
[별표] 
박과류 종자 오이녹반모자이크바이러스(CGMMV) 검사방법

(제3조제2항 관련)

Ⅰ. 입항지 PCR 검사
 1. 대상종자: 박, 수박, 호박, 오이, 참외, 멜론
 2. 현장검역 및 시료채취: 「식물별 현장검역방법과 실험실정밀검역방법(농림축산검역본부 고시)」참

고
 3. 실험실정밀검역: PCR 검사법
Ⅱ. CGMMV 생물검정
 1. 목 적
    CGMMV(KGMMV 포함, 이하 "CGMMV"이라 한다)를 사멸시킬 수 있는 건열소독기 및 소독방법이 개

발됨에 따라 외국에서 동 기준으로 건열소독되어 수입되는 박과류 종자에 대해 생물검정을 실시함으로 
CGMMV 활성여부를 판단코자한다.

 2. 대상 식물: 박ㆍ수박 종자
 3. 건열소독처리 인정기준 
  가. 건열소독장치
    소독처리 시 처리종자의 온도를 수시 확인할 수 있고, 일정기간 계속적인 온도유지를 확인할 수 있

는 자동온도기록 장치를 포함하는 건열소독기에 의해 건열처리 하여야한다.
  나. 처리온도 및 시간
    처리온도 및 시간은 72℃ 이상에서 72시간 이상 처리한 것에 한하여 인정한다. 다만 전ㆍ후처리의 

온도와 시간은 회사별로 상이하게 처리할 수 있다.
  다. 제출서류
    대상식물의 수입자는 품목명, 수량, 처리일자, 처리방법, 처리온도, 처리시간 등의 건열소독 처리내용

이 기록된 수출국 정부 또는 수출회사에서 발급한 건열소독증명서 원본과 온도처리 기록지를 수입
검역신청 시 첨부하여 제출한다.

 4. 입항지검역
  가. 현장검역
   1) 현장검역관은 건열소독 증명서에 기록된 내용과 현품을 확인하고 온도처리 기록지의 처리온도와 처

리시간이 건열소독 인정기준에 적합한지 여부를 확인한다.
   2) 검역방법 및 정밀검사용 시료채취는「식물별 현장검역방법과 실험실정밀검역방법(농림축산검역본

부고시)」에 따라 실시한다.
  나. 실험실정밀검역(PCR)
   1) 검사방법
      PCR 검사는 lot별로 실시할 수 있으며 검사수량은 종자별ㆍlot별 300립씩 검사한다.
   2) 검사결과 및 조치사항
      건열소독 처리한 박과류 종자는 PCR 검사결과 CGMMV 음성 반응일 경우에는 합격조치하고, 양성 

반응일 경우에는 생물검정을 실시한다. 이때 lot별로 검사한 경우 lot별로 합격 또는 생물검정
을 실시한다.

   3) 시료송부
      PCR 검사결과 양성반응일 경우에는 종자 100g을 농림축산검역본부 식물검역기술개발센터에 생물

검정용으로 송부한다. 이 때, 실험실정밀검역(PCR) 실시 후 잔량이 100g 미만일 경우 생물검정을 실시



하지 아니하고 입항지검역 결과에 따라 처분한다.
 5. 생물검정
  가. 생물검정 대상 및 실시기관
   1) 생물검정 대상: 건열소독처리가 확인된 대상종자 중 PCR 검사결과 양성반응인 종자
   2) 실시기관: 식물검역기술개발센터 

  나. 생물검정방법
   1) 접종원 준비
      7. 오이녹반모자이크바이러스(CGMMV) 생물검정을 위한 순화방법에 따라 농축한 후 접종원으로 

사용한다.
   2) 지표식물 접종
      순화된 접종원은 전신감염 기주인 담배(Nicotiana benthamiana), 오이(백다다기 류)에 접종하며, 지

표식물 수량은 품종당 15주씩에 접종(건당 총 30주)한 후 온실에서 재배 관찰한다.
  다. 검정결과 확인
   1) 육안검사: 지표식물 접종 후 병징이 육안으로 확인된 경우에는 아래의 PCR검사를 생략하고 검역 처

분한다.
   2) PCR검사: 육안검사 결과 병징이 관찰되지 않는 경우 전 개체의 접종 상위엽을 대상으로 PCR 검사

를 실시한다.
 6. 검정결과 조치
  가. 검사결과는 생물검정을 의뢰한 지역본부장 또는 사무소장에게 통보한다.
  나. 검사결과를 통보받은 지역본부장 또는 사무소장은 생물검정 결과가 양성일 경우에는 당해 화물을 

폐기ㆍ반송조치하고 음성일 경우에는 당해 화물을 합격 조치한다.
 7. 오이녹반모자이크바이러스(CGMMV) 생물검정을 위한 순화방법

종자분말(50g) + 0.1M Phosphate buffer(1:5) pH7.0 (250ml)
 + mercaptoethanol(1ml) homogenize 후 거즈로 걸러냄

↓
거즈로 걸러낸 액(190ml)에 8% n-butanol (15ml)

↓
shaking 30min(rpm 약하게)

↓
12,000 rpm 20min

하층액 및 상층 부유물질 제거하고 조심스럽게 pipetting
↓

상층액(180ml) + 0.1M Nacl(0.9g) + PEG 4%(Mw 8,000)(7.2g)
↓

shaking 120min(rpm 약하게)
↓

10,000 rpm 20min
↓

상층액을 완전히 제거한 후 침전물을 tube당 3ml의 0.1M Phosphate buffer로 tapping 혹은 pipetting 
하면서 푼 다음 total volume 35ml되도록 resuspension 시켜 2개의 tube로 옮김

 ↓
10,000rpm 20min

 ↓
상층액을 초고속원심튜브로 옮김



 ↓
28,000rpm(100,000g 이상) 60min

 ↓
침전물을 0.01M Phosphate buffer 4ml로 tapping 혹은 pipetting 하면서 테프론이나 볼텍스로 충분히 

풀어줌
 ↓

생물검정 실시


