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Abstract
Grapes (Vitis spp. L.) are the third most produced fruit in the world. Crown gall disease caused 
by Agrobacterium vitis forms galls in the stems of the grapevines and reduces the vitality of 
the fruit trees, resulting in reduced yields. This pathogen has occurred in vineyards worldwide 
and caused serious economic losses. It is a soil-borne disease, so Agrobacterium vitis can 
survive for several years in vineyards and is difficult to control. Additionally, since there is 
no effective chemical control method, the most effective control method is the breeding of 
resistant varieties. To make the resistant variety, marker-assisted selection (MAS) enables fast 
breeding with low cost. In this study, we applied a genome-wide association study (GWAS), by 
combining phenotyping and genotyping-by-sequencing (GBS), for the development of a single 
nucleotide polymorphism (SNP) marker set related to crown gall disease using 350 grapevine 
varieties. As a result of the GBS based genotyping analysis, about 58,635 SNPs were obtained. 
In addition, the phenotypic analysis showed 35.2% resistance, 73% moderate susceptibility 
and 16.4% highly susceptibility. Moreover, after confirmation, two genes (VvARF4 and VvATL6-
like) were shown to be related to crown gall disease based on the results of GWAS analysis, 
using the phenotypic data, and GBS. High-resolution melting analysis (HRMA) was performed 
using the Luna® Universal Probe with real-time PCR to distinguish the melting peaks of the 
resistant and susceptible varieties. Our data show that these SNP markers are expected to be 
helpful in evaluating resistance against grapevine crown gall disease and in breeding.
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Introduction
포도나무는 가장 오랫동안 재배되어 온 과수로(Pelsy et al., 2010) 현재 전세계 과일 중 세 번째로 많이 생산되고 

있는 주요 과수이다(FAO, 2018). 우리나라에서도 포도는 중요한 과수이며 10 a당 표준 소득이 492만원으로 국내 

과수 중 소득률이 가장 높아 농가소득에 큰 기여를 하고 있다(KOSTAT, 2019). 또한 최근 대립계 품종인 �샤인머스
켓�의 수요가 급증하면서 소비시장이 크게 확대되었으며, 이로 인해 품질이 좋고 내병성이 뛰어난 품종 개발을 위
한 육종 연구의 중요성이 대두되고 있다.

현재 많이 재배되고 있는 포도품종들은 대부분 유럽종(Vitis vinifera) 포도와 유럽종 포도를 이용한 교잡종으로 

품질은 우수하나 내병성과 내한성이 약해 겨울철 온도가 낮은 우리나라에서 피해가 크다. 그 중에서도 국내에서 

두 번째로 많이 재배되고 있는 대립계 품종 �거봉�의 경우 줄기혹병에 대해 감수성이며 내한성이 약해 그 피해가 

심각하다(Park et al., 2000). 내한성이 약한 품종을 우리나라 중부지방과 같이 겨울철 온도가 낮은 지역에서 재배하
면 동해로 생긴 상처로 인해 줄기혹병의 병원균인 Agrobacterium vitis가 침입하기 좋은 환경이 만들어져 발병률이 

높아진다(Pearson and Goheen, 1988). 동해 방지를 위해 겨울철 온도가 낮은 지역에서 관행적으로 포도나무를 땅에 

묻어주는 작업을 해주는데 이 과정에서 줄기에 상처가 발생하고 토양 속에 남아있던 병원균이 상처를 통해 침입
하게 된다(Chamberlain, 1962; Lehoczky, 1968).

줄기혹병이 발병한 포장에서는 병원균이 이병잔재에서 수년간 생존하며 건전한 식물체 또한 감염될 수 있어
(Pu and Goodman, 1993; Burr and Otten, 1999) 효과적인 방제법이 요구된다. 하지만 효과적인 화학적 방제 방법이 

개발되어 있지 않으며 50℃ 온탕 처리(Bazzi et al., 1991; Burr et al., 1998), 정단 배양을 통한 건전 묘 생산(Burr et al., 
1998) 및 건전토양에서의 재배(Burr et al., 1987) 등의 예방적 방법만이 시행되고 있다. 따라서 줄기혹병의 피해를 

줄이기 위한 근본적인 해결방법은 저항성 또는 내성을 가진 품종의 육종이다.

효과적인 저항성 품종의 개발을 위해 분자표지(molecular marker)의 개발이 요구되는데, 분자 표지는 육종효율 

증진에 큰 도움을 준다(Bernardo, 1998). 분자표지는 고품질 혹은 저항성 작물을 육종할 때 우수한 개체를 선발하는
데 매우 중요하며(McCouch et al., 2002), 목표로 하는 형질과 관련된 유전자를 정확하고 빠르게 선발할 수 있다. 분
자표지를 활용한 marker assisted selection (MAS)은 생육 단계, 환경적 요인에 구애받지 않으며 목표로 하는 유전자
의 선발 효율성을 향상시킨다.

초기에는 restriction fragment length polymorphism (RFLP; Botstein et al., 1980), randomly amplified polymorphic DNA 

(RAPD; Williams et al., 1990), amplified fragment length polymorphism (AFLP; Thomas et al., 1995), simple sequence repeat 

(SSR; Tautz, 1989) 등의 기술로 분자표지를 선발에 많이 활용되었으나, 최근 차세대 염기서열분석(next generation 

sequencing, NGS)기술의 발달로 염기서열 분석의 비용 및 시간이 효과적으로 줄어들어 차세대 염기서열분석을 기
반으로 한 다양한 분석 방법들이 개발되고 있다(Poland and Rife, 2012). 차세대 염기서열 분석기술의 발달로 단일염
기다형성(single nucleotide polymorphism, SNP)을 이용한 분자표지 개발이 많이 개발되고 있는데(Hyten et al., 2010; 

Trebbi et al., 2011; Chagne et al., 2012), 이 SNP는 DNA 다형성 중 가장 높은 빈도로 일어나며 안정적으로 이용할 수 있
다는 장점이 있다(Gupta et al., 2001).

유전체 분석을 이용해 SNP를 발굴하기 위하여 유전체 전체를 해독하는 whole genome sequencing (WGS)은 정확
한 데이터를 얻을 수 있다는 장점이 있어 우수 유전자원에 보편적으로 이용되고 있으나, 많은 시간과 비용이 소모
되고 과도하게 많은 데이터로 인해 분석하는데 어려움이 있다. 하지만 코넬대학에서 처음 고안된 genotyping-by-

sequencing (GBS)를 이용한 분석 기법은 제한효소를 이용해 절단된 DNA 단편의 염기서열만을 분석하여 시간과 비
용절감 효과가 뛰어나며(Elshire et al., 2011), 또한 절단된 단편이 유전체 전체에 고르게 분포하도록 설계함으로써 효
율성을 높였고 포도와 같이 이형접합성이 높은 작물에서 유용하게 사용되고 있다(Jang and Oh, 2017).
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GBS 분석을 통해 얻은 SNP데이터는 유전적인 변이를 연구하는데 많이 사용되고 있으며, 2002년 일본 이화학연
구소에서 최초로 시도한 게놈전체연관분석(genome-wide association study, GWAS)을 이용해 표현형에 영향을 미치
는 것으로 추정되는 SNP를 탐색할 수 있다(Ozaki et al., 2002). 게놈전체연관분석은 유전형과 표현형 사이의 연관성
을 통계학적 접근방법을 이용하여 찾아내는 분석방법으로 GAPIT (genome association and prediction integrated tool)이
나 TASSEL (trait analysis by association, evolution and linkage)과 같은 소프트웨어가 널리 사용되고 있다(Bradbury et al., 

2007).

이러한 게놈전체연관분석을 통해 얻은 줄기혹병 저항성 관련 SNP 데이터를 Real-time PCR 기기를 사용한 high 

resolution melting analysis (HRMA) 방식의 루나 프로브(unlabeled probe)를 이용하여 분자표지를 개발하였다. 루나 프
로브는 FRET (fluorescence resonance energy transfer) 프로브 방식을 이용하며 3� 말단에 인산염(phosphate)처리로 중합
효소에 의한 뉴클레오타이드(nucleotide) 합성을 방지하였으며, Eva Green과 함께 사용하여 SNP의 결합 여부에 따른 

melting peak의 Tm값 차이로 SNP 타입을 구별할 수 있다(Zhou et al., 2004; Park et al., 2018). 루나 프로브는 기존에 많
이 사용되던 CAPs marker나 SCAR marker와 같은 젤 기반의 유전자형 분석 방법에 비해 자동화가 가능하며 시간과 

비용절감의 효과가 있어 대량의 샘플을 분석하는데 유용하다.

본 연구는 생물정보학(bioinformatics)을 기반으로 포도나무의 줄기혹병 관련 분자표지를 개발하여, 유전자원의 줄
기혹병 저항성 평가 및 교배 집단에서 줄기혹병 저항성을 보유한 개체를 신속하고 정밀하게 대량으로 스크리닝하
여 유전자원의 조기선발을 통해 육종 효율을 높이고자 수행하였다.

Materials and Methods

식물 재료

시험 재료는 농촌진흥청 국립원예특작과학원에 보존되고 있는 포도 유전자원 중 350 품종을 이용하였다. 시험에 

사용된 품종들은 유럽종(Vitis vinifera), 미국종(V. labrusca)과 교잡종을 포함해 다양한 품종을 사용하였다. 유전형 분
석을 위한 genomic DNA 추출은 5월에서 6월 사이에 채취한 어린 잎을 이용하였고, 표현형 분석을 위한 삽수는 11월 

낙엽이 진 후 채취하여 4℃ 냉장고에 보관하였다가 이듬해 온실에서 container pots에 삽목하여 저항성 검정을 진행
하였다.

병원균

이병성 검정을 위해 사용된 균주는 충북대학교에서 분양 받은 Agrobacterium vitis �천안 493� 균주를 사용하였다. - 

80℃ 초저온 냉동고에 보관중인 병원세균을 yeast-extract peptone (YEP) 액체배지에서 18시간동안 진탕 배양하고, 

3,000 rpm에서 15분간 원심분리하여 배양액을 제거한 뒤 109 cfu·mL-1 농도로 희석하여 접종원으로 사용하였다(Yun 

et al., 2003).

표현형 분석

줄기혹병 병원세균은 주로 상처부위를 통해 침입하므로 병원균 현탄액을 메스에 묻혀 상처를 내주는 방식으로 

접종하였다(Yun et al., 2003). 접종 부위가 마르지 않도록 파라필름으로 감싸준 뒤, 25℃에서 40일간 재배해 접종 부
위에 생긴 혹의 크기를 측정하였다(Yun et al., 2003).
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유전형 분석

Genomic DNA (gDNA) 추출

포도 잎에서 고순도의 gDNA를 얻기 위해 먼저 샘플을 액체질소로 냉동시킨 뒤 마쇄봉(pestle)을 이용하여 분말
형태로 갈아준 다음, DNeasy plant mini kit (Qiagen, Maryland, USA)를 사용하여 gDNA를 추출하였다. 분말형태로 갈
린 샘플에 AP1 buffer 400 μL, RNase A 4 μL를 넣고 vortexing한 후, 65℃ 항온수조에 30분 반응시켰다. P3 buffer 130 

μL를 첨가하여 얼음 위에서 5분간 반응시킨 후, 4℃, 14,000 rpm, 20분간 원심분리 하였다. 상층액 750 μL를 QIA 

shredder spin column에 옮기고 14,000 rpm으로 2분간 원심분리 하였다. 걸러진 용액의 상층액 300 μL을 새로운 1.5 

mL 튜브에 옮겨주고 AW1 buffer 450 μL를 첨가해 pipetting 한 뒤, DNeasy mini spin column에 옮겨 13,000 rpm에 1

분간 원심분리 하였다. 걸러진 용액을 버리고 AW2 buffer 500 μL를 첨가하는 washing 단계를 두 번 반복한 뒤, 40℃
의 따뜻한 증류수 50 μL를 넣어 추출하였다. 추출한 gDNA는 Simplinano™ spectrophotometer (GE Healthcare Life 

Sciences, Buckinghamshire, UK)를 이용하여 측정 및 정량 분석하였다.

Genotyping-by-Sequencing (GBS)을 위한 라이브러리 제작

GBS 라이브러리는 Elshire et al. (2011)의 방법을 약간 변형하여 제작하였다(Jang and Oh, 2017). 균일한 GBS 라이브
러리 제작을 위해 gDNA를 100 ng·μL-1로 정량하고, ApeKⅠ (New England Biolabs, Ipswich, MA, USA) 제한효소를 사
용하여 각 gDNA를 짧은 단편으로 만들었다. 단편화된 DNA에 각 샘플을 구별할 수 있도록 barcode sequence가 포함
된 barcode adapter와 common adapter를 1 : 1 비율로 섞은 혼합물을 넣어주고, T4 ligase (Takara, Shiga, Japan)를 처리하
여 접합시킨다. 처리가 끝난 뒤 65℃에서 30분간 처리하여 효소의 활성을 억제하였다. 접합이 끝난 샘플들은 각 5 μL

씩 하나의 1.5 mL 튜브에 넣어 혼합한 후, 순도를 높이기 위하여 Qiaquick PCR purification kit (Qiagen, Maryland, USA)

로 정제하였다. GBS 라이브러리를 증폭시키기 위해 Accupower® PCR premix kit (Bioneer, Daejoen, Korea)를 사용하였
고, 정제한 DNA 5 μL, forward 및 reverse 프라이머(10 pmol·μL-1) 각 1 μL와 증류수 43 μL를 혼합해 PCR 혼합물의 총
량을 50 μL로 하여 PCR 증폭하였다. PCR 조건은 72℃ 5분; 98℃ 30초; [98℃ 30초; 65℃ 30초; 72℃ 20초](16 cycles); 

72℃ 5분으로 진행하였다. GBS 라이브러리의 순도를 높이기 위해 한 번 더 정제과정을 거쳐 완성된 GBS 라이브
러리는 Illumina Hiseq2000 (Illumina, San Diego, USA)를 이용한 paired-end sequencing에 적합한 크기인 250 - 500 bp에 

main peak가 유지되는지 확인하기 위하여 전기영동 및 전자전기영동장치를 이용해 quality control (QC)분석으로 적
합성을 확인하였다(Hamblin and Rabbi, 2014; Schröder et al., 2016).

SNP 추출을 위한 GBS 데이터 분석

적합성을 확인한 GBS 라이브러리의 염기서열을 Hiseq2000 (Illumina, San Diego, USA) 장비를 이용하여 분석하였
다. GBS 라이브러리의 염기서열 분석 데이터는 barcode sequence를 이용하여 역다중화 과정을 수행하고, adapter의 

염기서열을 제거하였다. SolexaQA (v.1.13) package의 DynamicTrim 프로그램(http://solexaqa.sourceforge.net/)을 이용해 

phred score가 낮은 염기서열(phred score ≥ 20)을 잘라내고, LengthSorter 프로그램(https://www.browserling.com/tools/

line-length-sort)을 이용하여 너무 많은 염기서열이 잘린 read (short read length ≥ 25 bp)를 제거하는 sequence quality 

trimming을 수행하였다. Trimming 과정을 거친 cleaned reads를 BWA (0.6.1-r104) 프로그램(http://bio-bwa.sourceforge.

net)을 사용하여 V. vinifera (Phytozome, 2017) 표준 유전체에 mapping하고, SAMtools (0.1.16) 프로그램(https://

sourceforge.net/projects/samtools/files/samtools/)을 사용하여 raw SNP를 탐색하였다. 샘플 간의 SNP 비교분석을 위해 

SEEDERS in-house script (SEEDERS Inc., Daejeon, Korea)를 이용하여 통합 SNP matrix를 만들고, 게놈전체연관분석을 

위해 다음의 SNP filtering 과정을 거쳤다(minimum depth ≥ 3, minor allele frequency (MAF) > 5%, missing data < 30%).
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게놈전체연관분석(genome-wide association study; GWAS)

게놈전체연관분석은 TASSEL version 5.0 (https://tassel.bitbucket.io/installer/TASSEL_5_windows.exe; Bradbury et al., 
2007) 프로그램으로 표현형(혹의 횡경)을 종속변수로 하고 유전형(filtered SNP)을 독립변수로 하는 일반선형회귀모
형(general linear model)을 사용하였다. 계산된 p-값을 Q-Q plots와 Manhattan plots으로 시각화하였고, 연관분석으로 얻
은 p-값에서 유의수준을 0.0000001로 설정하여 - log10(p)의 값이 7 이상인 SNP들을 선별하였다.

줄기혹병 저항성 후보 유전자 탐색 및 분석

게놈전체연관분석 결과 - log10(p)의 값이 7 이상인 SNP가 포함된 유전자들 중에서 병 저항성과 연관도가 높아 보
이는 유전자를 탐색하였다. 또한, 줄기혹병 저항성과 같이 양적형질에 대한 연관분석은 통계모형의 설계방법에 따
라 분석결과에 차이가 날 수 있으므로 연관분석에서 선별한 SNP 주변 약 2 Mb를 National Center for Biotechnology 

Information (NCBI)에서 제공하는 V. vinifera 유전체 정보에서 검색해 병 저항성과 관련 있는 것으로 추정되는 유전자
를 탐색하였다.

탐색한 후보 유전자를 분석하기 위해 실험에 사용된 포도 품종 중 대표 품종 8종을 선별하여 사용하였다(Table 

1). NCBI의 염기서열을 참고하여 탐색한 후보유전자에서 프라이머를 제작해 Accupower® PCR premix kit (Bioneer, 

Daejeon, Korea)로 PCR 증폭하고 전기영동 후, 밴드부분을 gel cut 하여 Zymoclean™ Gel DNA Recovery Kit (Zymo 

Reseach, Irvine, CA, USA)를 이용해 gel purification 하였다. 정제한 PCR 산물을 Mighty TA-cloning kit (Takara, Shiga, 

Japan)를 사용하여 T-vector에 넣어주고, Escherichia coli에 삽입하였다. 형질전환된 E. coli를 암피실린(ampicillin)을 첨
가한 luria-bertani (LB) 액체배지에 37℃, 24시간 배양 후 25℃, 3,000 rpm, 20분간 원심분리하고 LaboPass™ Plasmid 

Mini Plasmid DNA Purification Kit (Cosmo Genetech, Daejeon, Korea)를 사용하여 plasmid DNA를 추출하였다. plasmid 

DNA의 염기서열을 마크로젠(Macrogen Inc., Seoul, Korea)에 의뢰하여 분석하고, CLUSTALW (https://www.genome.jp/

tools-bin/clustalw)와 Bioedit 프로그램(v.7.2, http://www.mbio.ncsu.edu/bioedit/bioedit.html)을 이용해 alignment하여 저항
성 품종과 감수성 품종 사이의 염기서열 차이를 비교 분석하였다.

SNP marker 개발

SNP의 유전형을 구별하기 위하여 Real-time PCR을 이용한 high resolution melting analysis (HRMA) 방식의 루나 프
Table 1. Representative varieties used for gene analysis.

No. Variety name Gall length (mm) Disease severityZ

1 Emerald seedless 0.31 Resistance
2 Muscat Bailey A 0.00
3 Cheongsoo 3.00 Moderate resistance
4 Chasselas Blanc 3.18
5 Cabernet Sauvignon 4.17 Moderate susceptible
6 Merlot 5.48
7 Pinot Noir 6.53 Susceptible
8 Ruby Okuyama 6.98

Z Resistance; gall length 0 - 2.0 mm, Moderate resistance; gall length 2.1 - 4.0 mm, Moderate susceptible; gall length 4.1 - 6.0 mm, 
Susceptible; gall length 6.1 ≤ mm.
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로브(unlabeled probe)를 이용하였다. 포도 줄기혹병 저항성과 연관된 SNP를 구별하기 위해 사용한 프라이머는 PCR 

산물이 SNP를 포함하며 산물의 길이가 150 bp 내외가 되도록 설계하였으며, 프로브는 SNP를 포함해 30 mer 내외
로 하며 3�-말단부위에 인산염(phosphate) 처리를 하여 뉴클레오타이드 (nucleotide)의 합성을 방지하였다(Cradic et al., 

2004; Zhou et al., 2004; Montgomery et al., 2007; Zhong et al., 2016). 실험에 사용한 프라이머와 프로브 서열은 Table 2에 

나타내었으며, PCR 혼합물은 gDNA (10 ng·μL-1) 1 μL, forward 프라이머(1 pmol·μL-1) 2 μL, reverse 프라이머(10 pmol·

μL-1) 2 μL, 5x HOT FIREPol® Evagreen® qPCR Supermix (Solis biodyne, Tartu, Estonia) 4 μL, probe (10 pmol·μL-1) 2 μL, 증
류수 9 μL를 혼합하여 총량이 20 μL가 되도록 하였다. PCR 반응은 CFX96 real-time PCR system (Bio-rad, California, 

USA) 기기를 사용하여 95℃ 5분; [95℃ 20초; 60℃ 20초; 72℃ 20초](44 cycles)로 증폭시키고, melting peak의 차이를 

분석하기 위해 95℃에서 15초, 40℃ 30초 처리한 뒤 50℃에서 90℃까지 초당 0.5℃씩 증가시키며 SNP의 결합여부에 

따라 나타나는 melting peaks의 차이로 SNP의 유전형을 구별하였다(Park et al., 2018).

Results and Discussion

표현형 분석 결과를 통한 저항성 및 감수성 품종선발

실험에 사용된 포도 유전자원 350점에 Yun et al. (2003)의 방법에 따라 포도나무 삽수에 Agrobacterium vitis를 접종
하고 40일 후 생성된 혹의 횡경을 측정하였다. 표현형 분석 결과 혹의 횡경이 2 mm미만인 유전자원 24점, 2 - 4 mm인 

유전자원 81점, 4 - 6 mm인 유전자원 84점, 6 mm이상의 큰 혹을 형성하는 유전자원 37점으로 품종별로 다양한 결과
를 보였다(Fig. 1). 표현형 분석은 최소 3반복 이상 실험하였으며, 생성된 혹 횡경의 평균값을 나타내었고 이를 게놈
전체연관분석에 사용하였다(Fig. 1).

최적화된 GBS 라이브러리 제작 및 GBS분석을 이용한 SNP 추출

GBS분석을 위한 라이브러리 제작은 본 연구실에서 개발한 방법으로 하였고, 제작한 GBS 라이브러리가 분석에 

적합한지 확인하기 위해 quality control (QC)분석을 하였고, QC분석 결과 250 - 500 bp 사이에 main peak가 보이는 것
을 확인하였다(Jang and Oh, 2017).

GBS 라이브러리의 염기서열분석 결과를 전리과정 거쳐 총 2백만여개의 SNP matrix가 생성되었으며, 이를 filtering 

과정을 거쳐 58,635 여개의 SNP를 얻었고, 이를 게놈전체연관분석에 사용하였다 (Jang et al., 2020). 연관분석에 사용
된 58,635 여개의 SNP를 얻을 수 있었다(Fig. 2). 이를 통해 GBS 분석으로 추출된 SNP가 포도나무의 19개 염색체에 

Table 2. Information of luna probe used for single nucleotide polymorphism (SNP) genotyping.

Probe 
name Chr Allele

Luna probe (unlabeled probe)
Primer sequences (5' - 3') Probe sequences Product size

(bp)Forward Reverse (3'-phosphate)
VvARF4-1 14 G/C GTTGTTGCCTCCGCAGAG GTGGCAAGAGAAACTGAGAG CAACCCATAAAACGCCCAAACCACCCC 195
VvARF4-3 14 G/C GCCACTTTCCTCTTCTCCTC GATGCTTTGGCGCCTTCTTG GCCACCACTACTCGAAGGGTCGAATCA 179
VvARF4-8 14 G/C GGCATGAGCTTCCCTCAGA AAGCTGGTCTTCACAAACATTCA GTGCCATTCTCTTCGAAGTTCTCTATGCCA 158
VvATL6-1 14 G/C CCGCGCGAACCTGACTGA CATCATCCGCCACTCGAATC GGAATCAGCCGGTGAATCCGATCATGA 152
VvATL6-2 14 A/C GAGATCGGAGATCAACGCTG TAGAGTGCGACCGAGGAAAC ACTGATGTCCAACAAGCGCCTGATGTG 167
VvATL6-3 14 T/C GATCAGGCGGTGCTCGAAA ATACCGGGCACGTAACGTG TGTGCCTGAATGAGTTTGAGGATAATGAAACTC 205
VvARF4, Vitis vinifera Auxin Response Factor 4; VvATL6, E3 ubiquitin ligases 6; Chr, chromosome.
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고르게 분포해 있는 것을 확인하였다(Fig. 2).

게놈전체연관분석(genome-wide association study; GWAS)

TASSEL version 5.0 (https://tassel.bitbucket.io/; Bradbury et al., 2007) 프로그램을 사용하여 GBS 분석을 통해 얻은 

Fig. 1. Phenotyping assay of 350 grapevines by Agrobacterium vitis. (A) Resistant varieties, (B) susceptible 
varieties, (C) distribution of the susceptibility level (indicated by the gall length, mm). Red circles indicate 
gall symptoms. Susceptibility level: gall length 0 - 2.0 mm, Resistance; gall length 2.1 - 4.0 mm, Moderate 
resistance; gall length 4.1 - 6.0 mm, Moderate susceptible; gall length 6.1 ≤ mm, Susceptible.

Fig. 2. The single nucleotide polymorphism (SNP) distribution and density of mapped reads in chromosomes.
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58,635여개의 SNP와 유전자원 350점의 줄기혹병에 대한 표현형을 분석한 데이터간의 연관분석을 수행하였다. 연
관분석 결과를 Q-Q plots과 Manhattan plots으로 나타내었다(Fig. 3). 줄기혹병 저항성과 연관성이 높은 SNP를 찾기 위
해 - log10(p)의 값이 7 이상인 SNP만을 선별하여 총 50개의 SNP 데이터를 얻었고 14번 염색체에 줄기혹병 관련 SNP

가 많은 것을 확인하였다. 50개의 SNP 중 gene description이 없는 것을 제외하고 같은 유전자에 위치한 경우 - log10(p)

의 값이 높은 SNP만을 선별하여 총 24개의 SNP 데이터를 얻었다(Table 3).

줄기혹병 저항성 후보 유전자 ARF4와 ATL6 탐색 및 SNP marker 개발

Fig. 3. Manhattan plot and Q-Q plot displaying the results of genome-wide association study (GWAS) 
mapping for crown gall resistance in 350 grapevines. (A) Q-Q plot, (B) Manhattan plot.
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연관분석 결과로 얻은 SNP 중에서 줄기혹병 저항성과 관련성이 높아 보이는 auxin response factor 4 (ARF4)와 E3 

Ubiquitin-protein ligase ATL6-like (ATL6)유전자를 대표 품종에서 분석하였다.

ARF4는 식물호르몬인 옥신(auxin)에 의해 발현이 조절되는 유전자로 아직 정확한 역할이 밝혀지지는 않았다. 하
지만 토마토에 여러 병원균을 접종하고 ARF 유전자들의 발현량을 조사하였을 때 다른 병원균에는 반응하지 않았
으나 뿌리혹병의 병원균인 A. tumefaciens를 접종했을 때는 ARF4의 발현량이 증가한 결과가 있으며, 비생물학적 스
트레스를 가했을 때도 발현량이 증가하였다(Bouzroud et al., 2018).

ATL6는 기질 단백질을 유비퀴틴화(ubiquitination)하는 세 가지 과정 중 마지막인 연결 과정에 사용되는 E3 효소 중 

하나이며, 기질단백질과 유비퀴틴 접합효소(ubiquitin conjugating enzyme, E2)의 상호작용에 관여한다. 기질단백질
은 유비쿼틴화에 따라 프로테아좀에 의한 분해(proteasomal degradation) 혹은 활성화(activity)에 영향을 받으며, 세포 

내 위치가 변경되거나, 단백질 상호작용(protein interaction)이 촉진되기도, 저해되기도 한다(Sato et al., 2009; Morreale 

and Walden, 2016). Maekawa et al. (2012)의 실험에서 애기장대(Arabidopsis thaliana)에 Pseudomonas syringae pv. tomato 

DC3000를 접종하였을 때, ATL6를 과발현한 경우에는 저항성이 증가하였으나, 유전자 침묵(gene silencing)시켰을 때
는 발병이 증가한 결과를 보아 병 저항성과 연관성이 있는 것으로 보인다.

감수성 정도에 따라 선발한 대표 품종 8 종에서 게놈전체 연관분석을 통해 선별한 세 개의 유전자(ARF4, ATL6)를 

E. coli에 클로닝하여 plasmid DNA를 이용해 염기서열을 분석하였고, 저항성 품종과 감수성 품종 사이에 차이가 나
타나는 SNP를 확인하였다. 그 결과 ARF4 8개, ATL6 5개가 SNP에서 유의미한 차이를 보였다.

ARF4의 8개 SNP는 과오 돌연변이(missense mutation) 3개, 침묵돌연변이(silent mutation) 4개, 비 번역 부위
(untranslated region) 1개였으며, ATL6의 6개 SNP는 과오 돌연변이 2개, 침묵돌연변이 3개로 나타났다(Fig. 4 and Fig. 5).

두 유전자인 ARF4와 ATL6에서 선발된 SNP중 각각 2개의 SNP에서 루나 프로브를 설계하고 유전형의 차이가 구
별되는 것을 확인하여, 루나 프로브를 이용한 SNP marker가 염기서열 분석결과와 일치하는 것을 확인해 분자표지로
서의 정확성을 검증하였다(Fig. 4 and Fig. 5).

Table 3. Most significant single nucleotide polymorphism (SNPs) associated with crown gall resistance in 
350 grapevine.

Chr Position Reference seq. Gene namez Descriptionz p-value - log10(p)
14 1953083 T ATKRS-1 Lysyl-tRNA synthetase 1 1.25E-08 7.9040987
14 2815406 C ATL6 RING/U-box superfamily protein 9.32E-11 10.030621
14 3053090 T ,MIR01 MIRO-related GTPase 1 3.44E-10 9.4629495

14 3100427 T elF3-like Translation initiation factor elF3 subunit 7.24E-09 8.1404774

14 3290361 C AXR4 Alpha/beta hydrolases superfamily protein 5.19E-11 10.284707

14 3456127 C Zinc-Finger CW-type Zinc finger 3.52E-10 9.4538647

14 4921244 T Frigida-like Frigida-like protein 9.78E-11 10.0094479

14 5772120 T HST ARM repeat superfamily protein 2.21E-09 8.6561386

14 5808521 T DRB3 dsRNA-binding protein 3 8.05E-10 9.0942365
14 5910038 C Esterase Esterase/lipase/thioesterase family portein 2.91E-08 7.5363459
14 6306691 A AIN1 Exoribonuclease 4 1.96E-08 7.7085867
14 6600576 A ZDS Zeta-carotene desaturase 4.51E-09 8.345679
14 7200297 A ATPase ATPase E1-E2 type family 3.83E-08 7.4164272
14 7842215 A AN3 SSXT family protein 8.07E-08 7.0930135
19 23625522 C EMB1135 RING/FYVE/PHD zinc finger superfamily protein 6.60E-08 7.1804692

Chr, chromosome.
z Gene names and descriptions are provided by National Center for Biotechnology Information (NCBI).
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Fig. 4. VvARF4 single nucleotide polymorphism (SNP) genotyping using luna probes. Normalized melting 
peaks of SNP in each probe region. Each color represents a different SNP genotype with three replicates; 
resistance, red; susceptible, green. (A) VvARF4-3, (B) VvARF4-8. ES, emerald seedless; MBA, muscat bailey A; C, 
Cheongsoo; CB, chasselas blanc; CS, cabernet sauvignon.

Fig. 5. VvATL6 single nucleotide polymorphism (SNP) genotyping using luna probes. Normalized melting 
peaks of SNP in each probe region. Each color represents a different SNP genotype with three replicates; 
resistance, red; susceptible, green. (A) VvATL6-1, (B) VvATL6-3. ES, emerald seedless; MBA, muscat bailey; C, 
Cheongsoo; CB, chasselas blanc; CS, cabernet sauvignon; PN, pinot noir; RO, ruby okuyama.



Development of a SNP marker set related to crown gall disease in grapevines by a genome wide association study

Korean Journal of Agricultural Science 47(3) September 2020 703

Conclusion
Marker-assisted selection (MAS)은 유묘기에 저항성을 가진 개체를 선발 가능하게 함으로써 생육이 오래 걸리는 포
도의 육종에서 육종 기간, 비용 및 노동력을 효율적으로 줄일 수 있다. 본 연구에서는 병 저항성과 관련된 분자표지
의 연구가 미흡한 포도에서 GBS를 이용해 350 품종의 포도에서 유전형을 분석하고 게놈전체연관분석(GWAS)를 통
해 줄기혹병 저항성과 연관된 유전자를 발굴하고 선발하였다. 이렇게 찾아낸 줄기혹병 저항성과 관련된 유전자들
을 분석하고 루나 프로브를 이용하여 real-time PCR 분석을 수행하여, 염기서열 분석 결과와 루나 프로브를 이용한 

결과가 일치하는 것을 확인하였다. 따라서 본 연구결과를 통해 개발된 SNP marker set는 실제 육종 현장에 적용되어 

MAS를 이용한 포도나무 육종에 유용하게 활용될 수 있을 것으로 보이며, 이는 병 저항성 포도 품종 육종 기술 발전
에 크게 이바지할 것으로 기대된다.
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