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열처리와 경정배양을 이용한 바이러스 무병 사과 생산 시스템
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In worldwide, viral diseases of apple plants has caused the serious problems like reduced production and

malformation of fruits. Also, the damages of apple plants by virus and/or viroid infection (Apple chlorotic leaf

spot virus, Apple stem grooving virus, Apple mosaic virus, and Apple scar skin viroid) were reported in Korea.

However there is few report about the protection approach against the infection by apple viruses. Therefore,

this paper introduced the experimental protocol for the development of virus-free apple cultivars (Danhong,

Hongan, Saenara, Summerdream). Apple plants were treated at 37oC for 4 weeks and shoot tips were

cultured in vitro. After heat treatment, the detection of apple viruses was performed by RT-PCR using virus-

specific detection primers in new apple cultivars. With the heat treatments followed by in vitro shoot tip

culture, the proportion of virus-free stocks of ‘Danhong’, ‘Hongan’, ‘Saenara’, and ‘Summerdream’ was

28%, 16%, 12%, and 12%, respectively. Taken together, this approach can be a good tool for production of

virus-free apple stocks. 
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Heat treatment

서  론

사과에 발생하는 바이러스는 대표적으로 Apple mosaic

virus(ApMV), Apple chlorotic leaf spot virus(ACLSV),

Apple stem pitting virus(ASPV), Apple stem grooving virus

(ASGV) 등이 있으며, 바이로이드는 Apple scar skin viroid

(ASSVd)가 있다. 이러한 바이러스에 감염된 사과의 경우

세력이 서서히 떨어지면서 각종 병해나 환경에 대한 저

항력이 약화되고 과실이 작아지는 등 만성적인 피해를 주

게 되는데 국내 사과 작물의 경우 20−40%의 생산량이

감소되며 당도 저하가 생기는 것으로 확인되었다(Kim 등,

2011; Kirnard 등, 1996; Liu 등, 2013; Menzel 등, 2002).

각각의 바이러스에 의한 감염증상을 보면 ApMV에 감염

된 사과의 경우 연한 노란색의 반점을 형성하고 잎 주위

가 갈변되고 성장 피해 및 수량 감소를 가져오며, ASGV

의 경우 지표식물을 제외하고는 증상이 크지 않으나 생

육저하를 일으킬 수 있다. ASSVd는 과실에 특이적으로
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증상을 나타내게 되며 따라서 사과의 품질저하를 일으키

게 된다. 사과 바이러스의 전염 방법은 주로 접목에 의한

방법에 의해 감염이 되나 뿌리간의 접촉에 의해서도 감

염이 될 수 있으며 ASSVd와 같은 바이로이드의 경우는

전정가위와 같은 물리적인 접촉에 의해서도 감염이 되는

것으로 알려졌다(Arai 등, 1990; Kim 등, 2004; 2010). 이

와 같은 사과의 바이러스에 의한 피해는 점점 심화되고

있지만 이에 대한 방제 대책은 신속한 소각 외에는 전무

한 상황이며 따라서 사과 무병묘 생산 시스템의 개발은

매우 중요한 사항이다.

사과 작물에서 바이러스를 제거하고 무병묘를 생산하

는 연구는 매우 오래전부터 수행되어졌다. 바이러스 무병

묘를 생산하는 방법은 37oC로 일정기간 동안 처리하는

열처리 요법(Thermotherapy)과 4oC로 일정기간 처리하는

한냉 요법(Coldtherapy) 그리고 ribavirin과 같은 항바이러

스제를 처리하는 화학적인 요법(Chemotherapy)등으로 크

게 나뉠 수 있다(Feng 등, 2013; Hollings, 1965; Paduch-

Cichal과 Kryczynski, 1987; Savitri, 2013). Campbell

(1962)은 지표식물(indicator plant)인 Virginia Crab, Spy

227, Malus platycarpa 등이 열처리와 shoot tip 배양에 의

해 사과 바이러스가 활성되지 않는 현상에 대하여 보고

하였으며, Hansen과 Lane(1985)은 Malus pumila Mill 사

과 품종에 항바이러스제인 ribavirin을 10, 20, 40, 그리고

80 µM 농도로 처리함으로써 온실과 농장 모두에 사과

shoot로부터 ACLSV 제거 효과를 확인하였다. 또한 본 연

구소에서도 Citrus tristeza virus, Satsuma dwarf virus,

Citrus tatter leaf virus에 감염된 감귤 품종인 Yuzu와

Shiranuhi 품종을 이용하여 주간 40oC, 야간 30oC로 열처

리를 수행함과 동시에 경정접목(shoot-tip grafting) 방법에

의해서 감귤 무병화를 수행한 바 있다(Kim 등, 2005). 본

연구에서는 사과 신품종의 바이러스 무병묘 생산를 위하

여 열처리 요법과 경정배양을 이용하여 바이러스 제거 효

과와 식물체 생존률을 분석하였다. 또한 사과 작물에 매

우 큰 영향을 미치는 대표적인 병원체인 ApMV, ASGV,

ACLSV, ASSVd를 RT-PCR로 진단하여 각각의 바이러스

에 대한 제거 효율과 사과에서의 무병묘 생산 효율을 확

인하였다.

재료 및 방법

무병묘 생산을 위한 식물 재료 및 바이러스. 열처리

및 경정배양을 통한 바이러스 무병묘 시스템을 개발하기

Fig. 1. Production process of virus-free apple plants using the thermotherapy and shoot tip culture. A: Selection of new cultivars, B:

Heat treatment (37oC), C: Shoot-tip culture, D: In vitro culture, E: Selection of virus-free plant by RT-PCR, F: Culture of virus-free
plant.
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위하여 사용된 사과의 품종은 농촌진흥청 사과시험장으

로부터 제공받은 ‘단홍’, ‘홍안’, ‘새나라’, ‘썸머드림’ 4개

의 신품종이다. 열처리 및 경정배양의 바이러스 제거효과

를 구명하기 위하여 각 품종별로 3가지 바이러스(ACLSV,

ASGV, ASSVd)에 대부분 감염되어 있는 25개체를 선발

하였다. 최종적으로 생산된 식물체에 대하여 바이러스

3종(ApMV, ASGV, ACLSV)과 바이로이드 1종(ASSVd)을

진단하여 무병묘 여부를 확인하였다.

사과 신품종의 배양과 열처리 수행. 상주 묘목센터에

서 미리 육묘되어 준비된 M9 대목에 무병묘 생산을 위

한 네 가지 신품종 접수를 이용하여 가지접을 하였으며

접수가 15−30 cm 정도 성장할 때 까지 약 2개월 동안

28oC가 유지되는 온실에서 육묘하였다. 육묘 후 무병묘

생산을 위해 접목된 각각의 품종은 37oC가 유지되는 항

온 항습장치에서 4주간 열처리 과정을 수행하였다(Fig.

1A, 1B).

경정배양과 기내도입. 열처리를 통해 획득된 shoot-tip

의 생장점 부위를 약 2−3 mm 크기로 잘라내어 기내도입

배지에 치상하였다. 기내도입 배지의 조성은 MS배지 1 l

에 BA 2 mg, sucrose 30 g, plant agar 8 g을 첨가하여 pH

5.8로 조정한 후 사용하였다. 약 4주 동안 기내 도입배지

에서 경정배양 후 각 품종들은 잎과 신초가 생성되며 생

성된 각 품종들은 사과 증식배지에 옮겼다. 사과 증식배

지를 통해 안정화된 사과 품종들은 4−8주간 기내 배양을

통해 증식되었다. 여기에서 사용된 증식배지에는 MS 배

지 1 l에 BA 1 mg, IBA 0.3 mg, GA3 0.5 mg, sucrose

30 g, plant agar 8 g을 첨가하였으며, pH는 기내 도입배지

와 같이 5.8로 조정한 후 사용하였다(Fig. 1C, 1D).

RNA 분리 및 RT-PCR을 통한 바이러스 및 바이로이

드 진단. 사과 증식배지에 배양된 각 품종의 사과에서

바이러스 진단을 위해 CTAB method를 통해 total RNA

를 분리하였다(Gambino 등, 2008). 확보된 total RNA는

M-MLV kit(Invitrogen)을 이용해 cDNA를 합성하였으며,

Table 1에 언급한 프라이머를 이용하여 PCR을 수행하였

다. ApMV와 ASSVd 진단을 위한 PCR 증폭 반응은 10X

reaction buffer 2 µl, 2.5 mM dNTPs 2 µl, Taq DNA

polymerase 0.3 µl, cDNA 1 µg를 혼합하여 수행하였고 반

응 조건은 94oC에서 40초, 60oC에서 40초 그리고 72oC에

서 40초씩 각각 35 사이클을 수행하였다. ASGV와 ACLSV

경우는 annealing 온도를 65oC로 하여 진단하였다(Fig. 1E,

1F). 또한 total RNA 및 cDNA 합성이 온전히 이루어짐

을 확인하기 위해 18s 유전자를 이용하여 65oC의 annealing

온도로 PCR을 수행하였다.

결과 및 고찰

사과 신품종의 바이러스 진단. 사과 무병화 시스템을

구축함에 앞서 바이러스가 감염된 사과 묘목을 확보하였

다. 농촌진흥청 사과시험장으로부터 분양받은 사과 신품

종의 경우 RT-PCR 진단 방법을 통해 바이러스의 유무를

확인해 본 결과 ACLSV, ASGV, ASSVd의 경우 대부분

의 신품종에서 복합감염되어 있었다. 단홍, 새나라, 썸머

드림의 경우 ACLSV, ASGV, ASSVd가 복합 감염된 라

인을 확보할 수 있었으며, 홍안의 경우는 ACLSV, ASGV

Table 1. Primer pairs and expected size of RT-PCR products for the detection of apple-infecting viruses and viroida

Targets Primer Sequence (5' → 3') PCR products Originated accession No.

ACLSVb
Upstream  TTCATGGAAAGACAGGGGCAA

702 bp  KC935956
Downstream  AGTCTACAGGCTATTTATTATAAGTCTAA

ASGVc
Upstream ATGAGTTTGGAAGACGTGCTTCAA

714 bp  JX885581
Downstream  CTAACCCTCCAGTTCCAAGTTACT

ApMVd
Upstream  TCAACATGGTCTGCAAGTAC

669 bp  FN546183
Downstream  CTAACAAATCTTCATCGATAA

ASSVde
Upstream  CCCGGTAAACACCGTGCGGT

335 bp  JX860405
Downstream  ACCGCGAAACACCTATTGTG

18Sf
Upstream  CGCATCATTCAAATTTCTGC

843 bp DQ341382
Downstream  TTCAGCCTTGCGACCATACT

aThe primers for each virus were designed as species-specific.
bACLSV: Apple chlorotic leaf spot virus. 
cASGV: Apple stem grooving virus. 
dApMV: Apple mosaic virus. 
eASSVd: Apple scar skin viroid.
f18S: 18s ribosomal RNA.
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가 복합 감염된 라인을 진단하였다. 따라서 열처리 및 경

정배양을 통한 무병화가 가능한지 확인해 보기 위하여 최

대한 많은 바이러스의 종류가 감염된 라인을 선별하여 각

품종별로 25개체의 접수 묘목을 확보하였다(Fig. 2).

사과 식물체의 열처리 및 경정배양. Hollings(1965)은

열처리 수행 시 바이러스 활성보다 식물의 생장속도가 더

왕성한 점을 이용하여 무병주를 생산할 수 있음을 보고

하였으며, 따라서 사과 신품종에서도 열처리 방법을 이용

하여 무병화를 시도하였다. 각각의 신품종 25개체를 선별

하여 접목을 수행하였으며, 홍안은 100%, 단홍과 새나라

는 96% 그리고 썸머드림은 92%의 접목 성공률을 확인

하였다. 접목 후 15−30 cm 정도 성장한 사과를 이용하여

열처리를 하였다. 열처리 시간은 4주, 6주, 8주 단위로 실

시하였으나 모든 결과에서 큰 차이를 확인하지 못하였으

며, 따라서 식물체에 큰 영향이 없고 안정적인 4주를 기

준으로 열처리 하였다. 열처리 과정과 경정배양을 통한

기내 도입 과정 중 shoot tip의 생존률은 단홍 41.7%, 홍

안 28%, 새나라 25%, 썸머드림 33.3%의 낮은 생존률을

확인할 수 있었으며, 생존 개체에서도 잎의 대부분이 소

실되는 현상을 관찰하였다(Table 2). Paprstein 등(2008)은

사과에서 열처리를 수행한 결과 40−60%의 낮은 생존률

을 보고하였는데, 본 연구의 실험 결과도 유사한 생존률

을 확인할 수 있었으며, 열처리 요법의 경우 바이러스뿐

만 아니라 식물체 자체에도 많은 부정적 영향을 미치는

것으로 확인되었다. 열처리된 사과 품종은 기내에 도입하

기 위해 생장점인 눈 부위를 약 2 mm씩 잘라내어 사과

기내 도입배지에 치상을 하였고, 약 한 달간 배양 후 증

식 배지에 옮겨졌다.

열처리 및 경정배양을 통한 바이러스 제거 효과. 증식

배지로 옮겨진 열처리된 사과 품종들은 4−8주간 in vitro

에서 배양되어진 후 RT-PCR 방법에 의하여 바이러스를

진단하였다. 열처리와 경정배양 후 생존한 신품종들의 바

이러스 제거 효율을 확인해 본 결과 ACLSV의 경우 총

31개체 중 26개체로 84%의 제거 효율을 확인할 수 있었

으며, ASGV의 경우는 31개체 중 21개체로 68%, ASSVd

는 24개체 중 20개체로 83%의 바이러스 제거 효율을 확

인할 수 있었다(Table 3). 또한 각 신품종에 의한 바이러

스 무병묘 최종생산은 단홍의 경우 열처리 후 생존한

10개체 중 7개체에서 무병묘를 확인하였으며, 홍안은 7

개체 중 4개체, 새나라는 6개체 중 3개체 그리고 썸머드

림은 8개체 중 3개체를 각각 확인할 수 있었다(Fig. 3).

위에서 언급한 결과와 같이 열처리 후 생존한 개체에서

는 높은 바이러스 제거 효율을 확인할 수 있었지만 접목,

열처리 및 경정배양을 수행하는 과정에서 생존률이 많이

감소하는 현상이 나타났으며, 최종적으로는 12−28%의 무

병묘를 획득할 수 있었다.

El-Dougdoug 등(2010)은 한냉 처리 요법과 화학적 처

리 요법을 동시에 사용하여 복숭아와 배 작물에 무병묘

생산을 보고하였다. 이 논문에서는 열처리 요법과 한냉

처리 요법을 각각 처리한 군과 한냉 처리와 화학적 처리

요법을 동시에 수행한 군을 비교하여 바이러스 제거 효

율을 보고하였으며, 열처리 요법의 경우 바이러스 제거가

가장 어려웠고 한냉 처리와 화학적 처리 요법을 동시에

수행한 군에서는 약 40% 이상의 무병묘를 확보하였다.

따라서 더욱 효과적인 무병묘 생산 시스템 개발하기 위

해서는 열처리와 경정배양 이외에도 한냉 처리와 화학적

처리를 포함하는 추가적인 연구를 계속 수행하여야 할 것이다.

Fig. 2. Detection of apple viruses in new apple cultivars. Apple
viruses were detected by RT-PCR method in new apple cultivars.
N: negative, P: positive. ACLSV: Apple chlorotic leaf spot
virus, ASGV: Apple stem grooving virus, ApMV: Apple mosaic
virus, ASSVd: Apple scar skin viroid. 18S: 18s ribosomal RNA.

Table 2. The survival and virus elimination rates of apple cultivar
treated with heat treatment in vitro

Apple cultivar 

Grafting Heat treatment Virus detection

Survival ratea Survival ratea
Elimination 

rateb

Danhong 096% (24/25) 41.7% (10/24) 28% (7/25)

Hongan 100% (25/25) 28% (7/25) 16% (4/25)

Saenara 096% (24/25) 25% (6/24) 12% (3/25)

Summerdream 092% (23/25) 33.3% (8/23) 12% (3/25)

aThe numbers in parentheses refer to numbers of survival plants/
numbers of samples.
bThe number in parentheses refer to number of virus-free plants/
numbers of total samples.
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요  약

국내외적으로 ACLSV, ASGV, ApMV, ASSVd와 같은 바

이러스 및 바이로이드 병의 발생으로 사과 과실의 생산량

감소와 기형적인 외형 등 많은 문제점들이 보고되었다. 하

지만 사과 바이러스의 감염에 대한 방제 대책은 거의 알

려진 바가 없는 실정이다. 따라서 본 논문에서는 사과 신

품종인 ‘단홍’, ‘홍안’, ‘새나라’, ‘썸머드림’을 분양하기에

앞서 바이러스 무병묘를 생산하는 시스템을 확립하고자

하였다. 37oC가 유지되는 항온 항습장치에서 4주간 열

처리를 하였으며 기내에서 경정 배양을 하였다. 열처리된

각각의 사과 신품종들은 바이러스 진단 프라이머를 통해

Table 3. Effect of virus elimination by heat treatment and shoot-tip culture in apple cultivars

Cultivars 
Before heat treatment and shoot-tip culture After heat treatment and shoot-tip culture

ACLSVa ASGVb ASSVdc ACLSVa ASGVb ASSVdc

Danhong1 + + + − − −

Danhong2 + + + − − −

Danhong4 + + + − − −

Danhong5 + + + − − −

Danhong6 + + + − − −

Danhong7 + + + − − −

Danhong8 + + + − − −

Danhong10 + + + + − −

Danhong15 + + + − + +

Danhong17 + + + − + −

Hongan1 + + − − + −

Hongan2 + + − − + −

Hongan15 + + − − − −

Hongan16 + + − − − −

Hongan20 + + − + − −

Hongan23 + + − − − −

Hongan24 + + − − − −

Saenara1 + + + − − −

Saenara2 + + + − − −

Saenara4 + + + − − −

Saenara6 + + + + + −

Saenara15 + + + + + −

Saenara22 + + + − − +

Summerdream1 + + + + − −

Summerdream3 + + + − − −

Summerdream5 + + + − − −

Summerdream6 + + + − − −

Summerdream8 + + + − + +

Summerdream9 + + + − + −

Summerdream18 + + + − + +

Summerdream24 + + + − + −

Virus infections were evaluated by RT-PCR. +: positive reaction, −: negative reaction. 
aACLSV: Apple chlorotic leaf spot virus. 
bASGV: Apple stem grooving virus. 
cASSVd: Apple scar skin viroid.  



열처리와 경정배양을 이용한 바이러스 무병 사과 생산 시스템 293

RT-PCR을 수행하여 바이러스 진단을 수행하였다. 결과적

으로 ‘단홍’은 28%의 바이러스 무병묘를 확보할 수 있었

으며 ‘홍안’은 16%, ‘새나라’와 ‘썸머드림’은 12%의 확률

로 바이러스 무병 사과를 확보할 수 있었다. 본 연구결과

는 열처리 및 경정배양을 통해 사과 신품종에서 바이러스

무병묘 생산 시스템 구축이 가능함을 보여주었다.
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