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Wheat streak mosaic virus (WSMV), a member of the genus Tritimovirus in Potyviridae, severely impacts wheat and 
corn seed worldwide, but has yet to be detected in Korea, and hence, every effort should be made to prevent its 
introduction. To prevent WSMV from entering the country, it is necessary to prepare a specific, sensitive, simple, 
and fast detection method for routine application to plant quarantine procedures. For this reason, a two-step 
diagnosis system consisting of RT-PCR and nested PCR is being used for WSMV detection. In addition, a novel 
positive control was developed for use with the system. WSMV has been detected in seed sweet corn from Japan and 
seed wheat from USA by a two-step diagnosis system, the details of which are described in this study. After 
sequence analysis, similarities of 80.6 and 100.0% with other isolates were determined by BLAST. They showed the 
same topology, which was classified as 4 genotypes by various phylogenetic trees, using a poly protein encoding 
sequence amplification. In this analysis, WSMV-JSweet-corn2868 (JX845574) is classified as clade B, while 
WSMV-Uwheat1944-1 (KC754959) and WSMV-Uwheat1944-2 (KC754960) belong to clade D.
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수입개방화, 세계인구의 증가, 기후변화 및 식량안보 등의 환

경변화에 따라 블루오션으로 떠오르고 있는 ‘종자산업’은 미국

과 네덜란드 등의 유럽과 더불어 중국, 일본으로 시장 확대가 예

상되는 주요 산업으로, 단순히 기존의 ‘씨앗’ 개념이 아니라 고

기능이 더해진 하이테크 상품으로 변화하고 있으며 농업생산에 

중요한 역할을 차지하고 있다(Rural Development Administration, 

2012). 종자는 바이러스와 세균 등 잠복성 병원체가 많아 다른 

식물류에 비해 검사가 어려워 고도의 검정기술이 요구되며, 검

사시간도 많이 소요된다(Min, 2009). 또한 수입지 정밀검사 또

는 격리재배검사를 실시하고 있는 묘목과 구근 등과는 달리, 종

자는 수입지 현장검사와 실험실검사로 식물체의 통관 여부를 결

정하고 있다. 따라서 기주를 통해 국내로 유입된 식물검역 종자

전염바이러스들은 유통 및 재배과정을 통하여 주변의 건전한 식

물체에 대량으로 전염되어 막대한 경제적 피해를 입힐 수 있는 

특성을 가지고 있다(Shin, 2009). 이렇듯 종자는 수출입의 유통 

시, 철저한 관리로 검역의 안전성을 확보해야 한다.

밀, 옥수수, 기장 및 귀리는 우리나라 주요 재배작물 중 하나로, 

재배 시 가장 큰 문제가 되는 병해는 바이러스이다. Wheat streak 

mosaic virus (WSMV)는 이러한 기주를 감염시킬 수 있는 바이

러스이며(French and Stenger, 2003), 국내 미기록 종인 관리급 

검역바이러스이다(Animal, Plant and Fisheries Quarantine and 

Inspection Agency, 2013). WSMV는 바이러스 group IV positive 

sense single stranded RNA에 속하고, Potyviridae과 Tritimivirus 

속이다(Stenger et al., 1998). 유전자의 크기는 약 9.4 kb, G+C 함

유량은 44.6%이며, 131–9,202 부분에서 poly-protein을 암호화

한다. 이 바이러스는 1920년대 미국의 Central Great Plains에서 
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최초로 보고되었고(McKinney, 1937), 오스트레일리아에서도 보

고되는 등 각 국에서 다양한 isolates가 보고 되고 있다(Ellis et 

al., 2003). WSMV는 곡류의 파종시기에 감염되어 작물량에 있

어 심각한 손상을 초래하여 주된 식량자원의 손실과 경제적인 

피해를 일으키기 있기 때문에(French and Robertson, 1994), 구

조, 진단, 유전자, 기주, 생활사, 벡터 및 염기서열의 다양성 등에 

대한 많은 연구들이 전세계적으로 이루어지고 있을 뿐만 아니라

(Stenger et al., 1998; Parker et al., 2005; Stenger and French, 

2009; Tatineni et al., 2009, 2011), 분자생물학적 방법을 사용한 

진단분야와 염기서열의 다양성에 대한 연구들도 지속적으로 이루

어지고 있다(French and Robertson, 1994; Stenger et al., 1998; 

Ellis et al., 2004; Price et al., 2010).

우리나라에서는 WSMV에 감염될 수 있는 밀, 옥수수, 기장 및 

귀리 종자의 잠복병원체를 검사하기 위해 오랫동안 enzyme-linked 

immunosorbent assay (ELISA) 검사법을 사용해왔다. ELISA 검

사법은 1977년 식물바이러스 검정에 처음 사용되어 지금까지 사용

하고 있다(Stein et al., 1979). 하지만 종자의 특성상 대량의 건전

종자에 포함된 소수의 감염종자 내에 극히 미량 분포하는 바이러

스를 검출하여야 하므로 더욱 검출감도가 높은 방법의 개발이 필

요하며, ELISA의 거짓양성반응 등으로 인해 정밀한 진단과 검역 

처분에 어려움이 발생한다(Caruso et al., 2003; Priou et al., 2006). 

중합효소연쇄반응(polymerase chain reaction; PCR)은, ELISA 

검사에 비해 낮은 바이러스 농도에서도 민감성이 좋아 검출 한

계가 높고, 시간을 단축할 수 있어, 최근 진단의 대부분을 차지하

고 있는 안정성 높은 검사방법이다(Kim et al., 2000, 2005; Park 

and Kim, 2004; Lee et al., 2011a, 2011b). 그러나, PCR 검사법

을 개발하기 위하여 검토하던 중 다음과 같은 몇 가지 중요한 문

제점이 발견되었다. 첫째, 여러 연구자들에 의해 개발된 PCR 검

사법 적용온도 조건이 서로 상이하여 여러 병원체를 동시에 검

사하는 검역현장에서의 활용이 불편하였다. 둘째로, 동일 종자

에서 2종 이상의 바이러스를 검사할 경우, 어떤 바이러스는 

ELISA로 어떤 바이러스는 PCR로 검사법이 이원화되어 한 건

에 대하여 이중으로 검사하게 됨으로, 불필요한 노동력과 검역

현장에서의 불편과 인력부족 현상이 나타날 수 있다. 셋째 양성 

대조구가 확보되어 있지 않아, PCR 검사 시의 실험오차 및 증폭

여부를 정확히 판정하기 어려울 수 있다. 게다가 양성 대조구의 

시료는 검역바이러스에 감염된 시료이므로, 국내 분포나 수입자

체가 어려울 수 있다. 대량으로 수입하는 시료에 대한 검역검사

법의 개발은 정밀성과, 편의성, 신속성 및 특이성을 가져야 하며, 

검사법이 표준화 되는 것이 매우 중요하다. 또한 검사결과에 대

한 오염여부와 거짓양성을 검증할 수 있는 방법이 개발되어, 안

정성과 함께 보다 과학적인 검역을 지원해야 한다.

이러한 검역현장 요구에 부응하는 검사법 개발을 하기 위하

여, 검출감도가 높고 많은 연구로 안정성이 뛰어난 2단계 PCR 

(RT-PCR, nested PCR)을 검사방법으로 선택하였다(Lee et al., 

2013). 또한 대량 수입검사에 반드시 필요한 양성 대조구의 확

보, 동일한 PCR 온도조건, 관련 유전정보의 제공, primer 효율성 

검정 및 PCR 비특이적 반응의 개선 등 일선 검역현장에서의 반

드시 필요한 부분을 고려하였다. 단순히 primer 하나만을 개발

하는 것이 아니라, PCR 진단, 검증, 활용의 편의성, 현장의 실증

실험을 통한 지속적인 AS 및 개발 후 크로스-체크 등을 포함하

는 수입지 종자 검사에 활용 가능한 검역검사 정밀진단 체계 구

축을 목적으로 하였다.

따라서 본 연구에서는 밀과 옥수수 등의 수입종자에서 RT-PCR

과 nested PCR 방법으로 WSMV를 신속하게 진단 할 수 있는 

PCR 검사시스템을 개발하였으며, 오염으로 인한 거짓양성을 판

단할 수 있는 새로운 양성 대조구(positive control) plasmid를 제

작하였다. 또한 이번 연구에서 개발한 PCR 검사시스템으로 수

입 종자시료를 검사하여 WSMV를 검출, 검역처분 하였다.

재료 및 방법

표준시료

금지품 수입허가를 통해 WSMV 감염 시료를 수입하였으며

(Adgen, England), 종 특이적 primer 선발 실험에 역검사체계 

sed as the country flux 사용된 유사바이러스와 기주 특이적 바

이러스의 cDNA 시료는 국내 기업(Plutos, Korea)에서 구매하여 

사용하였다.

핵산추출

SolGent RNA mini prep kit (Solgent, Korea)를 사용하여 감

염시료에서 total RNA를 추출하였고, Neasy
®Plant mini kit 

(Qiagen, Netherlands)를 사용하여 기주의 DNA를 추출하였고, 

순서는 제품의 각각의 매뉴얼에 따라 수행하였다. 멸균된 막자 

사발에 시료를 넣고 액체질소를 첨가하여 마쇄하였고, 그 중 0.1 

g의 시료를 시작으로 최종적으로 nucleic acid free water 20 µl

에 녹여 RT-PCR 주형 DNA로 사용하였다(Lee et al., 2013).

RT-PCR

WSMV의 진단용 primer를 설계하기 위하여 미국 국립생물정

보센터(National Center for Biotechnology Information, NCBI)

로부터 WSMV의 isolates 10종(Sidney81, El Batan3, Czech, 

Turkey1, ID99, MON96, Naghadeh, Saadat-Shahr, WA94 및 

Arg2)과 분류학적으로 유사한 포티비리데(Potyviridae) 4종

(Agropyron mosaic virus, Brome streak mosaic virus, Oat 

necrotic mottle virus 및 Ryegrass mosaic virus)의 염기서열을 

다운로드 하였다. 각각의 다운로드 한 염기서열들은 DNAMAN 

DNA analysis software package (DNAMAN version 6.0; Lynnon 

Biosoft, Canada)를 사용하여 multiple sequence alignment하였

으며, annealing 온도 51–59℃, G+C 함량 45–55%를 조건으로 

염기서열을 탐색하여(Pan et al., 2000), 종 특이적 primer를 선발

하였다. 선발된 primer set는 정방향 5′-TGGCGATGAAGATG 

TCAG-3′과, 역방향 5′-CCATTTCTGTGAAGGCTTT-3′로 1

차 RT-PCR 산물의 크기는 834 bp이다. 염기서열 유사 바이러스

와 기주 특이적 바이러스에서의 비특이적 반응은 Cereal 

chlorotic mottle virus (CCMV)와 Cucumber mosaic virus 

(CMV)의 cDNA로 실험하였다. 또한, WSMV 종 특이적인 

primer의 민감도를 조사하기 위하여 추출된 total RNA를 10
-8까
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Fig. 1. The results of PCR for species specific primer set to detect 
Wheat streak mosaic virus (WSMV). (A) Results of RT-PCR and 
nested-PCR. Lanes: 1, RT-PCR product (834 bp); 2, nested PCR 
product (299 bp). (B) Reference viruses. Lanes: 1, WSMV; 2, 
Cereal chlorotic mottle virus (CCMV); 3, Cucumber mosaic virus 
(CMV); 4, corn genomic DNA. (C) PCR sensitivity test for the 
primer set. Lanes: 1-9, total RNA 100-10-8; M, 100 bp step DNA 
Ladder maker.

지 희석하여 1 µl를 주형으로 반응하였다. RNA에서 cDNA 합성

은 감염시료의 잎에서 추출한 total RNA 2 µl를 주형으로, 

incubation Buffer (Roche, Switzerland) 4 µl, N25 primer (50 

pmol, NNN NNN NNN NNN NNN NNN NNN NNN N) (N-프

라이머를 이용한 핵산의 합성 방법; 국내 특허 10-2006-0121442) 

3 µl, 2 mM dNTP (Enzynomics, Korea) 2 µl, RNasin
® (Promega, 

USA) 0.7 µl, M-MuLV reverse transcriptase (Roche, Switzerland) 

1.6 µl 및 deionized distilled water 6.7 µl로 총 볼륨 20 µl로 수

행하였다. 이후 합성된 cDNA를 주형으로 Fast PCR PreMixture 

(Plutos) 10 µl를 포함하여 총 볼륨 20 µl에 맞춰 실시하였다. 

PCR은 기주인 밀과 옥수수의 genomic DNA 1 µl를 주형으로 

각각 수행하였으며, 정방향과 역방향 primer (25 pmol)를 1 µl, 

deionized distilled water 7 µl 및 Fast PCR PreMixture 10 µl, 전

체 20 µl로 실시하였다. RT-PCR은 42℃, 60분의 역전사 반응과 

95℃, 10분의 denaturation 후 95℃에서 45초, 55℃에서 1분, 72℃
에서 1분 과정을 35회 반복 후, 마지막으로 72℃에서 5분간 반응

시켰다. RNA를 주형으로 cDNA 합성은 42℃에서 60분 후 60℃
에서 10분 반응시켰으며, 산물은 ethidium bromide (Sigma-Aldrich, 

USA)를 포함한 1.2% agarose gel에서 80분 전기영동 하였고, 

UV 하에서 결과를 확인하였다.

Nested PCR

1차 PCR 산물에 대한 nested PCR primer set는 정방향 5′-GC 

GTGGTAACGAATACACATACTA-3′과 역방향 5′-CCATTTCT 

GTGAAGGCTTT-3′으로 PCR 산물의 크기는 299 bp이며, 1차 

PCR 산물을 100배 희석하여 1 µl를 주형으로 사용하였다. PCR 

조건은 RT-PCR의 역전사 반응을 제외한 나머지 반응과 동일하

게 반응시켰다. PCR 산물에 대한 염기서열 분석을 의뢰하였으며

(Bioneer, Korea), 최종적으로 분석된 염기서열과 다른 WSMV

들과의 유사성을 NCBI BLAST에서 확인하였다.

양성 대조구 제작

실험실 오염여부를 확인할 수 있는 양성 대조구 제작을 위하여 

선발된 primer set 구간을 포함하는 PCR 산물을 증폭하였으며, 이

것을 pGEM
®-T easy vector를 사용하여 cloning하였다(Promega). 

5개의 클론을 염기서열 분석하였고, primer set 부착부위가 일치하

는 하나의 클론을 선정하였다. 선발된 클론을 대상으로, nested 

primer set 증폭부위 안쪽으로 제한효소 SalI이 반응할 수 있는 

염기서열인 GTCGAC (6 bp)를 Site-Directed Mutagenesis Kit를 

이용하여 삽입하였으며(Nelson and McClelland, 1992), 삽입 여부

를 5 반복으로 실험하였다(Supplementary data Fig. S1).

WSMV 검출

수입 시료인 스위트콘과 밀 종자는 각각 10 g씩 로트별 2반복

으로 채취되었다. 채취된 시료 10 g을 막자 사발에서 액체질소

를 첨가하여 곱게 마쇄하고, 이 중 1 g을 덜어 total RNA의 추출에 

사용하였다. 이 후, RNA-spin™ IIp RNA Extraction kit-maxi 

prep (iNtRON, Korea)를 사용하여 제품의 사용방법에 따라 수

행하였다. 본 연구에서 개발된 primer set로 2단계 PCR 검사를 

진행하였으며, 전기영동에 사용한 장치는 자동화 전기영동장치 

HT DNA LabChip
® Kit Version 2 (Caliper Life Sciences, 

USA)를 사용하였다. 염기서열 분석은 주식회사 Bioneer에 의뢰하여 

수행하였으며, BLAST와 phydit version 3.1 (http://plaza.snu.ac.kr/ 

~jchun/phydit/) 프로그램을 사용하여 분석된 염기서열과 reference 

isolates 간의 유사성을 확인하였다. 

계통수

분석된 염기서열을 기초로 계통수를 작성하였으며, 본 연구에

서 증폭한 부분과 이전의 연구들(Stenger et al., 1998, 2002, 2006; 

French and Stenger, 2003;)을 비교하였다. 다양한 WSMV isolate

의 염기서열들은 미국 국립생물정보센터에서 다운로드 하였고, bioedit 

프로그램을 사용하여 multiple-alignment 하였다(Hall, 1999). MEGA 

version 5.05, Mrbayes version 3.1.2 (Holder and Lewis, 2003) 

및 Network version 4610 (Bandelt et al., 1999)을 사용하였으며, 

tree making methods로 maximum likelihood (ML), neighbor- 

joining (NJ), Bayesian interference (BI) 및 median-joining (MJ)

을 사용하였고, distance model로 Jukes-Cantor 및 Tamura-Nei 

model을 사용하였다. 또한 검출된 3종 WSMV isolates의 NCBI 

accession number 등록을 위하여 sequin을 사용하였다.

결과 및 고찰

검사법 개발을 위해 수집한 감염시료에서 total RNA는 174.2 

ng/µl가 추출되었으며, 기주에서 추출한 total DNA는 111.9 

ng/µl가 추출되었다. 본 연구에서 개발한 RT-PCR primer set는 

WSMV의 poly protein을 암호화하는 4,938–5,771 부분에서 

PCR 산물이 증폭되었으며, nested primer set는 5,473–5,771 부

분에서 증폭되었다. 각각의 증폭된 RT-PCR 산물과 nested PCR 

산물은 834 bp와 299 bp에 밴드를 형성하였고(Fig. 1A), CCMV

와 CMV의 주형에서는 반응하지 않았으며(Fig. 1B), 기주인 밀

과 옥수수의 genomic DNA에도 비 특이적인 밴드를 형성하지 
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Fig. 2. Nested PCR detection of WSMV in sweet-corn and wheat 
seeds using HT DNA LabChip® Kit version 2. Lanes: 1–4, 
Sweet-corn; 5–8, wheat samples. Lanes: M, HT DNA 5K maker 
(Caliper Co.); 1, WSMV nested-PCR positive control (305 bp); 2, 
negative control; 3, Yeongnam 2868 sweet-corn LOT 502247-1; 4, 
Yeongnam 2868 sweet-corn LOT 502247-2; 5, WSMV nested-PCR 
positive control (305 bp); 6, negative control; 7, Yangsan sample 
LOT 1944-1; 8, Yangsan sample LOT 1944-2.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16
1 JSweet-corn2868 (JX845574) 100 38/256 37/256 3/299 9/299 38/299 39/299 39/299 39/299 39/299 39/299 40/299 40/299 41/299 41/299 58/299
2 Uwheat1944-1 (KC754959) 85.16 100 6/256 36/256 38/256 4/256 9/256 9/256 5/256 6/256 8/256 6/256 8/256 8/256 4/256 48/256
3 Uwheat1944-2 (KC754960) 85.55 97.66 100 35/256 37/256 6/256 7/256 7/256 5/256 4/256 8/256 10/256 6/256 6/256 4/256 47/256
4 Czech (AF454454) 99.00 85.94 86.33 100 6/299 37/299 40/299 40/299 38/299 38/299 36/299 39/299 39/299 40/299 40/299 55/299
5 Saadat-Shahr (EU914918) 96.99 85.16 85.55 97.99 100 40/299 43/299 43/299 41/299 41/299 39/299 42/299 42/299 43/299 43/299 55/299
6 Sidney 81 (AF057533) 87.29 98.44 97.66 87.63 86.62 100 11/299 11/299 3/299 7/299 11/299 7/299 10/299 11/299 7/299 54/299
7 WA94 (FJ348358) 86.99 96.48 97.27 86.62 85.62 96.32 100 0/299 12/299 4/299 12/299 16/299 7/299 4/299 8/299 56/299
8 WA99 (AF511643) 87.29 96.48 97.27 86.62 85.62 96.32 100.0 100 12/299 4/299 12/299 16/299 7/299 4/299 8/299 56/299
9 ID99 (AF511619) 86.96 98.05 98.05 87.29 86.29 99.00 95.99 95.99 100 8/299 12/299 6/299 11/299 12/299 6/299 53/299
10 ID96 (AF511618) 86.96 97.66 98.44 87.29 86.29 97.66 98.66 98.66 97.32 100 10/299 12/299 5/299 4/299 6/299 54/299
11 H98 (AF511615) 86.96 96.88 96.88 87.96 86.96 96.32 95.99 95.99 95.99 96.66 100 14/299 9/299 12/299 8/299 51/299
12 Turkey 1 (AF454455) 86.62 97.66 96.09 86.96 85.95 97.66 94.65 94.65 97.99 95.99 95.32 100 15/299 16/299 10/299 54/299
13 Type strain (AF285169) 86.62 96.88 97.66 86.96 85.95 96.66 97.66 97.66 96.32 98.33 96.99 94.98 100 7/299 7/299 54/299
14 MON96 (AF511630) 86.29 96.88 97.66 86.62 85.62 96.32 98.66 98.66 95.99 98.66 95.44 94.65 97.66 100 8/299 54/299
15 H95S (AF511614) 86.29 89.44 98.44 86.62 85.62 97.66 97.32 97.32 97.99 97.99 97.32 96.66 97.66 97.32 100 54/299
16 El Batan (AF285170) 80.60 81.25 81.64 81.61 81.61 81.94 81.27 81.27 82.27 81.94 82.94 81.94 81.94 81.94 81.94 100

Table 1. The pairwise similarity and different per total nucleotides of poly protein partial gene among WSMV-JSweet-corn2868 (JX845574; 299 
bp), WSMV-Uwheat1944-1 (KC754959) and WSMV-Uwheat1944-2 (KC754960) using Phydit program version 3.1.
1, JSweet-corn2868 (JX845574); 2, Uwheat1944-1 (KC754959); 3, Uwheat1944-2 (KC754960); 5, Czech (AF454454); 6, Saadat-Shahr 
(EU914918); 7, Sidney 81 (AF057533); 8, WA94 (FJ348358); 9, WA99 (AF511643); 10, ID99 (AF511619); 11, ID96 (AF511618); 12, H98 
(AF511615); 13, Turkey 1 (AF454455); 14, Type strain (AF285169); 15, MON96 (AF511630); 16, H95S (AF511614); 17, El Batan (AF285170).

않았다(자료 미제시). 또한 개발한 primer set는 추출한 total 

RNA를 10
-7까지 희석을 주형 RNA로부터 834 bp에서 밴드를 

형성하는 것으로 보아, 감염시료는 다르지만 10
-2–10-4 정도 수준 

이었던 다른 검역바이러스의 primer sets (Lee et al., 2013) 보다 

높은 민감도를 가지는 것으로 예상 되었다(Fig. 1C).

양성 대조구 제작을 위해 primer set가 제작된 부분을 포함하

는 2,013 bp를 증폭되었으며(Supplementary data Fig. S3), 이것

을 insert DNA로 cloning하여 plasmid로 DNA가 만들어졌다(자

료 미제시). 이 후, 제한 효소 SalI을 처리하여 216 bp와 89 bp 두 

개의 밴드가 형성되어, 6개 염기서열(GTCGAC)의 삽입이 잘 이

루어졌음을 확인하였다(Supplementary data Fig. S4).

본 연구에서 개발한 PCR 검사시스템으로 일본에서 선박으로 

수입된 스위트콘 종자 2건과 미국에서 수입된 밀 종자 1건에서 

nested PCR 결과 WSMV를 양성반응을 확인하였다(Fig. 2). 스

위트콘 종자는 2개의 로트에서, 밀 종자는 1개의 로트에서 채취

된 시료들이 PCR 양성반응을 보였는데 우선, 우리가 제작한 양성 

대조구로부터 오염 없이 검출된 것을 확인하였다(Supplementary 

data Figs. S2 and S3). 각각의 염기서열 분석 결과, 일본산 스위

트콘 종자에서 검출된 2건은 염기서열이 100% 일치하였으며, 

WSMV isolate WSMV-JSweet-corn2868 (JX845574)으로 명명

하였다. 미국산 밀 종자에서 검출된 1건은 서로 다른 2개의 

isolates로 구분되었으며, WSMV-Uwheat1944-1 (KC754959)

과 WSMV-Uwheat1944-1 (KC754960)로 명명하였다. 이들을 

BLAST 한 결과, WSMV-JSweet-corn2868은 Czech (99.0% 

nucleotide sequence similarity), Saadat-Shahr (96.99%) 및 Sidney 

81 (87.29%)의 유사성을 보였으며 WSMV의 다른 isolates와는 

80.60–87.29%의 유사성을 보였다. 그리고 WSMV-Uwheat1944-1 

(KC754959)은 Sidney 81 (98.44%), WSMV-Uwheat1944-2 

(KC754960)는 ID96 (98.44%) 및 H95S (98.44%)와 가장 높은 

유사성을 보였으며, 다른 isolates와 81.25–98.44%의 유사성을 

보였다(Table 1). 

또한 WSMV는 종내 변이가 많은 바이러스로(French and 

Stenger, 2003), 염기서열의 다양성에 대한 연구들이 이루어져 

왔다(Stenger et al., 2002; Stenger and French, 2009). 각국에서 

분리된 WSMV의 isolates는 염기서열에 기초한 다양한 계통수들

을 통해 A, B, C 및 D, 모두 4개의 clade로 분류하였고(Rabenstein 
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(A) (B)

Fig. 3. Phylogenetic tree showing the phylogenetic position of WSMV isolates based on poly-protein coding partial sequences. (A)
Neighbor-joining tree showing the phylogenetic position of our detection WSMV-JSweet-corn2868 (JX845574), WSMV-Uwheat1944-1
(KC754959), and WSMV-Uwheat1944-2 (KC754960) based on poly-protein coding partial sequences. Evolutionary distances were computed 
using the Kimura 2-parameter model. Open circle means that the corresponding branches were also recovered in the NJ which is Kimura 
2-parameter distance model, maximum likelihood and Bayesian interference. Bootstrap values (>50%) based on 1,000 replications are shown. 
Bar, 0.02 substitutions per nucleotide position. (B) Median-joining network of WSMV-JSweet-corn2868 (JX845574), WSMV-Uwheat1944-1 
(KC754959) and WSMV-Uwheat1944-2 (KC754960) and closely related WSMV isolates. The length of the lines corresponds to the number of 
substitutions. Bar, ten substitutions. Ryegrass mosaic virus strain AV (AF035818) was used as an out-group; the broken line means that the length of 
the branch is not to scale.

et al., 2002; Stenger et al., 2002), 아르헨티나와 미국북서태평

양과 오스트레일리아에서 분리된 isolates들과 밀접한 관계가 있는 

것을 규명(Stenger and French, 2009) 하기도 하는 등, WSMV 

isolates를 genotype으로 그룹화하고 있는 추세이다. 기존 연구

에서 대부분의 WSMV isolates는 clade D로 분류되었고(Stenger 

et al., 1998, 2002), 이를 본 연구에서도 확인하였다(Supplementary 

data Fig. S5). WSMV clade C로 분류되는 isolate Iran 

(AF454458)에서는 증폭한 부위가 alignment되지 않아 계통수에

서 함께 표시할 수는 없었으나(Fig. 3A), ML, NJ, BI 및 MJ tree에

서 모두 같은 topology가 확인되었다(Supplementary data Fig. S5 

and Fig. 3A). 검출된 WSMV-JSweet-corn2868 (JX845574)은 

모든 계통수에서, 체코에서 분리되었던 isolate Czech와 이란에

서 분리되었던 isolate Saadat-Shahr와 함께 Clade B로 분류되었

으며, Czech와 가장 높은 유연관계를 보였다(Figs. 3A and 3B). 또

한, isolate WSMV-Uwheat1944-1 (KC754959)은 오스트레일리

아 isolate인 Sidney 81, 미국 isolate인 ID99 및 터키 isolate인 

Turkey 1과 유연관계를 보였고, WSMV-Uwheat1944-2 (KC754960)

는 미국 isolate인 WA94, WA96, MON96, ID96, type strain 및 

H95S와 유연관계를 보였으며, 이들은 Clade D로 분류되었다(Figs. 

3A and 3B). 우리가 검출한 WSMV-Uwheat1944-1 (KC754959)

과 WSMV-Uwheat1944-2 (KC754960)는 Clade D에서도 유연

관계가 멀다는 것을 확인하였다.

농림축산검역본부의 인트라넷 병해충정보시스템(http://10. 

110.128.100)에 의하면, WSMV는 1996년 1월부터 2011년 12

월까지 16년간 총 1,762,496건 검사되었고, 이 중 폐기 처분 사

례는 미국으로부터 수입한 옥수수 종자 2건, 4,740 kg에 그쳤던 

반면, 본 연구에서 개발한 2단계 PCR 진단 시스템을 사용한 후

로는 1년 만에 3건, 1,836 kg을 폐기하는 실적을 올렸다(자료 미

제시). 본 연구에서 개발된 PCR 검사시스템은 지속적으로 식물

검역에 활용될 것이며, 국경검역에 기여할 것으로 기대된다. 또

한 본 연구에서는 WSMV와 같이 변이가 심하거나 또는 BLAST 

결과 다른 바이러스들이 리스트에 포함된다면 계통수 분석을 분

류와 동정에 활용할 것을 본 연구에서는 제안한다. 또한 더욱 편

리하고 효과적인 검사방법이 지속적으로 개발되어, 모든 식물검

역 병원체들에 대한 신속, 정확한 검사가 이루어져야 할 것이다.

적 요

Wheat streak mosaic virus (WSMV)는 Potyviridae 과 Tritimovirus 

속으로 분류되는 식물병원성 바이러스로 밀과 옥수수 종자 등에 

많은 피해를 주고 있다. 본 연구에서는 관리급 식물검역 종자전

염바이러스인 WSMV를 신속하고 정확하게 진단하기 위한 2단

계 PCR 시스템을 개발하였으며, 실험실 오염의 여부를 확인 할 

수 있는 새로운 양성 대조구를 제작하였다. 본　연구에서　개발된 

PCR 시스템으로 일본에서 수입한 스위트콘 종자와 미국에서 수입

한 밀 종자의 검역과정에서 WSMV-JSweet-corn2868, WSMV- 

Uwheat1944-1 및 WSMV-Uwheat1944-2를 검출하였다. 검출

된　증폭 산물은 다른 WSMV의 isolates와 80.60–100.00%의 유사

성을 보였다. WSMV는 계통수에서 4가지 genotype이 확인되며, 

이번 연구에서 검출한 isolate WSMV-JSweet-corn2868 (JX845574)

은 Clade B로 분류되었고, isolate WSMV-Uwheat1944-1 

(KC754959)과 WSMV-Uwheat1944-2 (KC754960)는 Clade D

로 분류되었다．
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