with those of other 7 variants of HSVd in Genbank database. DP1 and DP2 were

different in two nucleotides of CG and AA at position of 59 and 60, orderly. Based on nucleotide sequences at

position of 59 and 60, HSVd variants associated with plum dapple fruits could be divided mainly into three

groups as CG, AA and TG. 
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서 론

호프왜화바이로이드(Hope stunt viroid)는 Hostuviroid 속,

Pospiviroidae과에 속하고 294-303개 염기로 구성된 원형의

외가닥 RNA이다. Hope stunt viroid(HSVd)는 포도를 비롯

한 몇몇 종에서는 병징을 나타내지 않는 무병징 감염이

지만 호프, 감귤류, 자두, 복숭아, 살구에서는 위축, 과실

얼룩반점, 기형과 등의 심한 병징을 일으켜 많은 피해를

주고 있는 것으로 보고되고 있다(Polivka 등, 1996; Sano

등, 1989; Shikata, 1990). 자두에서 발생하는 HSVd는 과

실에 얼룩 반점 병징을 일으키는데, 1985년 일본에서 처

음 보고되었고(Terai, 1985) 그 이후에 유럽과 중국에서

다양한 유전자 변이주가 보고되었다(Ragozzino 등 2002;

Yang 등, 2008). HSVd에 의하여 나타나는 자두 과실의

병징은 품종에 따라 다르게 나타나지만 일반적으로 과피

에 얼룩덜룩한 반점을 보이거나 과실의 표면이 매끄럽지

않은 증상을 나타낸다(Ragozzino 등, 2002; Sano 등, 1989).

국내에서는 2003년 자두에서 HSVd를 동정하여 2개의 변

이주가 GeneBank에 등록되어 있으나(Accession no. AY

425170, AY425171) 자두 과실의 얼룩 반점 증상에 관한

HSVd에 대한 보고는 현재까지 이루어지지 않았다. 따라

서 본 연구는 국내 자두 얼룩반점 과실에서 발생하는

HSVd를 분리하고, 염기서열 분석을 통하여 밝혀진 HSVd

의 유전자 변이를 보고하고자 한다. 

재료 및 방법

시료채집 및 RT-PCR 검정. 경기도와 경상북도 일대의

‘대석조생’ 자두 재배포장에서 과실 얼룩반점증상이 관찰

되어 이들 과실을 채집하여 검정하였다. 검정할 시료의

전체 RNA는 실리카를 매개체로 사용하여 순도 높은 핵
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산을 분리하는 방법인 NucliSens Extractor(Biomerieux,

France)를 이용하여 추출하였다(Cho 등, 2010). 자두 재배

포장에서 관찰된 얼룩반점 과실들이 호프왜화바이로이드

(HSVd)에 감염되어 있는지를 확인하기 위해서 기존에 보

고된 HSVd 특이적 프라이머를 사용하여 RT-PCR을 수행

하였다(Yang 등, 2008). RT-PCR은 추출한 RNA를 주형으

로 사용하여 HSVd RT-R1 프라이머와 역전사효소(M-MLV

reverse transcriptase, Invitrogen, USA)를 이용하여 단일 쇄

상의 cDNA를 합성한 후, HSVd-R2와 HSVd-F3 프라이

머 그리고 Pfu DNA 중합효소(Solgent, Korea)를 이용하

여 HSVd 전체 유전자를 증폭하였다. 자두 과실 얼룩반

점증상이 다른 바이러스나 바이로이드에 의해 발생될 가

능성도 배제할 수 없어서 핵과류에서 주로 발생하는 Apple

chlorotic leaf spot virus(ACLSV), Prune dwarf virus(PDV),

Prunus necrotic ringspot virus(PNRSV), Plum pox virus

(PPV), Peach latent mosaic viroid(PLMVd) 등 5종에 대해

서도 RT-PCR을 수행하였다. 각 바이로이드와 바이러스 진

단에 사용한 프라이머 정보는 Table 1과 같다.

Dot-blot hybridization. HSVd가 감염된 것으로 진단된

2개의 변이주 시료에서 HSVd가 감염되었는지를 재확인

하고자 Dot-blot hybridization(DBH)을 수행하였다. 또한

다량의 시료에서 HSVd 감염여부를 확인 방법으로 DBH

의 가능성을 검토하였다(Yang 등, 2008). DBH는 6X SSC

용액으로 침지시킨 나일론막(Hybond-N+Amersham, USA)

을 dot-bolt(96 wells, Bio-Rad, USA) 장치에 고정시킨 후 시

료로부터 추출한 RNA를 100−200 ng씩 흡착시켜 UV

(302 nm)로 고정시켰다. 추출한 RNA를 흡착시킨 나일론

막은 DIG High Prime DNA Labeling & Detection Starter

Kit 1(Roche, USA)의 방법에 따라 HSVd DNA probe와

교잡반응을 65oC에서 12시간 시키고 세척한 후 NBT/BCIP

용액으로 발색시켰다. 

결 과 

병징 및 발생.  ‘대석조생’ 자두의 병징은 주로 과피가

정상과에 비해 착색이 불균일하고 얼룩얼룩한 반점이 전

체적으로 나타났다. 특히, 큰 반점들이 모여 얼룩모양의

증상을 보이는 것과 작은 반점이 균일하게 나타나 모자

이크 모양을 이루는 것의 두 가지 형태의 증상이 관찰되

었다(Fig. 1). 경기도와 경상북도에서 발생된 자두 과실

얼룩반점 증상은 총 5 나무에서 관찰되었다. 큰 반점 들

의 얼룩모양 증상은 경기지역에서 3 나무가 관찰되었고

작은 반점 들의 모자이크 모양 증상은 경상북도 지역에

서 2 나무가 관찰되었다. 자두 과실에 나타난 병징을 바

탕으로 기존의 보고와 비교 검토한 결과, 이들 증상은

HSVd에 의한 자두 과실 얼룩반점병과 매우 유사하였다

(Sano 등, 1989). 이병은 주로 일본계 자두품종, 태양, 대석

조생, 뷰티, 산타로사 등에서 과실 얼룩반점 증상을 보이

Table 1. Primer sequences for RT-PCR in this study

Pathogena Primer sequence (5'-3') Product size (bp) Reference

HSVd

RT-R1 GCTGGATTCTGAGAAGAGTT

297 Yang et al. (2008)R2 AACCCGGGGCTCCTTTCTCA

F3 AACCCGGGGCAACTCTTCTC

ACLSV
S TTCATGGAAAGACAGGGGCAA

677 Menzel et al. (2002)
AS AAGTCTACAGGCTATTTATTATAAGTCTAA

PDV
cpF CTTCCAACTTTCGACTGTTTG

650 Jarosova et al. (2010)
cpR TCATCCACTGACTATTTTATCC

PNRSV
P1 ATGGTTTGCCGAATTTGCAA

675 Kim et al. (2009) 
P2 CTAGATCTCAAGCAGGTCTT

PPV
P2 CAGACTACAGCCTCGCCAGA

243 Wetzel et al. (1991)
P1 ACCGAGACCACTACACTCCC

PLMVd
S AACTGCAGTGCTCCGT

187  Boubourakas et al. (2006)
AS CCCGATAGAAAGGCTAAGCACCTCG

aHSVd: Hop stunt viroid, ACLSV: Apple chlorotic leaf spot virus, PDV: Prune dwarf virus, PNRSV: Prunus necrotic ringspot virus, PPV: Plum
pox virus, PLMVd: Peach latent mosaic viroid.
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고 품종에 따라서 병징의 발현이 다름이 보고되고 있다

(Luigi 등, 2010).

RT-PCR 검정. 자두 과실 얼룩반점 증상이 관찰된 5 나

무에서 각각 시료를 채취해서 RNA를 추출하고 추출된

시료로 유전자 진단을 한 결과 297 bp의 HSVd 특이 유

전자 프라이머의 산물이 증폭되었다(Fig. 2). 증폭된 유전

자 산물의 염기서열을 분석한 결과 2개의 서로 다른 HSVd

변이주인 DP1과 DP2를 동정하였다. 흥미롭게도 과실 얼

룩 모양에 따라 변이주가 다른 양상을 보였다. DP1 변이

주는 큰 반점들이 모여 얼룩모양의 증상을 보이는 것에

서 동정되었고 DP2는 작은반점이 균일하게 모자이크 모

양을 이루는 증상에서 동정되었다. 또한 ACLSV, PDV,

PNRSV, PPV, PLMVd 5종에 대해서도 유전자 진단을 한

결과는 Fig. 2와 같다. PNRSV는 자두 과실 얼룩반점 증

상의 5개 시료와 무병징 시료에서 감염이 확인되었으며,

ACLSV는 과실 얼룩 반점 증상 시료 중 2번을 제외한

시료와 무병징 시료에서 예상된 크기의 유전자 산물이

약하게 증폭되었고 PDV, PPV, PLMVd는 감염되지 않았

다. ACLSV와 PNRSV는 과실 얼룩반점 증상 시료에서

검출되었지만 대조구인 무병징 시료에서도 검출이 되었

으므로 이들 바이러스에 의한 증상이 아닌 것으로 판단

된다. ACLSV와 PNRSV는 핵과류에서 자주 발생하는 바

이러스이며, 자두에서의 ACLSV는 나무줄기가 벗겨지는

증상과 청색계 자두품종의 과실에 홈이나 찌그러짐 증상

을 일으키고(Martelli 등, 2008), PNRSV는 주로 잎에 괴

Fig. 1. Dapple fruits symptoms on plum cv. Ooishiwase (Prunus

salicina L.) infected naturally with Hop stunt viroids (HSVd).
A: Dapple with chlorotic spots, B: Dapple forming mosaic
pattern, C: Healthy control. 

Fig. 2. Agarose gel electrophoretic analysis of DNA fragments amplified by RT-PCR. M: 100bp DNA marker, lanes 1-3: Chlorotic
spots fruit samples, lanes 4−5: mosaic fruit samples, lane 6: healthy control. A: Hop stunt viroid (HSVd), B: Apple chlorotic leaf spot virus
(ACLSV), C: Prune dwarf virus (PDV), D: Prunus necrotic ringspot virus (PNRSV), E: Plum pox virus (PPV), F: Peach latent mosaic viroid
(PLMVd).
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사반점들을 일으킨다고 보고되고 있다(Diekmann 등, 1996).

이들 결과로 자두 과실에 보이는 얼룩 반점 증상들은

HSVd에 의하여 특이적으로 발생하는 병징임을 알 수 있다. 

Dot-blot hybridization. Dot-blot hybridization(DBH) 결

과 자두 과실 얼룩반점 및 모자이크 증상 시료에서 모두

HSVd의 양성반응을 보였다(Fig. 3). 검정한 시료는

RNA(100−200 ng)와 HSVd DNA probe와의 교잡반응이

잘 일어나므로 다량의 시료에서도 HSVd를 검정하는데

DBH을 이용할 수 있을 것으로 본다. 앞으로 DBH 진단

법은 RNA 추출 없이도 식물체 즙액을 직접 이용해 HSVd

를 검정할 수 있는 간단한 방법으로 검토해 볼 필요가 있다.

유전체 염기서열 분석. 국내 자두의 과실 얼룩 반점증

상에서 분리된 HSVd는 유전자 염기서열 분석을 통해

59번과 60번 부위의 염기가 각각 CG, AA인 2개의 변이

주, DP1과 DP2로 동정되었다. 이들과 GenBank에 등록된

자두 과실 얼룩 반점 증상을 일으키는 HSVd 변이주(일

본, 이탈리아)들과의 염기서열을 비교한 결과, DP1은

AB098501(일본, FP1)과 염기서열이 100% 일치하였고,

DP2는 AB098500(일본, FP2)과 염기서열이 100% 일치하

였다(Fig. 4, Table. 2). 특이하게도, AY460202(이탈리아,

Rome) 변이주와는 여러 부위에서 염기의 차이를 보여

94%의 상동성을 보였다. 기존의 국내에서 분리한 HSVd

변이주, AY425170(Whang), AY425170(Jabong)과의 비교

에서도 DP1과 DP2는 59번, 60번 위치에서 서로 다른 염

기서열을 보였다( ). 이들 결과로부터 DP1

과 DP2는 자두 과실 얼룩반점에서 발생된 국내의 새로

운 HSVd 변이주임을 알 수 있다. 또한 현재까지 동정된

국내외 자두 과실 얼룩반점 증상을 일으키는 HSVd 변이

주는 59, 60번 부위의 염기가 TG, CG, AA인 3개의 군으

로 크게 나눌 수 있다.

고 찰

바이로이드는 다섯 개의 도메인이 존재하는데 유전체

C T,  AA TG→→

Fig. 3. Dot-blot hybridization to detect Hop stunt viroid (HSVd)

from dapple fruits of plum. PC: Positive control of the pGEM-T
easy-HSVd cDNA, 1−2: RNA samples extracted from dapple
fruit with chlorotic spots, 3−4: RNA samples extracted from
dapple fruit forming mosaic pattern, NC: Negative control of the
RNA samples extracted of healthy fruit.

Fig. 4. Multiple alignment of the Hop stunt viroid (HSVd) variants sequences of plum. The sequences of HSVd variants were obtained
from GenBank. The sequence of DP1 variant isolated from dapple fruit with chlorotic spots (Fig. 1A) and the sequence of DP2 variant
isolated from dapple  fruit forming mosaic pattern (Fig. 1B) were compared with those of other HSVd variants. HSVd variants from
dapple fruits of plum grouped mainly as 3 types of TG, CG, AA at position of 59 and 60. The nucleotide positions are shown on the top of
sequences.
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양쪽 끝에 왼쪽말단부(TL)와 오른쪽말단부(TR) 도메인이

있고 중앙에는 병원성도메인(P), 중앙보존도메인(C) 그리

고 변화도메인(V)이 있다(Keese 등, 1985) 이들 도메인에

서의 염기의 치환, 결손, 삽입 등은 병질발현에 변화를 가

져오므로 바이로이드의 인위적인 염기변화를 통하여 병

징 발현에 영향을 주는 부위를 찾고 기주와의 관련성을

밝히려는 연구가 진행되고 있다. 최근에는 감귤류에서 V

도메인에서 cachexia 발현 모티브를 확인하였고 그 모티

브에서 염기 하나의 치환하여 다양한 병징을 유도 하였

다(Serra 등, 2008). HSVd 진화에 관한 연구에서는 plum-

type의 HSVd는 기주의 선택압에 있어서 독립적으로 작

용하는 것으로 보고 HSVd 유전자의 58, 59, 60, 106, 206

번 염기에 주로 변이가 있다고 보고하였다(Kawaguchi 등,

2009). 이것은 기주에 상관없이 병원성을 가지는 특이적 발

현 모티브가 존재하고 이들 모티브의 염기에 따라 발현

되는 병징이 다를 수 있을 것으로 보았다. 본 연구에서

국내 자두의 과실 얼룩반점 증상에서 분리한 2개의 변이

주, D1과 D2도 P도메인의 59번 염기와 C도메인의 60번

염기에 변이를 보였다. 56, 60번 염기의 변이는 앞서 언

급한 HSVd 변이와도 같은 위치로 앞으로 이들 변이주의

접종 또는 인위적으로 염기를 변화시켜 자두 과실 얼룩

반점 증상과 관련이 있는지에 대한 연구가 수행 되어야

할 것이다. 또한 plum-type의 HSVd는 염기의 조성이 같

더라도 품종에 따라 병징이 보이지 않는 경우도 있어 기

주의 선택압에서 독립적으로 작용한다는 보고와는 달리

어떤 특정한 요인이 기주 특이적으로 작용할 가능성도 배

제할 수 없다. 새로 분리된 DP1과 DP2는 일본 변이주와

유전자 염기가 100% 일치하므로 국내에서 발생된 HSVd

는 일본 변이주가 감염된 묘목에 의해 접목이나 영양번

식으로 발생되었을 것으로 보여진다. HSVd 감염을 방제

하기 위해서는 추후 국내의 HSVd 발생상황과 피해에 대

한 조사가 필요하며 현재로써는 HSVd가 감염되지 않은

묘목을 사용함으로써 병의 확산을 막을 수 있다.

요 약

경기도와 경상북도 일대의 ‘대석조생’ 자두 재배포장에

서 착색이 불균일한 얼룩 반점 증상의 과실이 발생하였

다. 이들 시료로부터 유전자 진단(RT-PCR)과 Dot-blot

hybridization 검정 결과 호프왜화바이로이드(HSVd)가 검

출되었고 유전자 염기서열 분석을 통해 2개의 HSVd 변

이주(DP1, DP2) 를 동정하였다. GenBank에 등록된 자두

HSVd의 7개 변이주와 새로운 DP1, DP2 변이주와의 유

전자 염기서열을 비교분석한 결과 94−100%의 높은 상동

성을 보였다. DP1와 DP2의 유전자는 59번과 60번 염기

가 각각 CG, AA로 서로 다른 변이를 보였다. 국내외 자

두 과실 얼룩반점 증상에서 동정된 HSVd의 유전자는 특

이적으로 59번과 60번 부위의 염기가 CG, AA, TG인 3

개 군으로 크게 구분되는 것을 알 수 있었다. 
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