
Abstract Apple (Malus pumila) is one of the most eco-

nomically important fruits in Korea. but virus infection has 

decreased the sustainable production of apples and caused 

serious problems such as yield loss and poor fruit quality. 

Virus or viroid infection including apple chlorotic leaf spot 

virus (ACLSV), apple stem pitting virus (ASPV), apple stem 

grooving virus (ASGV), apple mosaic virus (ApMV) and 

apple scar skin viroid (ASSVd) have been also reported in 

Korea. In many cases, as apple gets infected with virus and 

viroid with no specific symptoms, the damage and symptoms 

caused by the viruses are not detected. In our research, 

viruses in the rootstock were eliminated for a virus-free apple 

dwarfing rootstock of M.9 and M.26. The virus elimination 

methods were apical meristem culture, thermotherapy (37°C, 

6 weeks) and chemotherapy(RibavirinⓇ). The detection of 

apple viruses was accomplished by Enzyme-linked Immuno- 

Sorbent Assay (ELlSA) and reverse transcription-polymerase 

chain reaction (RT-PCR). RT- PCR method was 10 ~ 30% 

more sensitive than the ELISA method. The efficiency of 

virus elimination was enhanced in apical meristem culture 

method. The acquisition rate of virus-free apple dwarfing 

rootstocks was 30 ~ 40% higher in apical meristem culture. 

After the meristem culturing of M.9, the infection ratio of 

ACLSV, ASPV and ASGV was 45%, 60% and 50%, 

respectively. In the apple dwarfing rootstock of M.26, the 

infection ratio of ACLSV, ASPV and ASGV was 40%, 55% 

and 55%, respectively. Based on this study, the best method 

for the production of virus-free apple dwarfing rootstocks 

was the apical meristem culture.

Keywords Apple rootstocks, Virus elimination, Apical 

meristem, RT- PCR, ELISA

서 언

사과(Malus pumila)는 국내 과수 농업생산액 중 23% 정도인 

1.1조원을 차지할 정도로 가장 중요한 과수이다(KOSIS, 

2018). 과수에 있어 바이러스는 접목 감염을 통해 과실 품질 

저하 및 수량 감소 등 생산성 저하를 야기한다(Smith and 

Challen 1972; Wood 1979). 사과는 주로 접목에 의해 증식하

는 영양체 번식 작물로, 바이러스에 감염되면 각종 병해나 

환경에 대한 저항력이 약화되고, 과실이 작아지는 등 피해

를 입게 되어 대략 20 ~ 40% 정도 생산량이 감소된다(Kim et 

al. 2011; Kim et al. 2017; Kinard et al. 1996; Liu et al. 2013; 

Menzel et al. 2002). 

  사과에 주로 발생하는 바이러스는 Apple Chlorotic Leaf 

Spot Virus (ACLSV), Apple Mosaic Virus (ApMV), Apple Stem 

Pitting Virus (ASPV), Apple Stem Grooving Virus (ASGV) 등이

며, Viroid는 Apple Scar Skin Viroid (ASSVd) 등이 보고되었다

(Hu et al. 2015; Paprstein et al. 2008). 사과 ‘홍로’품종의 바이
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에서 ACLSV, ASPV 및 ASGV가 복합 감염되어 있었고, 3개 

농원 묘목에는 ACLSV와 ASGV가 복합 감염되어 있었다고 

발표한 바 있다(Lee et al. 2017). 

  사과나무의 경우 바이러스에 감염이 되면 소각이나 매몰 

외에는 다른 방제 대책이 없기 때문에 바이러스 무병묘 생산

시스템의 개발이 필요한 실정이다(Lee et al. 2013). 사과 바이

러스 무병주 생산 방법으로는 기내 또는 기외에서 식물체를 

열처리한 다음 경정배양을 병행하는 방법(Lee et al. 2013; 

Paprstein et al. 2008), 4°C로 일정기간 처리하는 한냉요법

(El-Dougdoug et al. 2010; Paprstein et al. 2008; Wang et al. 2006), 

Ribavirin과 같은 항바이러스제를 처리하는 화학적 방법 등

이 보고되었다(Hansen and Lane 1985; Hu et al. 2015).

  Tan 등(2010)은 ACLSV, ASGV, ASPV가 감염된 배 ‘Fengshui’

의 식물체를 주간 42°C, 야간 34°C에서 55일 이상 열처리하

고 경정배양을 하여 바이러스를 제거하였다고 보고하였다. 

Malus pumila Mill 사과 품종에 Ribavirin을 10, 20, 40 및 80 μM 

농도로 처리하여 온실과 농장 모두 사과 신초에서 ACLSV

의 제거 효과를 확인하였다(Hansen and Lane 1985).

  본 연구는 국내 사과 주요 왜성대목 M.9 및 M.26의 바이러

스 무병묘 생산을 위하여 고온처리(37°C), ribavirin, 생장점 

배양 처리를 한 후 바이러스 제거 효과를 비교하였고, 식물

체 생존율을 분석하였으며, RT-PCR 및 ELISA 방법을 이용

하여 바이러스 감염 진단 효율 및 정확도를 비교하고자 수행

하였다.

재료 및 방법

식물재료 

본 시험에서는 충청북도농업기술원 시험포장에 재식된 사

과 왜성대목 5년생 M.9 및 M.26을 재료로 사용하였다. 고온

처리, 화학처리 및 생장점 배양의 바이러스 제거효과를 구

명하기 위하여 바이러스(ACLSV, ASPV, ASGV) 감염이 확

인된 왜성대목을 각각 20개체씩 선발하였다. 최종적으로 생

산된 식물체에 대하여 바이러스 3종(ACLSV, ASPV, ASGV)

의 제거 여부를 RT-PCR 및 ELISA로 진단하여 무병묘 생산

효율을 확인하였다.

바이러스 제거 처리

사과 왜성대목 M.9 및 M.26의 식물체를 이용하여 고온처리, 

화학처리, 생장점 배양을 통하여 바이러스 제거 시험을 수

행하였다. 고온처리는 각 처리별 20개 식물체를 37°C, 습도 

65%로 유지되는 항온항습기(WGC-450, Daihan scientific, 

Korea)에서 6주간 처리하였으며, 화학처리는 Ribavirin (1-B- 

D-ribofuransyl-1,2,4-triazole caboxamide, MBcell, USA) 40 mg/L

이 첨가될 배지에서 25°C로 4주간 신초를 배양하였다. 생장

점 배양은 신초가 신장한 마디를 잘라 흐르는 물에 약 30분

간 깨끗하게 세척한 후 70% 에탄올에 침지하여 약 30초간 표

면 살균한 다음 멸균수로 1회 세척하였다. 이후, 클린벤치 안

에서 2% 차아염소산나트륨(sodium hypochlorite)에 20분간 

침지하여 2차 표면살균 후, 멸균수로 3회 세척하고 실체 현

미경 하에서 0.1±0.2 mm 크기로 생장점(Meristem)을 채취하

여 기내배지에 치상하여 6주간 배양하였다. 배지의 조성은 

MS (Murashige & Skoog, 1962) 배지에 30 g/ℓ sucrose (Junsei, 

Tokyo, Japan), agar (Junsei Chemical, Tokyo, Japan)를 8 g/ℓ 첨

가한 다음, 250 ㎖ 배양병에 50 ㎖씩 분주하였고 고압멸균기

(AC-60, Daihan scientific, Korea)를 이용해 121°C, 1.2기압 하

에서 20분간 멸균하여 사용하였다. 배양 조건은 23±1°C 온

도가 유지되는 배양실에서 명배양(광주기 16D : 8H, cool 

white 형광등 30 ㎛ol·m-2·s-1) 하였다. 배양 과정 중 신초의 발

생 양상을 관찰하였고 배양 6주 후에 형성된 신초 잎을 이용

하여 바이러스 검정을 하였다.

바이러스 검정

ELISA 검정

사과 왜성대목의 신초잎은 0.5 g씩 채취한 후 시료 무게의 10

배가 되게 완충액(Extraction buffer 5 ml)을 첨가하였고, Sample 

bag mesh에 마쇄한 후 원심분리한 상층액을 사용하였다. 바

이러스 검정은 Standard Double Antibody Sandwich ELISA 

(Enzyme Linked Immunosorbent Assay) 방법으로 Agdia (DAS 

ELISA, USA)로부터 구입한 ACLSV (Apple chlorotic leaf spot 

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

grooving virus) 항혈청과 Conjugate enzyme은 Alkaline phosphatase

를 이용하였다. 바이러스 측정은 ELISA Microplate Reader 

(VERSAmax, Molecular Devices, USA)를 사용하였고, 이병주 

판정은 건전주의 평균 O.D (optical density)값의 2배 이상인 

개체로 하였다.

RNA 추출 및 RT-PCR 검정

분석에 사용할 식물 시료 50 mg을 CTAB 방법(Gambino et al. 

2008)을 변형하여 total RNA를 추출하였으며, 추출된 RNA는 

M-MLV reverse transcriptase (Invitrogen, USA)를 이용하여 

cDNA 합성에 사용하였다. cDNA를 주형으로 각 바이러스 

특이 primer sets를 PCR 반응에 사용하였다(Table 1). PCR에 

사용한 총 20 μL의 반응액은 0.2 μM primer 1 μL, 2.5 mM 

dNTPs l.6 μL, 5 U Takara Ex. Taq polymerase (Takara Bio Inc., 

Japan) 0.1 μL, 10X Taq Buffer 2 μL, cDNA 1 μL, RNAase-free 

water 13.3 μL를 혼합하여 사용하였다. 

  PCR 조건은 초기변성을 위해 94°C에서 2분간 반응시킨 

뒤, DNA 증폭을 위한 반응(95°C에서 40초간 DNA 변성, 60°C

에서 30초간 primer 접합, 72°C에서 30초간 DNA 신장)을 35
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회 반복하였다. 최종 신장을 위해 72°C에서 5분간 반응시킨 

후 종료하였으며, NADH를 내부 대조구(internal control)로 

사용하여 합성된 cDNA가 RT-PCR 반응에 제대로 사용되었

는지 확인하였다. 반응이 증폭된 DNA는 2% agarose gel상에

서 100 V로 30분간 전기영동한 후, Ethidium bromide로 염색

하여 UV상에서 관찰하였다.

결과 및 고찰

사과 왜성대목의 바이러스 진단

사과 왜성대목 무독묘 생산을 위하여 바이러스가 감염된 사

과 묘목을 확보하였다. 충청북도농업기술원에 재식된 사과 

왜성대목을 RT-PCR 진단 방법을 통해 바이러스 검정을 실

시한 결과, ACLSV, ASPV, ASGV의 경우 대부분 복합 감염되

어 있었다. 따라서 고온처리, 화학처리 및 생장점 배양을 통

한 무병화가 가능한 시료를 채취하기 위하여 복합 감염된 개

체를 선별하여 M.9 및 M.26의 묘목을 확보하였다(Fig. 1).

사과 왜성대목의 무병묘 생산을 위한 고온처리, ribavirin 처리 

및 생장점 배양

사과 바이러스 무병묘를 생산하는 방법(Fig. 2)은 37°C로 일

정기간 열처리하는 방법(Thermotherapy)과, 4°C로 일정기간 

저온처리하는 한냉요법(Coldtherapy) 및 항바이러스 약품을 

이용한 화학처리법(Chemotherapy) 등이 보고되었다(Feng et 

al. 2013; Hollings 1965; Paduch-Cichal and Kryczynski 1987; 

Savitri 2013). 사과에서도 열처리 수행 시 바이러스 활성보다 

식물의 생장속도가 더 왕성한 점을 이용하여 무병주 생산이 

가능하였다(Hollings 1965).

  Campbell (1962)은 지표식물(Indicator plant)인 Virginia Crab, 

Spy227, Malus platycarpa 등이 열처리와 생장점 배양에 의해 

사과 바이러스가 활성화되지 않는 현상에 대하여 보고하였

다. 생장점 배양은 여러 식물 종에서 바이러스 제거를 위해 

사용하는 방법 중의 하나로, 일반적으로 0.2 ~ 0.4 mm 크기의 

생장점 분열조직을 분리해서 배양할 때 바이러스 제거에 효

과적이었다(Faccioli and Marani 1998).

  Plopa와 Preda (2013)는 Apple mosaic virus에 감염된 세가지 

품종에서 0.3 mm와 1.0 mm 길이의 생장점을 분리하여 배양

한 결과, 0.3 mm 생장점에서 분화되는 식물체의 감염률이 50 ~

58%였고, 1.0 mm은 77 ~ 85%의 감염률을 보였다고 하였다. 

열처리와 달리 항바이러스제 처리를 이용한 바이러스 제거 

기작은 명확히 알려져 있지 않지만, 핵산과 RNA polymerase

Table 1 Primer pairs and expected size of RT- PCR products for the detection of primers for apple dwarfing rootstock viruses

List of PCR primers
Product size References

Primersa Sequence

ACLSV-Fb 5’-TTCATGGAAAGACAGGGGCAA-3’
677 bp Menzel et al. 2002

ACLSV-R 5’-AAGTCTACAGGCTATTTATTATAAGTCTAA-3’

ASPV-Fc 5’-ATGTGTGGAACCTCATGCTGCAA-3’
370 bp Menzel et al. 2002

ASPV-R 5’-TTGGGATCAACTTTACTAAAAAGCATAA-3’

ASGV-Fd 5’-GCCACTTCTAGGCAGAACTCTTTGAA-3’
273 bp Menzel et al. 2002

ASGV-R 5’-AACCCCTTTTTGTCCTTCAGTACGAA-3’

ApMV-Fe 5’-CGTAGAGGAGGACAGCTTGG 450 bp Menzel et al. 2002

ApMV-R 5’-CCGGTGGTAACTCACTCGTT

nad5-Ff 5’-GATGCTTCTTGGGGCTTCTTGTT-3’
181 bp Menzel et al. 2002

nad5-R 5’-CTCCAGTCACCAACATTGGCATAA-3’

aThe primers for each virus were designed as species-specific
bACLSV: Apple chlorotic leaf spot virus
cASPV: Apple stem pitting virus
dASGV: Apple stem grooving virus
eApMV: Apple mosaic virus
fNADH: Dehydrogenase subunit 5

ASPVa virus detection

Fig. 1 Detection of apple viruses were detected by RT-PCR 

method in apple dwarfing rootstock

M: marker, P: Positive control, N: Negative control, 1; Infected 

samples, 2; Infected samples, 3; Uninfected samples
aASPV : Apple stem pitting virus
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의 합성을 저해하여 바이러스 복제를 억제하는 것으로 보고

되었다(Hansen 1989; Verma et al. 2005). Cho 등 (2016)은 Ribavirin

을 20 mg/L와 40 mg/L으로 2주간 처리하였을 때 바이러스 제

거율은 각각 80% 및 100%였고, 4주 및 8주간 처리에서는 모

두 100%의 바이러스 제거율을 나타내었다.

  항바이러스제는 바이러스 제거에 효과적이지만 고농도

에서는 식물체에 식물 독성과 약해를 줄 수 있다. 식물 독성

의 증상으로는 식물체의 엽록소 분해, 선단 괴사 및 재생이 

저해되는 것으로 알려져 있으나, 배양 후 15일부터는 그 영

향이 없어지는 것으로 보고되었다(El-Dougdoug et al. 2010).

사과 왜성대목 M.9 및 M.26 처리별 바이러스 제거효율

(RT-PCR)

RT-PCR 방법에 의한 M.9 대목의 바이러스 불활성화 처리 방

법별 생존율 및 무병묘 생산 비율은 Table 2와 같다. 생존율

은 50 ~ 65%의 범위로, 고온처리에서 65%로 가장 높았다. 바

이러스 제거 방법별 무병묘 비율은 고온처리는 26.7%, 화학

처리는 11.7%, 생장점 배양은 51.7%로, 바이러스 무병묘를 

생산하기 위해서는 생장점 배양 방법을 이용하는 것이 가장 

효과적이었다. 각 바이러스별 무병묘 비율은 ACLSV는 10 ~

45%, ASPV는 15 ~ 60%, ASGV는 10 ~ 50%였고, ApMV는 검

정되지 않았으며, ASPV에 대한 제거효율이 가장 높은 것으

로 나타났다.

  이 결과는 열처리와 경정배양 후 생존한 신품종들의 바이

러스 제거 효율을 확인하였을 때 ACLSV은 총 31개체 중 26

개체로 84%가 제거되었고, ASGV는 31개체 중 21개체로 

68%, ASSVd는 24개체 중 20개체로 83% 정도 바이러스가 제

거되었다는 연구 결과(Lee et al. 2013)와 비슷한 경향이었다.

  Cho 등 (2016)은 바이러스 감염 정도는 줄기 횡단면 내에

서의 바이러스의 분포뿐만 아니라 생장점으로 바이러스가 

확산되는 것에 영향을 주었으며, 바이러스 무병화에는 열처

리 등 다양한 기술이 이용되지만 단독처리로는 감염된 바이

러스를 완전히 불활성화시킬 수 없기 때문에 경정배양과 함

께 병행하고 있다고 보고하였다.

  바이러스 무병묘를 생산하기 위해 항바이러스제인 Ribavirin

를 사용하는 경우, 사과의 Apple chlorotic leaf spot virus 

(ACLSV) 제거에도 효과적이었다(Hansen and Lane 1985). 하

지만 Ribavirin 처리기간에 따라 Ribavirin 20 mg/L를 2주 및 4

주간 처리한 그룹에서는 100%의 생존율을 보였지만, 8주간 

처리한 그룹에서는 30.0%로 급격히 낮아졌다. 또한 Ribavirin

을 40 mg/L 처리시 신초 생존율은 처리기간에 따라 100%, 

96.7% 및 20.0%로 점차 낮아져, 항바이러스제 처리 기간은 4

주까지가 적당한 것으로 판단되었다(Cho et al. 2016).

  바이러스 불활성화 처리 방법별 M.26 대목의 생존율 및 

무병묘 비율은 Table 3과 같다. 바이러스 제거 처리별 생존율

은 60 ~ 70%로 M.9 대목보다 조금 높았으며, 생장점 배양이 

가장 좋았다. Lee 등(2013)은 열처리 과정과 경정배양을 통

한 기내 도입 과정 중 생장점 배양의 생존율은 단홍 41.7%, 

홍안 28%, 새나라 25% 등 생존율이 낮았고, 생존 개체에서

도 잎의 대부분이 소실되었다고 하였다. 열처리 후 생존한 

개체에서는 바이러스 제거 효율이 높았지만 접목, 열처리 

Fig. 2 Production process of virus-free apple dwarfing rootstock plants using thermotherapy, chemotherapy, and apical meristem 

culturing. A: Thermotherapy (37°C, 6 weeks), B: Chemotherapy (Ribavirin, 40 mg/L), C: Apical meristem culturing

Table 2 Comparisons of survival rate and ratio of virus free plant as affected by virus elimination method of M. 9 dwarfing rootstock 

measured by RT-PCR

Treatment
Number 

of tested

Survival Rate

(%)

Rate of virus free plant (%)

ACLSVa ApMV ASPV ASGV Mean 

Thermotherapy

Chemotherapy

Apical meristem 

20

20

20

65

50

60

20

10

45

ntb

nt

nt

35

15

60

25

10

50

26.7

11.7

51.7

aACLSV : Apple chlorotic leaf spot virus, ApMV : Apple mosaic virus, ASPV : Apple stem pitting virus, ASGV : Apple stem 

grooving virus
bNot tested
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및 생장점 배양 과정에서 생존율이 많이 낮아졌고, 최종적

으로는 12 ~ 28%의 무병묘를 획득할 수 있었다고 보고하였다.

  바이러스 제거 방법별 무병묘 획득 비율은 고온처리 

31.7%, 화학처리 21.7%, 생장점 배양 50.0%로, M.26 대목의 

바이러스 무병묘를 생산하기 위해서는 생장점 배양을 이용

하는 것이 가장 효과적이였다. Kim 등 (2017)은 사과 ‘홍로’

의 동절기 가지 휴면아(측아)의 분열조직 절편체로부터 0.4 

mm ~ 1.2 mm의 다양한 캘러스를 배양하였을 때, ACLSV 바

이러스는 100% 제거되었다고 하였다. 또한 ASSVd는 생장

점 분열조직과 측부 분열조직만을 각각 단독으로 1개 배양

하였을 때를 제외하곤, 대부분 93.5% 정도 바이러스가 제거

되었다.

  ASPV는 생장점과 측부 분열조직에 포엽(Bracts)을 포함

하였을 때 제거율이 저하되었는데, 이 경우를 제외하면 

ASPV도 모든 크기의 분열조직에서 대부분의 바이러스가 

93.5% 제거되었다고 하였다. 이는 감염되었던 4종의 모든 

바이러스가 제거된 캘러스, 총 31 계통 캘러스 중 7 계통을 

생산한 분열조직 절편체의 발달단계를 확인한 결과, 휴면아

에서만 절취된 것으로 나타났는데, 이는 ASGV가 이 단계에

서만 주로 제거되었기 때문이었다. 많은 종류의 바이러스를 

효과적으로 제거하기 위해서는 발달단계가 어린 분열조직

을 사용하는 것이 유리할 것으로 판단되었다.

사과 왜성대목 M.9 및 M.26 처리별 바이러스 검정방법 비교

(RT-PCR, ELISA)

바이러스 불활성화 처리에서 사과 M.9 및 M.26 왜성대목의 

바이러스 검정 방법을 각각 비교한 결과는 Table 4와 같다. 

바이러스 감염률은 생장점 배양에서 화학처리 및 고온처리

보다 낮고, M.9 대목은 20개 중 8 ~ 11개로 M.26 대목과 거의 

Table 3 Comparisons of survival rate and ratio of virus free plant as affected by virus elimination method of M.26 dwarfing rootstock 

measured by RT-PCR

Treatment
Number 

of tested

Survival 

Rate (%)

Rate of virus free plant (%)

ACLSVa ApMV ASPV ASGV Mean 

Thermotherapy

Chemotherapy

Apical meristem 

20

20

20

65

60

70

30

20

40

ntb

nt

nt

35

20

55

30

15

55

31.7

21.7

50.0

aACLSV : Apple chlorotic leaf spot virus, ApMV : Apple mosaic virus, ASPV : Apple stem pitting virus, ASGV : Apple stem 

grooving virus
bNot tested

Table 4 Comparisons of virus detected plant as affected by the virus elimination methods of M.9 and M.26 dwarfing rootstock

Rootstock Treatment
Tested

method

Number of 

tested

Virus detecteda

ACLSVb ApMVc ASPVd ASGVe

M.9

Thermotherapy
RT-PCR 20 16 ntf 13 15

ELISA 20 14 nt  9  9

Chemotherapy
RT-PCR 20 18 nt 17 18

ELISA 20 15 nt 12 14

Apical meristem
RT-PCR 20 11 nt  8 10

ELISA 20  8 nt  6  6

M.26

Thermotherapy
RT-PCR 20 14 nty 13 14

ELISA 20 13 nt 8 10

Chemotherapy
RT-PCR 20 16 nt 16 17

ELISA 20 12 nt 11 14

Apical meristem
RT-PCR 20 12 nt  9  9

ELISA 20 10 nt  7  7

aThe numbers in parentheses refers to numbers of virus detected plants
bACLSV : Apple chlorotic leaf spot virus
cApMV : Apple mosaic virus
dASPV : Apple stem pitting virus
eASGV : Apple stem grooving virus
fNot tested
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비슷한 경향이었다. 사과 왜성대목의 열처리에 의해 생장점 

조직에서 바이러스가 제거되는 기작은, 고온에서 바이러스

의 복제 또는 이동이 저해되고 식물체의 생장속도가 빨라 그 

결과 생장점 부위로부터 바이러스가 제거되는 것으로 알려

져 있다(Cooper and Walkey 1978).

  고온처리에 의한 바이러스 제거율은 Ribavirin을 처리한 

것보다 높았는데, 이는 식물세포가 바이러스에 의해 공격받

을 때 고온처리에 의해 RNA silencing이 증가되었고 생장점 

조직에서 바이러스 RNA가 분해되기 때문이다(Chellappan et 

al. 2005; Wang et al. 2008). 바이러스 제거 효율은 바이러스와 

기주 식물체의 종류 및 복합 감염된 바이러스의 조합에 따라 

달라지는 경향이었다(Knapp et al. 1995). 열처리에 의한 바이

러스 제거 효율은 감염된 식물체의 바이러스 농도와 관련이 

있었고, 바이러스 제거가 어려운 품종도 있었으며, 단독 감

염보다 여러 종류의 바이러스가 복합 감염된 경우에 바이러

스 제거가 더 어려운 것으로 조사되었다(Knapp et al. 1995; 

Paprstein et al. 2008). 

  본 연구에서 바이러스 검정 방법 비교시, ELISA 방법에 비

해 RT-PCR 방법을 이용해서 바이러스를 검정하는 경우의 

검출율이 약 30% 정도 높은 경향이었다(Fig. 3). ELISA (Enzyme- 

linked immunosorbent assay)는 매우 민감한 검출법으로서 재

현성 및 특이성이 매우 높으며, 무엇보다도 다량의 시료를 

동시에 처리할 수 있다는 장점을 가지고 있다(Dixon-Holland 

and Katz 1991). 하지만 이 방법은 바이러스의 유전 물질을 직

접적으로 증폭시켜 검출하는 RT-PCR 방법보다 실험조건이

나 시료 상태 등 외부 환경에 의해 감도가 떨어질 수 있다. 

Joung 등(1997)은 감자바이러스(PVY)에 감염된 싹에서 바이

러스 검정의 민감도를 비교하기 위해 RT-PCR 및 ELISA 검

정 결과, RT-PCR 검정에서는 괴경에서 발아한 싹 조직을 

1/100000 비율로 시료를 희석한 처리까지 희미한 band를 보

여 검정의 민감도가 매우 높았다. ELISA 방법으로는 시료를 

1/100 비율로 희석하였을 경우 감염여부를 판정할 수 있었

고, RT-PCR이 ELISA보다 1000배 정도 높았다. 따라서 사과 

왜성대목의 바이러스 검출을 위한 검정 방법은 RT-PCR 방

법을 사용하는 것이 효율적이라고 판단되었다.

적 요

사과(Malus pumila)는 국내에서 가장 경제적으로 중요한 과

수 중의 하나이다. 하지만 사과 바이러스 감염은 생산량을 

감소시키고 수확량 손실과 과일 품질 저하와 같은 심각한 문

제를 야기한다. 국내에 감염된 사과 바이러스 및 비로이드 

종류는 Apple chlorotic leaf spot virus (ACLSV), Apple stem 

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

mosaic virus (ApMV)와 Apple scar skin viroid (ASSVd) 등이 알

려져 있다. 사과는 바이러스나 비로이드에 감염되어 있어도 

대체로 이상한 징후가 발견되지 않아 바이러스로 인해 피해

가 많았다. 본 연구는 사과 왜성대목 M.9 및 M.26의 무독묘 

생산을 위하여 고온처리(37°C, 6주), 화학처리(Ribavirin) 및 

생장점 배양하여 바이러스 제거 처리를 하였다. 

  바이러스 검출에 일반적으로 사용되는 방법은 효소면역

P; Positive control, N; Negative control, B; Buffer 

1, 2, 4, 6, 7, 8; Infected samples, 3, 5, 9; Uninfected samples

ASPVa detection

P; Positive control, N; Negative control, B; Buffer 

1, 3, 4, 5, 8, 9; Infected samples, 2, 6, 7; Uninfected samples

ACLSVb detection

Fig. 3 Comparisons of the ASPV and ACLSV virus test of M. 9 dwarfing rootstock measured by ELISA
aASPV : Apple stem pitting virus
bACLSV : Apple chlorotic leaf spot virus
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측정법(ELlSA)과 중합효소연쇄반응(RT-PCR)을 이용하였

는데, RT-PCR은 ELlSA방법보다 10 ~ 30% 더 민감하였다. 사

과 왜성대목 바이러스 검정 결과, 바이러스 제거 효율은 생

장점 배양이 가장 높았다. 생장점 배양 후 바이러스 무병묘

의 획득율은 30 ~ 40%로 높게 나타났다. 생장점 배양에서 사

과 왜성대목 M.9은 ACLSV, ASPV 및 ASGV의 비율이 각각 

45%, 60%, 50%로 높았고, 사과 왜성대목 M.26에서는 ACLSV, 

ASPV 및 ASGV의 감염율은 각각 40%, 55%, 55%였다. 이상

의 결과, 사과 왜성대목에서 무독묘를 생산할 수 있는 가장 

효과적인 방법은 생장점 배양에 의한 것으로 판단되었다.
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