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요 약 문

I . 제 목

딸기 바이러스병 진단기술 개발

I I . 연구개발의 목적 및 필요성

딸기는 수출유망작목일 뿐만아니라 내수용으로 고소득 작목이며 재배기술이

간편하여 답전업지대에서 소득보전을 위해서 중요시되고 있다. 그러나

단위면적당 수량은 외국의 60%수준에 불과한 실정으로서 생산성의 향상이

절실한데 그원인은 여러가지가 있으나 가장 심각한원인은 바이러스 감염에 의한

생산성의 저하에 있다는것은 잘알려진 사실이다. 따라서 본 연구에서는

우리나라 딸기집단 재배지역의 바이러스 이병실태를 조사하고,

재배중인 딸기에 가장 큰 피해를 야기시키는 바이러스를 분리동정하며,

이 바이러스에 대한 단일크론항체를 생산하고,

이를 재료로하는 딸기바이러스의 검정기법을 개발하는

가장 간편하고 신속정확한 진단법의 개발을 제일의 목표로하여 이 방법이

개발되면 현재 배양중인 딸기의 종묘를 검색하여 우량무균묘의 생산에 기여함을

연구의 목표로 하고 있다.

I I I . 연구개발 내용 및 범위

- 전국의 딸기 집단재배지역의 피해조사를 실시하여 이병바이러스이 실태를

파악하여 가장피해가 심각한 지역의 딸기 바이러스를 시료로하며,

- 딸기 바이러스이 분리동정이 어려운점을 감안하여 컬럼방법등 새로운

분리기술을 개발하여 연구에 이용하며
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- 피해가 가장 심하다고 생각되는 바이러스 4종정도를 탐색하여 이를 순수분리

정제하고 이를 항원으로 이용하며

- 분리된 바이러스에 대한 전자현미경관찰 및 표면단백질의 전기영동등 특성을

조사하고

- 순수분리된 바이러스를 항원으로 하여 다세포군항체( Pol yconal ant i body) 와

단크론항체 ( Monocl onal ant i body) 를 생산하고 면역측정방법을 개발하며

- 핵산분석을 통한정밀분석을 위한 즉 RT- PCR을 위한 기초기술을 개발하고

- 위와 같은 기술을 활용하여 실제로 재배중인 딸기의 종묘 또는 조직배양중인

딸기의 묘를 검정하여 무병여부를 판별하며

- 이러한 기술이 광범위하게 이용될수 있는 키트롤 제작하도록함

I V. 연구개발결과 및 활용에 대한 건의

- 딸기의 무균묘의 확보를 위한 방안이 가능함으로 우선 전남의 농업기술센터와

협력하여 실용화할 예정임.

- 품종별 조직배양을 통한 무균묘를 배양할수 있는 지원이 필요함.
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제 1 장 서 론

제 1 절 연구개발의 목적와 범위

1. 연구개발의 목적

딸기의 재배양식은 대채로 두가지로 나누어 볼수가 있다. 우선 딸기는 생식용과 가

공용을 나누어 볼수가 있는데 생식용으로 재배되는 경우는 가을에 하우스로 정식을 하

여 겨울철 특히 음력설을 기점으로 해서 수확하는 재배양식 즉 약간 가온을 하여서 재

배하는 방식과 그렇지않고 멀칭만으로 재배하여 4월이후 시작하여 수도이앙전까지 수

확하는 하우스 딸기와 노지에서 재배하여 6월에 수확하는 딸기가 있는데 노지 딸기는

생식용보다는 잼가공용으로 이용되고 있다. 딸기는 영양번식작물익 때문에 번식기관인

런너를 여름까지 증식시키고 저온저장에 의해서 화아 분아시켜서 재배한다. 이러한 영

양번식의 작물은 가장문제가 되는것이 우량한 묘의 확보가 구품질의 수확을 보장하기

때문에 양모가 절반의 농사라고 한다.

또한 딸기는 수출유망작목일 뿐만아니라 내수용으로 고소득 작목이며 재배기술이 비

교적 간편하여 수도작지대의 후작으로서 소득보전을 위해서 중요시되고 있다. 대개 수

도재배를 끝내고나서 논에 하우스를 설치하고 딸기묘를 정식하여 멀칭하고 겨울을 지나

면 적어도 평당 2만원이상의 고소득을 올리고 있다. 그러나 단위면적당 수량은 외국의

60%수준에 불과한 실정으로서 생산성의 향상이 절실한데 그원인은 여러가지가 있으나

가장 심각한원인은 바이러스 감염에 의한 생산성의 저하에 있다는것은 잘알려진 사실

이다. 무균묘의 보급체계가 아직 이루어지지 않고 있으며 이에대한 체계적인연구와

피해실태조사조차 미흡한 실정이다. 따라서 본 연구에서는 먼저 우리나라 전역에

걸쳐서 딸기집단적으로 재배지역하고 있는 지역을 중심으로하여 바이러스 이병실태와

피해정도를 조사한다. 이가운데서 재배중인 딸기에 가장 큰 피해를 야기시키는 바이

러스를 여러가지 생화학적인 방법으로 분리동정하항원을 분리한다. 이 바이러스에 대
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한 특이성 높은 단일크론항체를 생산하고, 항체와 관련된 conj ugat e등을 제작하며,

이를 이용하는 새로운 딸기 바이러스 진단방법의 개발을 일차목표로하며 이 방법이 개

발되면 현재 배양중인 딸기의 종묘를 검색하여 우량무균묘의 생산에 기여함을 연구의

목표로 하고 있다.

2. 연구개발의 범위

본 연구에서는 딸기바이러스의 진단 기술개발을 통하여 조직배양중인 묘의

바이러스 감염정도를 진단 할수가 있으며 재배중인 딸기의 바이러스 이병성정

도, 즉 바이러스 농도를 간편하게 측정할수 있는 기법의 쳬계화를 개발의 목표

로 삼고 있다. 따라서 우선 우리나라에서 재배되는 딸기 에 가장 보편적으로 많

이 이병되어서 피해를 야기시키는 바이러스를 조사하고 분리정제하며 이를 항

원으로 하여 생쥐에 면역시키고 면역에 의해서 형질전환된 세포와 암세포를 융

합시켜 hybr i doma 를 작성하고 이로부터 항원에 특이성을 가진 역가높은 단크론

항체를 생산하며 이항체를 이용한 ELI SA등 초간편진단기술을 개발하고 키트를

작성한다. 또한 면역측정시 검출한계를 높일수 있는 방법을 개발한다. 즉 면역

결합의 신호를 증폭시킬수있는 방법을 개발하며 대량생산에 의해서 요구가 있을

때 분양할수 있도록한다. 이러한 면역측정법의 개발과 함께 이를 이용하여 이후

의 더욱정밀한 측정방법으로 이용되거나 보완적으로 사용하기 위하여 바이러스

핵산분석기술을 개발하며 조직배양중인 딸기 묘를 이 방법을 이용하여 바이러

스 농도를 정량적으로 분석한다. 이렇게해서 분석된 결과는 조직배양의 우량모

로서 판단됨으로 이후 농가 분양에 이용토록 하는것까지를 연구의 범위로 삼는

다.

- 연구의 범위

. 전국을 대상으로 바이러스 이병실태를 아래의 지역을 중심으로 딸기를 재
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배하는 하우스와 노지재배지역을 방문 조사함

충청지역, 경상지역

전남지역 제주지역

. 이병식물체로 부터 바이러스의 분리정제

지역별로 수집한 딸기 잎으로 부터 바이러스를 분리및 순수분리를 수행하

여 특성을 조사함

. 전자현미경에 의한 검경

상기와 같이 분리된 바이러스 분획을 전자현미경( TEM) 으로 관찰하여 바이러

스이 형태와 크기를 조사함

. 항원의 면역

분리된 바이러스를 직접 항원으로 사용하거나 바이러스 표면항원 단백의 분자

량을 확인하기 위하여 acr yl ami de 전기영동을 수행하였다.

. 단일크론항체 생산

항체는 바이러스에 대한 특이 항체를 가토에 접종하여 pol ycl onal 항체와 정

확한 검정을 위한 monol onl a 항체를 생산하였고, capt ur eant i body로 사용을 위

하여 산양에 항체를 항원으로 접종하여 이차항체를 생산하였다.

. 딸기 바이러스 1종에 대한 핵산구조분석

딸기바이러스의 cor e 인 RNA를 분리하고 cDNA룰 작성하였으며 RT- PCR을 수행

하였다.

. 딸기 조직배양

상기연구에서 개발된 바이러스 면역측정법을 이용하여 바이러스의 묘균상태

를 분석하였다.

. 각 연구소 지도소에서 배양중인 모의 획득

. 모의 검정과 평가
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제 2 장 딸기바이러스 실태조사와 동정분야

제 1 절 서설

1. 연구 배경

1) . 딸기의 수출 작목화와 수요 증가 - 전남에서 딸기는

대외경쟁력작목으로서 딸기의 대일 대미수출량( 전남, 94) 이 약 2백만달러에

달한경우도 있으며 생과용과 잽등가공식품으로 매년 수출을 달성하고 있다.

특히 전남담양군에서는 딸기를 죽향 으로 명명하여 군의 대표적인 작목으로

전략육성하는등 소득작목으로 각광받고 있으며 충남의 논산은 이보다 더많은

면적에서 재배되며 답전작물로서 큰 소득원이 되고 있다. ( 충남논산에 딸기

시험장 건립 : 360haÊ 시설 딸기 재배. )

<표1> 딸기 재배 현황

* 본연구에서 조사지역

재배
지역

노지재배 시설재배
재배면적 생산량 재배면적 생산량

서울 0 0 0 0
부산 0 1
대구 6 1, 650 0
광주 7 105 0
대전 12 126 30 449
경기 135 592 9 167
강원 90 1, 021 56 879
충북 82 976 113 1, 603

충남 * 596 6, 530 1, 707 39, 727
전북 49 716 487 7, 446

전남 * 456 5, 349 1, 265 35, 001
경북 91 1, 030 462 10, 761

경남 * 152 2, 452 1, 565 33, 842
제주 217 2, 604 9 131

재배농가수 : 2, 010 호

호당 평균 소득 : 1천24만원
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그러나 딸기는 숙근성작목으로서 대부분의 농가는 동일한 품종을

같은지역에서 연작함으로서 심각한 바이러스의 피해를 입고 있는실정으로서

아직 이에대한 조사한 자료를 찾기가 매우 힘든 형편이다. 따라서 바이러스의

정밀진단기술개발을 위해서는 우선 바이러스의 피해정도를 조사하는것이 가장

선결되어야 할 문제이다 대채로 바이러스에 의해서 일어나는 딸기의 피해는

우선 생산 성 및 품질저하를 지적할수있다. 딸기의 바이러스 피해증상은

외형적으로 왜화, , 착색불량, 저당도, 기형과의 출현을 들수있으며 이에 따른

극도로 수량감소를 가져오며 경우에 따라서는 증상없이 수량감소등이

발생하기도 한다 이러한 문제를 인식하고 국내의 몇지역 농업기술센터에서는

조직배양묘를 공급재배하는 경우도 있다. 그러나. 딸기 바이러스병에 대한 연구

미흡하기 때문에 아직 검정기술이 확실하지 않아서 바이러스의 검정을 거친

종묘는 전무한 실정이다. 따라서 무균묘확보를 위해서 매년 외국에서 상당량의

묘가 도입되고 있다 딸기 재배에 있어서 우선 필요한 문제는 우량무균품종의

개발과 보급에 있다. 신품종육성문제는 본 연구밖의 문제이기 때문에 논외로

하고 딸기의 묘생산과 보급을 위해서는 무균묘 생산 보급을 위한 바이러스

정밀진단 기술의 개발과 이용이 시급함은 전술한바와 같으며 나아가서

바이러스 저항성 품종의 개발도 중요한 과제라 하겠다. 특히 시군의

통업기술센터에서는 대부분 조직배양실을 유지 운영하면서 대량생산은

가능하지만 바이러스 검정을 위한 기술은 아직 개발되지 않고 있어서 이에 대한

요구가 대단히 높다. 이를 위해서 우선 바이러스병으로 관찰되는 이병식물체를

수집하여 분류하고 이로부터 바이러스를 동정하기 위하여 전국을 대상으로

실태를 조사를 실시하였다.
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제 2 절 실험방법 및 내용

1. 조사 수집

딸기바이러스의 감염과 이병실태의 조사는 전국에서 딸기를 집단적으로재

배하는 지역을 중심으로 방문조사와 수집을 수행하였다. 각각의 연구원을 팀

으로 구성하여 동계재배는 하우스재배를 중심으로 하계는 조지재배와 가공 용을

재비하는 지역을 조사하였다. 현지에서 딸기의 바이러스 이병엽은 우

선 사진촬영후 동일이병잎을 다량으로 채취하였다( 수백g ∼kg) . 채집된 식

물재료는 즉시 얼음보관상태로 운반되었으며 연구실로 운반된 시료는 1g의

잎으로 부터 세포액을 추출하여 전자현미경 관찰에 사용하였으며 이후의 실

험을 위해서 - 70℃ 냉동고에 저장하였다가 필요시에 사용하였다. 또한

2. 분류및 보존

현지에서 채집시에 이병식물체를 포트에 이식하여 유리온실( 망실) 에 옮겨서

수집지역별로 격리재배하면서 상태를 관찰하고 증식시키면서 연구에 사용 하

였으며 이병 딸기를 계속보관중이다

제 3 절 결과 및 고찰

1 바이러스 피해조사

딸기바이러스 피해조사는 전국에서 재배면적이 가장 많고 생산량이 많은

충남의논산군을 중심으로한 재배지대 전북의 정읍지역 전남의 담양, 보성의

시설지배지역과 장성과 무안의 노지재배지약 그리고 경남의 진해지역에서

조사를 실시하였다. 조사시기는 2월과 3월 그리과 5월과 6월초순에 걸쳐서
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실시하였다.

<표 2 > 전국의 딸기 재배지역 조사표

조 사 지 역
방문농가수

이병주( 수집
i sol at or )

97 98 99 97 98 99

전남지역

담 양

장 성

보 성

해 남

곡 성

기타( 무안등)

51 32 11

38 27 15

8 5

7 13

7

2 1

111 87 12

13 12 10

15 17

12 8 3

12 13

2

전북지역 정 읍

신태인

기 타

17

7

9

14

11

3

충청지역 논 산

부 여

기 타

32 18 8

12 12 10

21 10 3

113 23

16 15

11 8

경남지역 김 해

함 양

6

8

2

7

제주지역 제주시( 노지) 30 28
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상기 표에서와 보는바와 같이 221 농가를 방문하여 육안으로 관찰가능한

335개의 이병엽 i sol at e를 수집하여 분리하였다. 일반적으로 딸기바이러스는

증상이 없는 경우가 많다고 알려진것과는 다르게 전형적인 바이러스의 증상이

나타나고있으며 재배 농민과의 인터뷰를 통하여 조집배양묘의 도입경로와

재배연한등을 조사하였다. 그결과 정기적으로 묘를 갱신하고있다는 농민은

219농가중 12농가에 불가하고 딸기묘의 갱신의 필요성을 인식하지 못하고

있어서 무균묘의 보급체계와 보급계통이 잘 체계화된 일본과 비교하면 이러한

홍보와 보급쳬계에대한 국가적 관심과 지원책 마련이 시급함을 인식하면서

대일수출용의 규격화에 어려움도 결국 우량묘의 확보에 의해서 가능함을

지적하고자 한다. 연구 1차년도에 수집한 지역과 바이러스 발병의 종류를

2년차년도 계속적으로 발병하는지 여부를 관찰하였으며 3년차에도

계속수행하였다.

<표3> 조사수집된 이병엽의 분류
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이병엽의 증상 수집 지역 및 수량

모자이크 반점
담양 41, 장성 2 제주 2

정읍 12, 신태인 1

논산 42, 부여 5

기 형
담양 7, 해남 1

논산 3, 김해 1

황화현상

담양 13, 보성 4

정읍 2 , 논산 12 제주 1

김해 1 부여 2

왜화
담양 28, 보성 2

논산 3, 부여 1

과실 화기이상
담양 2 무안 1 제주 1

※ 두가지이상의 복합증상을 가진것도 가장대표적인 것으로분류함

딸기에서 바이러스는 특별한 증상이 없이 피해를 야기시키는것으로

알려져있고 농민들도 바이러스 패해를 인식하지 못하고 있는형편이나 실제로

관찰해보면 바이러스에 의한 패해가 대단히 심하다. 상기 표에서는 특징적이고

가장 심각한 한가지의 병징을 기준으로 하여 분류를 한것으로서 실제로

두가지이상의 공통적인 증상을 가지고 있는경우가 대단히많다. 조사중 특기할

사실은 딸기포장관리장의 관리상태에 따라서 차이가 많다. 농촌의 노동력부족이

심각하여 방제에 어려움을 겪고있는 것도사실이지만 관련기관에서의 잘못된

교육이 문제되는 경우도 있었다. 즉 이들기관에서 선충에의한 피해라고

지도하고 있는 경우 본 연구에서 조사한 결과 뿌리가 정상적으로 생육중이어서

선충으로 보기힘들고 전자현미경에의한 바이러스가 검출되고 있어서

바이러스에 의한 피해로 확신하고 있음.
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2 딸기 바이러스 병징.

<그림 1> 보성지역에서 수집한 모자이크 반점 이 있는 딸기잎

모자이크반점을 가진 바이러스 이병 딸기는 우선 잎의 크기가 줄어들고 과실또한 작고

형태가 불규칙적으로 된것을 볼수가 있었다.

14



<그림2> 딸기의 기형잎 ( 부여와 논산지역에서 많이
발견되고 있음 )
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<그림 3> 모자이크 반점이 흰색을 나타내는 병징( 상) 과 기형을 동반한 상태( 하)
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<그림 4> 잎가장자리에 황화현상을 나타내며 기형을 동반한 병징들

함양지역에서 수집함
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<그림 5> 장성과 무안지역의 노지딸기에서 발견되는 황화현상

과 약간의 기형이 되어가는 모습
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<그림 6> 제주시에서 채집한 전형적인 모자이크 반점과 성장이 둔화 되어

보통잎의 절반정도 크기 밖에되지않는다.
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3 딸기 포장에서 재배되는 다른작물과 잡초의 바이러스 감염관찰

<그림 7> 2년째 연속하여 실험을 실시한 포장

노지에서 딸기( 사진의 상부) 와 콩( 사진

의 하부) 의 동시이병 관찰콩잎은 딸기밭에

가까울수록 모자이크 반점이 심해진다.

이로볼때 콩모자이크 바이러스는 교차

감염되고 있음을 혀태적 으로 알수있는것이다.
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<그림 8> 딸기밭과 옆에서 재배한 대두, 딸기와 가까울수록 모자이크

바이러스 병징이 심하게 나타난다.
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<그림9> 딸기하우스에서 동시에 재배되는 작물들의 교차

감염을 조사하기위하여 고추, 가지, 오이의

모자이크 반점형태,
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<그림 10> 딸기 하우스에서 지표식물로 이용가능성을 검색
하기위해서 수집한 식물들
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4 딸기 현지조사를 통한 지표식물 확인과 관련된 타작물과

의 바이러스 상호작용에 대한 고찰

가. 딸기의 시설 재배의 경우 대개 6월초순에서 중순에 마지막수확과 동시에

수도이앙이 시작되기 때문에 하우스를 철거하고 일부 모종을 채집하여 별도의

묘포로 이식을 하였다. 그러나 수도를 재배하지 않는 지역이나 영구하우스의

경우 수도를재배할수 없기 때문에 타작물을 심게된다. 가장 많이 심는것이

고추이고 그다음이 가지이며 일부지역에서는 오이 멜론 참외등을 심는다. 본

조사결과에 의하면 이때 딸기재하우스의 토양을 약간 정리하거나 그 두룩을

이용하여 그대로재배를 하고 있다. 이때 특이한것은 같은지역의 동일작물에서는

볼 수 없는 바이러스감염현상을 관찰할수가 있었다.

나. 특히 딸기재배지역을 철저히 관찰하여 재배지역의 잡초로부터

지표식물로현지조사를 통하여 일정지역을 확정하여 두고 2년차에 계속하여

동일초종 을 통하여 같은 바이러스이병정도를 관찰하여 이들로 부터 바이러스를

분리하고 이 바이러스의 딸기감염 여부를 확인함으로서 중간기주로

판단하였다.

다. 노지재배에서 인접작물과의 교차감염

장성군에서는 잼가공용으로 노지재배를 많이 하고 있다. 이지역에서 대두와

함께 딸기를 심는경우가 있었다. 특징적인것은 대두를 심어논 밭은 딸기에

가까운부분일수록 대두모자이크바이러스 병징이 강하고 멀어질수록 증상이

엷어지고 결국은 거의나타나지 않는다. 따라서 95년부터 본 연구에서는

같은지역에 똑같은반복실험을 실시하여 같은 증상을 확인하고 대두의 모자이크

바이러스와 딸기의바이러스감염이 어떤매걔체에의해서 동시에 감염되고 있음을

확인하였다. 이 관계를 분명히 하기위하여 하우수내에서 딸기와 대두를 심어서

관찰을 하였다. 하우스는 격리되지 않은 곤충의 비래가 가능한 지역에서

실시하였다. 그 결과 똑같은 대두모자이크병을 관찰할수가 있어서 이들이 교차

감염하고 있음을 확인하였다.
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제 3 장 바이러스 검정기법의 개발분야

제 1 절 서설

딸기의 무병종묘 생산을 위해서는 딸기에 창궐하는 바이러스는 전반적으로

연구되어야 하며, 교차 감염이 심한것으로 알려지거나 동일한 하우스에서

전, 후작으로 재배되는 작목도 함께 연구되는것이 필요하다.

본연구에서는 딸기에 경제적으로 피해를 야기 시키는 바이러스를 증상에

따라서 분류하고 이 바이러스를 진단할수있는 명가지 방법을 개발하고자 한다.

국내 에서는 바이러스를 검정할수있는 항체를 생산하는 곳이 많지 않고 단지

농진청에서 연구되고 있을 뿐이며 아직 효과적인 진단기술이 개발되지 않고

있는 실정이다. -

<표 4> 우리 나라의 바이러스 연구결과 실태

作 物
同定된 바이러스

類數 硏究水準

벼 3 同定, 診斷, 生態, 防除
보리, 밀 3 同定, 生態
두과작물 14 同定, 診斷, 傳染

채소 35 同定, 診斷, 防除
화훼 8 同定, 診斷, 生態, 防除
감자 5 同定, 診斷, 生態,
과수 3 同定

o 우량묘 생산체계 확립을 위한 바이러스 동정 및 진단기술이 절실함

- 대상 작물 : 딸기 및 관련 작물

- 바이러스 피해조사 : 일부 수행 - 심각성 확인.

- 진단기술 개발 : 농학, 의학적기술, 유전공학등 복합기술능력이

필요하므로 공동 연구에 의하여 해결기대.

따라서 본 연구에서는 바이러스를 순수분리하고 이 바이러스를 항원으로

조제하며 3종류의 동물( 산양, 가토, 마우스) 에 접종하여 항체를 생산하며 이

항체를 이용하여 면역측정이 가능하도록 conj ugat e를 작성하며
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항체( 면역) 단백질의 f r agment 를 작성한다. 또한 면역측정에서 가장문제가 되는

감도( 민감성) 즉 측정한계를 높이기 위해서 신호를 증촉시킬수있는 몇가지

방안을 강구하여 검정체게를 확립한다.

일반적으로 바이러스의 순화방법은 선발된 감염엽의바이러스를 지표식물에

감염시켜 바이러스를 발병, 농도가 높은엽을 얻은다음 초원심분리 방법에

의해서 순화하는방법을 사용하고 있다. 그러나 본 연구에서는 이러한 일반적인

바이러스 순화방법을 이용하지않았다. 왜냐하면 우선 딸기 바이러스의

지표식물이 별로 개발되어 있지 않고있다. 단지 야생딸기에 접목하여 검정하는

방법만이 이용되고 있는데 이경우 야생딸기에 이병되지 않는 바이러스는 순화가

불가능하고 아래의 사진과 같이 국내 연구소에서 이용하고 있는 야생딸기는

그자체가 이미 감염이되어 있는 상태이다.

본연구에서 분리정제는 전술한바 재료및 방법과 같이 여러가지 컬럼등을

이용하며 기타 생화학적인 분리기술을 활용하고 있다. 이경우에 분자량이

확연히 차이가 있는 바이러스는 완벽하게 분리할수가 있다. 그러나 분자량이

비슷한것끼리는 혼재할수가 있다. 이때는 문제가 된다. 그러나 이경우도

단크론항체 생산기술을 이용하여 특이성높은 항체의 생산이 가능하다. 즉

단크론항체생산 후 전자현미경관찰기술 즉 DECORATI ON시켜 이를 확인하여

사용하기 때문에 오히려 2가지항체를 일시에 생산하는 잇점이 있다. 바이러스의

분리정제 과정에서 바이러스의 분리정도는 분광광도계의 흡광도에 의해서

판단이 가능하였다. 아래그림과 단백질과 핵산의 농축되어가는 흡광도의변화에

의해서 판단하였다. 그림에서와 260nm에서 큰 피크를 그리고

280nm의부근에서도 작은 피크가 불순물이 제거되고 정제되어가는 정도에 따라서

확실하게 나타나고 있음을 볼수가 있었다. 특히 col umn을 통과하여 정제한

바이러스도 더욱 완벽하게 정제하기 위해서 ces i um dens i t y gr adi ent

cent r i f ugat i on을 수행하였다.
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제 2 절 실험방법 및 내용

1 . 바이러스 분리, 정제

가. 바이러스의 추출과 분리

상기 조사방법에 따라서 수집된 이병엽을 아래의 추출과 정제 방법에 따라서

분리하였다. 추출과정에서 바이러스 정제 정도는 흡광도를 측정하면서 추적하였

고 정확한 확인을 위해서는 전자현미경과 일부 표면 단백질을 확인하기 위하여

SDS- PAGE 전기영동을 실시하였다.

이병옆의 조직은 f ood mi xer 와 pol yt r on을 이용하여 마쇄하였으며 조직의 효과

적인 파괴를 위하여 액체질소를 이용하였다. 또한 이때 바이러스의 산화억제를

위햐여 단백질분해쇼 억제제를 사용하였다.

바이러스의 침전을 위해서는 pol yet hyl ene gl ycol 법과 황산암모니움을 을 사용

하였으며 바이러스의 특성에 따라서 각각 사용하였다.

추출에 사용된 완충액은 Tr i s와 인산염완충액을 기본으로 사용하였으며 pH는

바이러스에 따라서 그리고 완충액에 따라서 약간씩 다르게 사용하였으나 기본

적인 pH는 6. 5로 하였다. 시료의 마쇄후 4겹의 거즈로 걸러서 섬유조직을 제거

한후 고속원심분리기에서 세포가 마쇄되지 않은 큰 조직을 침전제거하였으며 이

때 사용되는 완충액은 대개 w/ v이 4- 5배 용량에 달하개 때문에 바이러스이 침전

과정이 필요하며 지용성물질과 불필요한 단백성물질의 제거를 위해거 chl or of or

m으로 2회 추출하였으며 과량의 수분의 제겨를 위해서는 but anol 을 사용하였다.

모든작업은 4C의 저온실에서 수행하였으며 냉각상태에서 수행하였다.
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<바이러스 추출과 분리>

Gr i nd l eaves i n 0. 5Mbor at e buf f er , pH7. 5 cont ai ned

↓ 0. 1% t hi ogl ycol i c aci d

f i l t r at i on t hr ough musl i n

↓ r et ai n f i l t r at e

↓ di scar d r es i due

cent r i f uge at 5, 000r pm f or 30mi n

di scar d r es i due

__________________________________________
↓ ↓

Add 8. 5% but anol t o f i l t r at e or Add PEG 6000 t o

and s t i r f or 45mi n super nat ant ( 10%)

↓ and shake f or 30mi n

↓

Cent r i f uge ar 5000 r pm f or 30mi n Cent r i f uge at 8000 r pm

: r et ai n super nat ant : di scar d super nat ant

↓ ↓

Cent r i f uge at 75000 g f or 60mi n, Suspend pel l et i n 0. 05M

suspend pel l et i n 0. 0Mbor at e buf f er bor at e buf f er

cont ai ned 2% t r i t on- X100

Leave over ni ght

↓ ↓

Cent r i f uge r esuspended pel l et Cent r i f uge at 45000 r pm

at 8000r pm f or 20mi n at 150mi n

: di scar d pel l et : di scar d super nat ant

↓ ↓

Resuspended pel l et

: r et ai n super nat ant , Chr omat ogr aphy or

Cent r i f uge 5000g f or 20mi n Gr adi ent cent r i f ugat i on
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나. 바이러스의 순수 정제

- Si ze excl us i on col umn chr omat ogr aphy

분리하고자하는 바이러스의 크기 즉 분자량에 맞는 충진제 즉 Sephar ose CL- 6B

나 gl ass bead 등 을 사용하여 gel f i l t r at i on ( 20 X 1200mm) f l ow r ar e : 1ml /

mi n방법을 사용하였다 전술한 추출과 원심분리 등 에 의해서 어느정도 분리된

바이러스 분획을 칼럼크로마토 그라피하여 각각의 분획을 분취함.

- Af f i ni t y col umn chr omat ogr aphy

cel l ose에 sul f at e를 가진 충진제를 이용하여 바이러스를 특이하게 정제함. 바

이러스의 표면단백질은 단백질과 5%정도 핵산을 가진 핵단백질이기 때문에 sul f

at e기와 친화적 결합을 하기때문에 이러한 특성을 이용하면 순수분리를 쉽게 할

수 있다. 대개 1 X 3cm정도의 smal l col umn을 사용하였으며 사용된 col umn buf

f er 는 다음과같다.

: bi ndi ng - 0. 02Mphosphat e buf f er , pH7. 2

: el ut i on - 0. 02Mphosphat e wi t h 0. 5MNaCl buf f er

- Ul t r acent r i f ugat i on 법

ㅇi sopycni c cent r i f ugat i on - 44000r pm, 5시간

ㅇgr adi ent ( sucr ose) - 0. 5ml 40%, 0. 6ml 36%, 1ml 35%, 1ml 34%,

1ml 32%( w/ w) CsCl , 0. 02Mphosphat e buf f er

ㅇcent r i f ugat i on- 44000r pm, 5시간
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바이러스 의 정제방법은 연구자에 따라서 다양하게 제시 되어 있다.

본연구에서는 아래의 분리 정제 방법을 기본적으로 사용하였다. 이러한 방법으

로 분리된 바이러스는 더욱 순수하게 분리정제하기 위하여전술한 친화성 크로마

토 그래피를 수행하였다.

특히 분리를 원하는 바이러스에 따라서 gel f i l t r at i on 크로마토그래피 를 수

행하여 순화 하였다. 대체로 바이러스를 정제하기 위하여 사용된 이병엽은 1kg

에서 약 3kg까지를 사용하였다.

다. Pol ycl onal 항체 생산

상기에서 정제된 항원을 5개월된 Newzeal and whi t e종 가토의 배부에 200ug

을 Fr eund' s compl et e adj uvant 와 균질화 하여 1ml 가 되도록한다음 50spot 접종

하였다. 이후 2주간격으로 50ug씩 3회 추가접종을 실시하였으며

최후접종 5일만에 이정맥에서 10 - 20ml 채혈하거나 가토를 희생시켜 50- 100ml

혈액을 얻었다. 채취된 혈액은 1시간이상 방치후 4500r pm에서 20분간 원심하여

항혈청을 분리하였다. 이 항혈청은 - 20C에 보관하거나 Ri vanol 을 이용하여 I gG

를 분리하였다.

같은방법으로 산양을 면역시켜 항체를 생산하였다. 이때의 항원은 가토의

항체 또는 마우스 항체단백을 면역시켜서 이차항체를 생산하였다. 면역접종이

완료된 후 산양을 희생시켜 500ml 이상의 혈액을 채취하였으며 이로부터 항혈청

을 분리하고 면역단백질을 pr ot ei n- A chr omat ogr aphy를 수행하여 정제하였다.

정제된 항체는 - 20C이하에 저장하거나 이후에 즉각 실험에 사용될것은 30% gl yc

er ol 을 함유시켜 - 20C에 저장하면서 사용하였다.

라. 단일크론 항체 생산

1) 면역

- Mouse 생체면역

상기분리된 vi r us를 단백질량으로 계산하여 항원으로 200㎍/ 100㎕( 0. 9% sal i ne

+ Fr eund' s compl et e adj uvant , FCA) 씩을 8주된 Bal b/ C 5마리에 2- 3주 간격으
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로 3개월간 50㎍씩 추가 접종하였다. 접종 8주부터 간접형광항체반응에 의해서

항체 역가 를검사하여 항체분비능을 조사하여 면역여부를 확인하였다.

- I n vi t ro i mmuni zat i on

본 연구진에 의해서 개발되어 의약학분야의 실험에 이용하고 있는방법으로서

실험쥐의 비장으로 부터 면역세포를 분리하여 배양하면서 3 - 4일간 시험관내에

서 면역시켜서 단일크론항체를 생산하는 기법으로서 항원의량이 ㎍정도의 적은

량만있으면 면역이 가능하고 생체면역기간 2개월여에 비하여 3 - 4 일로 단시간

에 면역이 가능한 장점을 가지고 있음.

2) 세포융합

단크론항체 생산을 위한 세포융합은 koehl er &Mi l s t ei n의 방법을 기본적으로 적

용하였다. 잘 면역된 고역가 항체 생산능력을 가진 Bal b/ C로부터 비장세포( 1. 5

X 108) 와 myel oma 세포 ( 1. 5X107) 를 50% pol yet hyl ene gl ycol ( PEG) 1ml 로 융

합하였다. 융합후 hybr i doma는 10% f et al cal f ser um + RPMI 1640배지로 2회 원

심세척하여 PEG를 완전히 제거 하였다. 융합이완료된 세포는 선택배지가 들어있

는 96wel l pl at e에 치상하였다.

3) hybr i doma 조제

상기와 같이 융합된 hybr i doma cel l 은 20% FCS- RPMI 1640- HAT( hypoxant i ne, ami

nopt er i n, t hymi di ne) 배지를 가하여 적당한 밀도로 조정하여 96wel l pl at e에

치상하였다. 2주정도는 HAT 첨가배지로 그리고 그 이후는 HT 10%FCS- RPMI 1640으

로 바꾸어주고 정기적으로 배지를 갈아 주면서 2주후부터는 hybr i doma를 관찰하

여 wel l pl at e를 1/ 3이상 덮게자라면 24wel l pl at e로 증식시키고 2회의 제한 희

선법에 의해서 역가 높은 세포주를 선발한 뒤 25㎠ f l ask에 옮겨 배양하였다.

배지에는 세포배양을 양호하기 위해서 MEM- 비필수아미노산과 Na- 피브린산을 그

리고 오염방지를 위해서 gent amyci i n, peni ci l l i n, s t r ept omyci n을 사용하였다.

4) Hybr i doma의 역가 조사

세포배양중 항체 생산여부는 두가지로 검사하였다. 먼저 가토의 I gG ( ant i mouse

I gG ant i body) 를 생산하여 이를 capt ur e ant i body( cAb) 로 하고 ant i - mouse I gG
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- al kal i ne phosphat ase를 이용하여 면역 글로블린 생성여부를 검사하였다. 이때

양성반응을 나타낸 세포주는 다시 vi r us를 coat i ng하여 특이 항체 여부를 조사

하였다.

5) Asci t i c f l ui d

Bal b/ C에 접종 1주일전 0. 5ml pr i s t ane을 주사하여 활성화기키면서 고역가의

항체를 생산하는 hybr i doma를 증식시켜 1마리당 1천만세포정도의 hybr i doma를

복강에 주사하였다 주사 1주일 전후하여 ㅣ생성된 복수암으로 부터 복수를 채취

하고 이로부텨 고역가 특이 항체를 pr ot ei n A- Sephar ose 4B col umn chr omat ogr a

phy 방법을 이용하여 분리 하였다. 이 항체는 적정 농도로 희석하거나 그대로 -

70℃에 저장하거나 동결건조하여 저온에 저장하였다.

6) ELI SA

- I gG coat i ng

항체는 생산방법에 따라서 pol ycl onal 과 monocl onal ant i body로 구별된다.

일반 적으로 단크론 항체는 pol ys t yr en의 표면에 coat i ng이 잘되지 않는 특성이

있다. 따라서 이차항체기법을 이용하기위하여 가토의 I gG를 생산하여 항체- 항체

결합법을 이용하였다. 즉 capt ur e ant i body ( cAb) 는 먼저 BSA로 면역된

Bal b/ 로부터 항혈청 을 분리하고 pr ot ei n A- Sephar ose 4B를 이용하여 I gG를

분리하였다. 이 I gG를 항원 으로하여 가토에 접종하여 ant i mouse ant i body를

생산하고 I gG를 정제하여 cAb로 사용하였다. 이 cAb( 200㎍/ wel l / 100㎕/ 50mM

NaHCO3 , pH9. 6) 를 96wel l / pl at e 에 가하여 4℃에 16시간 방치 하여coat i ng

하였다. coat i ng후 1% BSA/ 100㎕ / 50mMTBS를 가하여 2시간 방치했다가 이를

제거하고 직접사용하였다.

- conj ugat e의 작성

ELI SA에 있어서 기본적으로 필요한것은 특이 항체와 효소 또는 bi ot i n 의

conj ugat e 가 있어야 한다. 본 연구에서 per i xi dase 또는 al kal i ne phos

- phat ase를 항체에 EDC법 또는 gl ut al dehyde법을 변형하여 사용하였다. 항체와

효소의 결함반응후에는 완전히 투석후 30% gl ycer ol 을 가하여 - 20C 이하에
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저장하여 사용 하 였다.

ELI SA pr ot ocol

1. coat pol ys t yr ene mi cr ot i t er pl at es

2. Decant t hor oughl y, add 0. 3ml of di l ut e mAb and i ncubat e f or 3hr s ,

at 30℃.

3. Decant and r i nse t wi ce wi t h t ap wat er

4. Add, t o each cup, 0. 05ml TBS, 0. 1 of vi r us s t andar d sampl e i n TBS.

5. I ncubat e pl at es f or 60mi n at 40℃.

6. Add 0. 05ml of di l ut e enzyme t r acer , mi x and i ncubat e f or 1- 3hr . at 4℃.

7. Decant and r i nce t wi ce wi t h TBS.

8. Add 0. 2ml of a f r esh sol ut i on of 1ml p- ni t r ophenyl phosphat e i n 1ml of

50mMgl yci ne buf f er , pH9. 6.

9. St op r eact i on wi t h 0. 05ml of 5MKOH.

10. r ead absor bances at 405nm.

마. 전자현미경 검정

분리된 바이러스의 전자현미경 관찰은 gr i d에 바이러스를 코팅하고 phosphot u

ngs t at e 또는 ur anyl acet at e로 negat i ve s t ai ni ng 한 후에 직접 검정하고 관찰

된 바이러스는 시진으로 찰영하여 조사 보관하였다. .

라. 면역측정방법의 고도화 및 PCR 이용기술 개발

1) 항체- 효소 conj ugat e 조제

즉 conj ugat e는 10mg hor adi sh per oxi dase를 1% gl ut ar al dehyde 0. 2ml 에 가하

여 18시긴 상온에서 교반한 뒤 Sephadex G- 25 칼럼을 통과시켜 gl ut ar al dehyde
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를 제거하고 br own 분획을 얻어냉각시키 면 서 1ml vol ume으로 농축시켰다. 여

기에 미리 0. 9% NaCl 에 투석한항체용 액 즉 I gG( 1ml ) 을 가하고 Car bonat e- bi car

bonat e( 0. 5M, pH9. 5) 용액 0. 2ml 가 하여 4℃, 24시간 교반반하엿다. 외액 phos

phat e- buf f er ed sal i ne( pH7. 5, PBS ) 에 대하여 수회 반복 투석한 뒤 포화 황산

암모늄 용액을 동량 가하여 4℃, 30분 방치후 4000g X 20분 원심분리하여 유리

효소를 제거하였다. 상층액을 PBS 에 다시 투석 후 동량 gl ycer ol 을 가하여 - 2

0℃에 보관 사용하였다. Al kal i ne phosphat e도 상기와 같은 방법으로 항체와 co

nj ugat i on 시켰다.

2) 항체 bi ot i nyl at i on

I gG를 bi car bonat edyddor 에 대하여 투석하거나 Sephadex G- 25를 통과시킨 후

단백량을 1mg/ ml 로 조종한 다음 75㎕ bi ot i n 용액( 1mg bi ot i nes t er i n 1ml DMS

O) 을 신속히 가하여 상온에서 4시간 동안 교반하였다. 0. 1M Tr i s - HCl 용액 ( pH

7. 4) 에 대하여 투석한 뒤 4℃에 저장하였다.

3) 항체 Fab, Fc 절편조제

저제된 I gG를 peps i n, papai n을 이용하여 조제하였다. ( Pi er ce Ki t 이용) 각각

의 f r agment 의 절편은 정제를 거쳐서 전기영동에 의해서 분자량을 확 인하였

으며 순수분리 정도를 밴드로 확인하였다 분해된 절편의 정제는 FPLC를

이용하여 정제하였으며 gel f i l t r at i on col umn ( 30X1Cm, MWCO : 300, 000 ) 을

이용하여 에 의하여 정제하였다.

< 항체와 s t r ept avi di n- bi ot i n conj ugat e > 작성원리
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아래의 그림은 s t r apt avi di n- bi ot i n을 이용하여 항원- 항체 면역반응의 신호를

증폭시키기 위하여 작성된 모식도이다. 항체의 conj ugat e를 이용할 경우 이론적

으로 1분자의 항원에 1분자의 항체가 반응하면 하나의 신호만을 발하는데 비하

여 s t r ept avi ne의 경우 4x4비율로 신호를 증폭시킬수가 있음을 확인할수가 있

다.
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< 항체와 s t r ept avi di n- bi ot i n conj ugat e 작성원리 >

<그림 11>위의 도식보다 아래의 도식이 훨씬 증폭된신호의 크기를

알수있다.

4) coat i ng

ELI SA pl at e나 bead에의 coat i ng은 단크론 항체를 직접 coat i ng하거나 단크론항

체에 대한 2ck 항체, 즉 가토에서얻은 항체를 coat i ng하였다. 특히 magnet i c be

ad에의 표면 coat i ng, 적정 pH와 온도를 구별하여 사용하였다.
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바. 바이러스 진단 ki t 제작

전술한 바와 같이 분리된 바이러스를 검정하기 위한 상품화 가능한 키트를 제

작하기 위한 기초연구를 수행하여 키트화 가능한 조건을 검토하여 제작할수 있

게 하였다 상기 제작된 단크론 항체와 효소 conj ugat e, 그리고 buf f er 를 포함

하여 가장 간편하게 사용할 수 있도록 제작함.

사. 면역측정

bi ot i n- avi di n법을 그림과 같이 효소 활성에 의한 발색을 증폭시킬 수있었고 I

gG를 절편하여 사용함으로서 항체의 구조적 입체저해를 없에고 여러개의 항체

단편을 항원에 결합시킬 수있는 장점이 있었다.

아. 핵산의 구조분석

1) . cDNA작성

순수분리한 바이러스를 phenol 과 chl or of or m을 사용하여 외피 단백질을 제거

하고 et hnol 침전시킨후 RNA만을 회수한 다음 Pol y A t r act ( Pr omega) 으로 mRN

A을 분리하고 260nm에서 흡광도를 측정하여 정량하였다.

cDNA 유전자의 작성은 f i r s t s t r and 합성시 super scr i pt I I ( BRL) 을 사용하였

으며 second s t r and 부터는 St r at agene 사의 Lambda- ZAP- cDNA synt hes i s ki t 를

사용하여 제조회사의 방법에 의해서 cDNA의 5 말단에서 Eco RI , 3 의pol y( A)

말단에는 Xho I 의 제한효소 절단 부위로 방향성을 갖도록 백터내에 삽입한 후 G

i gapack I I gol d packagi ng ext r act ( St r at agene) 으로 i n vi t ro packi ng을 하였

다.

2) . 염기서열분석
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cDNA 유전자로부터 분리된 ZAP I I 의 파아지를 ExAss i t hel per page를 이용하

여 i n vi vo exi s i on 시켜 pBl uscr i pt pl asmi d vect or 로 전환한 후 pl asmi d

를 분리하여 사용하였으며 s i ngl e s t r and pl asmi d는 VCSM 13을 이용하였다.

염기서열 분석은 Dye pr i mer ki r 및 Dye t er mi nat or ki t ( Per ki nEl mer ) 을 이용

하여 PCR( Per ki n El mer 9600 ) 로 반응을 시킨 후 ABI 377 자동염기서열분석장

치로 염기서열을 분석하였다.

3) PCR

식물시료로부터 바이러스를 원심 침전시킨 후 특이 항체( 항체- pr ot ei n A- Sephar

ose) 를 가하여 30분간 흔들어 주었다가 3000r pm 5분간 원심하면 항체- pr ot ei n A

- Sephar ose는 그 무게 때문에 바이러스가 결합된 채로 잘 침전된다. 이렇게 침

전된 바이러스에 r ever se t r anscr i pt ase를 처리하여 PCR을 수행하였다. 즉 바이

러스를 3회 원심세척하고 1. 25uni t Tag pol ymer ase, r andom pr i mer r F. R 각 1

㎕ buf f er 5㎕를 가한 후에 95℃에서 30초, 72℃에서 30분 간격으로하여 35 cyc

l e을 반응시킨 후 그 결과를 agar ose gel 전기영동에 의해서 확인하였다.

제 3 절 결과 및 고찰

1. 바이러스 분리동정

일반적으로 바이러스의 순화방법은 선발된 감염엽의바이러스를 지표식물에

감염시켜 바이러스를 발병, 농도가 높은엽을 얻은다음 초원심분리 방법에

의해서 순화하는방법을 사용하고 있다. 그러나 본 연구에서는 이러한 일반적인

바이러스 순화방법을 이용하지않았다. 왜냐하면 우선 딸기 바이러스의

지표식물이 별로 개발되어 있지 않고있다. 단지 야생딸기에 접목하여 검정하는
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방법만이 이용되고 있는데 이경우 야생딸기에 이병되지 않는 바이러스는 순화가

불가능하고 아래의 사진과 같이 국내 연구소에서 이용하고 있는 야생딸기는

그자체가 이미 감염이되어 있는 상태이다.

본연구에서 분리정제는 전술한바 재료및 방법과 같이 여러가지 컬럼등을

이용하며 기타 생화학적인 분리기술을 활용하고 있다. 이경우에 분자량이

확연히 차이가 있는 바이러스는 완벽하게 분리할수가 있다. 그러나 분자량이

비슷한것끼리는 혼재할수가 있다. 이때는 문제가 된다. 그러나 이경우도

단크론항체 생산기술을 이용하여 특이성높은 항체의 생산이 가능하다. 즉

단크론항체생산 후 전자현미경관찰기술 즉 DECORATI ON시켜 이를 확인하여

사용하기 때문에 오히려 2가지항체를 일시에 생산하는 잇점이 있다. 바이러스의

분리정제 과정에서 바이러스의 분리정도는 분광광도계의 흡광도에 의해서

판단이 가능하였다. 아래그림과 단백질과 핵산의 농축되어가는 흡광도의변화에

의해서 판단하였다. 그림에서와 260nm에서 큰 피크를 그리고

280nm의부근에서도 작은 피크가 불순물이 제거되고 정제되어가는 정도에 따라서

확실하게 나타나고 있음을 볼수가 있었다. 특히 col umn을 통과하여 정제한

바이러스도 더욱 완벽하게 정제하기 위해서 ces i um dens i t y gr adi ent

cent r i f ugat i on을 수행하였다.

2. 피해바이러스의 순화기술

바이러스를 순화하기 위해서는 어떤방법이든간에 먼저잎을 균질화해야한다.

그런데 딸기잎은 바이러스를 정제하기 위해서 균질화하고나면 다량의

점액성물질이 생성이되면서 여러물질들이 덩어리를 형성하여 이후의 작업이

이루어지지않는다. 따라서 딸기 바이러스를 정제하기 어려운점이 바로 여기에
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있다. 본연구에서는 딸기바이러스를 초원심분리한뒤에 여러가지 col umn

chr omat ogr aphy를 시행하여 순수하게 분리할수가 있었다. 아래는 친화성 컬럼의

일종으로서 Ami con사에서개발하여 시판하고 있는 것으로서 cel l ul ose에

sul f at e를 결합시켜 바이러스 표면단백질과 잘 결합하도록 한것으로서

구형바이러스에 대하여 친화성을 가진것으로판단되었으며 바이러스 종에 따라서

적용하면 간편하고 선택적으로 분리할수가 있다고 판단되었다.

<그림 12> 바이러스 표면단백질 친화성 크로마토 그램

acet at e buf f er 로 컬럼을 평형을 이룬다음 NaCl 로 이온구배를 만들어

분리하였다.

sucr ose gr adi ent 후에도 실제로 전자현미경으로 관찰해보면 사상형들 또는
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크기가비교적 작은 사상형과 구형의 바이러스가 혼재해있는것을 볼수 있다.

이러한 경우헤 col umn chr omat ogr aphy에 의해서 분리할수가 있다. 아래의

그림은 excl us i on l i mi t 가 비교적 큰 Sephar ose 2B chr omar ogr aphy에 의해서

분리되고 있는 그림을 볼수가 있다.

< 그림. 13 > 컬럼에 의해서 분리되는 피크. 이 가운데 바이러스

분획을 다시 농출하여 이하의 컬럼으로 정제하였다.
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<그림 14 > Sephar ose 2B chr omat ogr am ( 20 X 1200mm col umn ) 으로

정제된 분획을 다시 분리하였던바 하나의 피크로 나타나고

있어서 많은 정제가 이르어졌음을 알수 있다.
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( SV- 7 )

< 그림 15> 컬럼에 의해서 순수분리된 바이러스의 전자현미경사진

많은 바이러스가 순수하게 농출되어있음을 알수있다.

바이러스의 정제과정에서 흡광도의 변화를 관찰함으로서 분리정제되어

가는 정도를 알수가 있다 다음은 바이러스 추출이후 정제 단계에 따른 흠

광도의 변화를 볼수가 있다.
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<그림 16> 바이러스 정제 정도에 따른 흡광도의 변화 1은 추출직후 흡광

도이고 4는 완전히 분리된 흡광도로서 전형적인 패턴을 보이고

있다

1: 추출직후, I I : 원심침전후, I I I : sucr ose gr adi ent 후

I V : col umn과 ces i um 윈심분리후의 전형적인 흡광도패턴
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수집된 i sol at es 가운데서 1차년도 20개와 2차년도 10개에대해서

초원심분리법과 컬럼로마토그래피를 이용하여 바이러스를 분리하고 정제하였다.

이들을 전자현미경으로 관찰하여 바이러스를 확인하고 가장 순수하게 분리된

바이러스를 전기영동하여 단백질패턴을확인하였으며 이를 항원으로 사용하여

다세포군 항체를 생산하였다.

<표 5 > 수집된 30개의 i sol at es로 부터 분리된바이러스 특징과

전자현미경관찰

Sampl e

NO.
I sol at es

채집부위

Sympt om

expr ess i on
Vi r us 품종 비고

SV- 1

SV- 2

SV- 3

SV- 4

SV- 5

SV 6

SV- 7

SV- 8

SV- 9

SV- 10

SV- 11

SV- 12

SV- 13

SV - 14

SV - 15

SJ- 10- 2

SJ- 10- 3

SJ- 10- 8

SJ- 10- 22

SJ- 16- 5

SJ- 16- 7

SC- 3- 11

SC- 5- 8

SC- 5- 16

SC- 7- 3

SC- 9- 11

SC- 10- 5

SJ- 12- 3

SJ- 12- 7

SJ- 12- 6

l eaf

f ur i t

l eaf

모자이크

기형

모자이크, 왜화

모자이크

황화

왜화

모자이크, 왜화

기형

황화

왜화

기형, 반점

황화

chl or os i s

wi l d t wi s t

cur l i ng

사상형

-

사상형

사상형

구형

사상형

구형

-

-

구형

구형

사상형

-

구형

사상형

수홍

, ,

, ,

, ,

, ,

, ,

보교

, ,

, ,

, ,

춘향

보교

, ,

, ,

, ,

담양

, ,

, ,

, ,

보성

, ,

공주

논산

, ,

, ,

부여

, ,

정읍

, ,

, ,
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Sampl e
NO. I sol at es 채집

부위
Sympt om
expr ess i on Vi r us 품종 비고

SV - 16

SV- 17

SV- 18

SV- 19

SV- 20

SV- 21

SV- 22

SV- 23

SV- 24

SV- 25

SV- 26

SV- 27

SV- 28

SV- 29

SV- 30

SJ- 13- 2

SB- 1- 3

SB- 2- 6

SK- 1- 4

SK- 1- 7

SJ- 13- 2

SJ- 12- 4

SJ- 11- 8

SJ- 8- 12

SJ- 12- 5

SJ- 19- 7

SC- 13- 11

SC- 15- 8

SC- 15- 16

SC- 17- 3

l eaf 모자이크

대형황색반점

cur l i ng

모자이크

왜화

기형, 반점

황화

chl or os i s

wi l d t wi s t

cur l i ng

모자이크

대형황색반점

cur l i ng

모자이크

왜화

사상형

-

-

-

구형

사상, 구형

-

-

구형

구형

사상형

-

구형

사상형

사상형

수홍

보교

, ,

, ,

, ,

보교

, ,

, ,

, ,

춘향

보교

, ,

, ,

, ,

수홍

, ,

, ,

김해

, ,

, ,

제주

, ,

, ,

, ,

함양

, ,

공주

논산

부여

, ,
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정제된 바이러스 가운데서 병징이 뚜렸하고 피해가 가장많이 나타나고 있다고

판단된는 4가지 바이러스에 대하여 단크론항체를 생산하였다. 이 바이러스의

특징과 특성및 분리된 딸기의 병징등은 아래의 그림과 설명과 같다.

분리동정된 Vi r us I

1. 감염 딸기 ; SV- 11

2. 바이러스 특성

형태 ; 구형바이러스

크기 ; 35 nm

추정되는 바이러스종;

3. 기타 특기사항 ;

<그림 17> 순수분리된 바이러스
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분리동정된 Vi r us I I

1. 감염 딸기 ; SV- 20

2. 바이러스 특성
형태 ;
크기 ; 30 nm
추정되는 바이러스종;

3. 기타 특기사항 ;

<그림 18> 순수분리된 바이러스
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분리동정된 Vi r us I I I

1. 감염 딸기 ; SV- 4

2. 바이러스 특성

형태 ; 사상형

크기 ; 550nm

추정되는 바이러스종;

3. 기타 특기사항 ;

<그림 19> 순수분리된 바이러스
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분리동정된 Vi r us I V

1. 감염 딸기 ; SV- 15

2. 바이러스 특성

형태 ;

크기 ; 750 nm

추정되는 바이러스종;

3. 기타 특기사항 ;

<그림 20> 순수분리된 바이러스
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3) - 다세포군 항체 생산

전술한 전자현미경으로 관찰하여 비교적 순수하게 정제된 바이러스를

항원으로 하여 가토에 접종과 추가접종을 수행하여 바이러스에대한 항혈청을

생산하였다. 이 항혈청을 Ri vanol 법을 이용하여 I gG를 정제하였다. 이 항체의

ELI SA를 수행하였다. 이효소를 이용하여 50% bi ndi ng 율을 계산하였다. 또한

이항체의 특이성을 검정하기 위하여 그림과 같이 면역확산법을 이용하여 항원에

대해서 침강선이 분명히 나타나는 것을 통하여 항원에 대하여 특이성이 있음을

확인하였다. 그러나 이 효소의 특이성 검정을 위한 교차반응은 수행하지

않았다. 이 항체는 결국 이후의 실험인 유전자지문접개발에 사용하거나

단크론항체에의한 ELI SA 를 수행할때 Capt ur e ant i body로 이용하면 편리하기

때문에 실험목적상 더이상의 교차반응검사는 수행하지 않고 그대로 사용하기로

하였다.

다음은 상기 분리된 5종의 바이러스에 대한 다세포군 항체를 생산한 결과

생산된 항체의 량과 역가를 표시하였다. 특히 이 항혈청은 면역단백질을

분리하였다. 목적에 따라서 항혈청 그대로 사용하거나 conj ugat e등의 작성을

위해서는 정제된 면역단백을 사용할수가 있게 되었다.

특이 이 pol ycl onal 항체는 역가가 1: 500에서 5000배 까지 비교적 높게

나타나고 있어서 이 항체만으로도 바이러스의 검정이 가능하게 되었다. 그러나

본 연구에서 이 항체를 capt ur e ant i body로 사용할 목적으로 생산하였다.

51



<표 6 > 다세포군 항체 생산

항원 Rabbi t I gG mg / ml
ant i ser um 50% bi ndi ng

SV - 4

SV - 7

SV - 11

SV - 15

SV - 20

I

I I

I

I I

I

I I

I

I I

I

I I

6

4

12

11

8

8

16

14

10

11

1: 500

1: 1250

1: 2230

1: 1500

1: 850

1: 2200

1: 5000

1: 3500

1: 1500

1: 750
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다음은 분리된 딸기 바이러스항원에 대한 단크론항체의 생산결과이다. 이

항체는 단크론항체임으로 pol ycl onal 항체와 비교되지 않을 정도로 높은 역가를

나타내고 있다. 특 단세포군 항체는 각각 항체를 생산하는 hybr i doma cel l 를

액체질소에 보관하고 있음으로 필요에 따라서 영원히 사용이 가능하게되었다.

<표 7 > 단세포군항체 ( monocl onal ant i bodi es ) 의 생산과 역가
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항원vi r us
Descr i pt i on

ml asci t i c
f l ui ds /
head
( aver age)

I G
i sot ype 50% bi ndi ng

SV - 4

SWL- 4- 113

SWL- 4- 278

SWL- 4- 213

8

11

12

I gGa

I gGa

I gG2b

1 : 12, 500

1 : 22, 500

1 : 2, 800

SV - 7

SWL- 7- 132

SWL- 7- 129

SWL- 7- 343

7

7. 5

9

I gGa

I gGa

I gG2b

1 : 22, 000

1 : 31, 500

1 : 50, 500

SV - 15

SWL- 11- 213

SWL- 11- 217

SWL- 11- 326

10

11

9

I gGa

I gGa

I gG2b

1 : 8, 500

1 : 110, 000

1 : 32, 500

SV - 20

SWL- 20- 147

SWL- 20- 237

SWL- 20- 281

12

9. 5

11

I gGa

I gGa

I gG2b

1 : 42, 500

1 : 22, 000

1 : 32, 000
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4) 2차 감염여부의 확인( 야생딸기이용)

딸기의 의 야생종인 Fragar i a vesac 와 Fragar i a vi rgi ni ana 에 mi cr o

syr i nge로 접종하여 반응을 관찰하였다. 원래 야생딸기에 접목에 의해서 병징이

나타나면 바이러스가 존재하는 것을 판단한다. 그러나 정제된 바이러스를

주사기로 접종하였을때 반응은 항상 일정하게 나타나지 않고 있다.

조직배양중인 딸기 유묘에 접종하여 발현을 확인하기도 하였다.

<그림 21 > 바이러스를 접종한 야생딸기
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5) - 바이러스 표면단백질의 전기영동상

바이러스표면단백질의 분자량을 확인하기 위하여 단백질 전기영동을

실시하였다. 정제된 바이러스를 전기영동용 시료 완충용액 ( 0. 125MTr i s - HCL/

50%서당, 10%SDS/ 1- % 2- mer capt oet hanol / 0. 005% br omophenol bl ue, pH

6. 8) 로 용해시켜 100C에서 2- 3분간 가열후 실온으로 회복시킨뒤 사용하였고

전기영동조건은 12% SDS- PAGE 로하여 전류를 90볼트로 15분간 그리고

100볼트에서 45분간 전기영동을 실시하고난뒤 0. 1%CBBR 로 염색하고 완전염색을

관할하고나서 7. 5% acet i c aci d, 5% met hanol 용액으로 탈색시켰다.

M 1 2 3 4 5 6 7

<그림 22> 바이러스의 전기영동패턴( 상) 과 전기영동후 NC f i l t er 에

bl ot t i ng한후 항체와 반응시킨후 이 단백에 항체가

특이적으로 결합하고 있음을 보여주고 있다.

M; maker , 1 - 7 바이러스
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6) 항체의 항원 특이성 검정

I I I

I I I I V

<그림 > 면역확산침강법에 의한 항체의 특이성확인

Cent r al wel l ; vi r us

Si de we; ; ; monocl onal ant i body
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항체의 특이성검정은 생산된 항체와 항원을 상기의 그림과 같이 각각의 wel l 에

가하고 나서 37C로 조정된 i ncubat or 에서 12시간이상 반응시키면 침강선을

관찰할수가 있다. 이 침강선에 따라서 특이성과 아울러 역가도 알수가 있다.

또한 이 면역확산법은 간편하기 때문에 바이러스의 농도가 높고 항체의 역가가

양호할때는 ELI SA 와 같은 복잡한 면역측정법에 의존하지 않고도 바로 진단에

활용할수가 있기 때문에 대단히 편리하다. 즉 한쪽wel l 에 항체를 다른 쪽에는

엽을 짜서 얻은 cel l sap을 가하여 두면 항원 항체반응에 의해거 침강대가

형성될것이기 때문에 편리하게 진단이 가능하다.

7) 간편 면역측정법 개발 위한 기초기술

바이러스의 간편한 진단은 현연구결과로서는 membr ane f i l t er 법을

이용하는것이 가장 간편하기 때문에 이를 위해서 항체에 효소 또는 bi ot i n의

conj ugat e 를 작성하였다. 이 항체- 효소 conj ugat e를 이용하여 ELI SA보다

간편하게 바이러스를 검정할수가 있었다. 이 방법은 바이러스 농도가 높을수록

잘표현이 된다.

<표 8 > 항체- 효소 conj ugat e 조제
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Ant i gen
( vi r us )

Monocl onal
ant i body Enzyme Coupl i ng

met hod

I

I I

I I I

I V

SV - 4

SV - 7

SV - 11

SV - 20

SWL- 4- 113

SWL- 4- 278

SWL- 4- 213

SWL- 7- 132

SWL- 7- 129

SWL- 7- 343

SWL- 11- 213

SWL- 11- 217

SWL- 11- 326

SWL- 20- 147

SWL- 20- 237

SWL- 20- 281

Per oxi dase,

Al kal i ne

phosphat ase

&

Bi ot i n

Gl ut al dehyde

or

NHS- LC- Bi ot i n
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위의 항체- 효소의 conj ugat e조제는 ELI SA를 위해서는 가장중요한 요소가

된다. 바이러스에 특이 항체만 가지고있으면 이차항체를 구입하여 사용할수도

있으나 실제로 지도소등애 보급을 할때 문제가 된다. ELI SA를 수행할때 cAB -

vi r us - 특이항체 - 이차항체- 효소conj ugat e로 복잡한 단계룰 거쳐야한다.

따라서 면역측정에 숙달되지않은 연구소에서 측정은 어려움을 겪게된다. 따라서

측정단계를 단순화시켜 바이러스면역측정을 단순화하여 보급하는데 본

conj ugat e 작성의 의미가 있다.

즉 이 conj ugat e를 포함하는 ki t 를 제작하여 보급할 예정임.

8) Dot bl ot 에 의한 바이러스 검정

<그림 25> Dot bl ot 검출법. 바이러스가 포함된 딸기즙액을 한방울가하여

30분방치후 완충액으로 3회세척후 항체- 효소conj ugat e를 한

방울을가하여 5분후 세척한뒤 관찰한 그림.
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9) - 핵산분석에 의한 검정기술의 기본조건구명

식물 바이러스는 대부분 RNA 바이러스이기 때문에 핵산의 증폭은 역전사효소

를 사용하여 cDNA 를 만들고 이를 PCR에 의해서 증폭시키는과정이 필요하다.

따라서 RT- PCR키트를 사용하여 전술한 바이러스가운데서 SV- 4 와 SV- 7을

이용하여 cDNA 를 작성하였다. 그 결과는 다음의 전기영동으로 나타나고 있다.

pcr 을 위한 조건은 항체를 pr ot ei n- A Sephar ose로결합시켜 여기에 결합하는

바이러스를 회수하고 r ever s - t r anscr i pt ase를 처리하였다. 그런다음 1. 25uni t

Taq pol ymer ase, r andom pr i mer F, R. 각 1ul 에 buf f er 5ul 를 가하여95C애서 30

초 55C에서 30초 72C에서 30 분간격으로 하여 35cycl e을 반응시겼던바

최적조건임을 확인하였고 그 결과를 agr ose gel 전기영동으로 확인하였다.

<그림 26> 바이러스 RNA 와 RT- PCR 의 전기영도 패턴
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- cDNA의 염기서열

T1 SK

CGACGACCGA CGACTCAGCT ACCTCACCGA GTTCACCACC GGACACCTCC

TTGGCGAATC ACTATGGCAC CTCCTCCCTG AAACCCATGT TCAGTATCAG

TCAGCCTGCT TTGACTTCTT CTGCAGGCGG TGCCCAAGCA ACGAGAAAAT

GCTCCTCGAC GACTCCACAC TCGCACTCAG CCTCCTCGAA CGAATCACTT

CTTCGCCGAG GTGGCACAGC GTTTCCACCC TCACCACCTT CTACCGTCAT

GCATCTCTGG AATCACTCTG GGTCACTATC CATCCCACCT TGCAAGCCCC

AACTTTCCCG ACCACGGTCG GTGTCTGCTG GGTACCCGCC AATTCCCCAG

TCACTCCCGC CCAAATCACC AAGACCTATG GCCCACTTGA AATGATGAAC

CCCCGGGTCA AAGATTCGAT CTCACCCCTC ATCGTCAAGT GCCCACTTGA

AATGATGAAC CCCCGGGTCA AAGATTCGAT TCAGTACCTT GACTCGCCCA

AACTCCTCAT CTCCATCACC GCTCAACCCA CCGCTCCCCC CGCATCGACC

TGCATAATAA CTGTATCAGG AACTCTCTCG ATGCACTCTC CGCTCATCAC

GGACACTTCC ACCTAAGTTC TCGATCTTTA AAATC

L1 T7

TTTTTGTTTG ATGGAGAATT GCGCAGAGGG GTTATATCTG CGTGAGGATC

TGTCACTCGG CGGTGTGGGA TACCTCCCTG CTAAGGCGGG TTGAGTGATG

TTCCCTCGGA CTGGGGACCG CTGGCTTGCG AGCTATGTCC CCGATACCAT

GGAATTTCGA CTCATTTGAG CCCCCGCTCA GTTTGCTAGC AGAACCCGGC

ACATGGTTCG CCGATACCAT GGAGTTTCGA AAGAAACACT CTGTTAGGTG

GTATGAGTCA TGACGCACGC AGGGAGAGGC TAAGGCTTAT GCTATGCTGA

TCTCCGTGAA TGTCTATCAT TCCTACACAG GACCC

L1 SK

TTATCAGGAA CTCTCTCGAT GCACTCTCCG CTCATCACGG ACACTTCCAC

CTAAGTTCTC GATCTTTAAA ATCGTTAGCT CGCCAGTTAG CGAGGTCTGT

CCCCACAGGA CAGATAATCG GGTGCAACTC CCGCCCCTCT TCCGAGGGTC

ATCGGAACC
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제 4 장 딸기배양묘의 실용화 검정분야

제 1 절 서설

일반적으로 딸기 조직배양은 바이러스가 감염되지 않는 부위로 알려진

생장점을 주로 배양한다. 완전한 생장점은 너무 작기 때문에 실제로 배양은

0. 3- 0. 5mm정도크기로 수행하는 것으로 알려져있다. 이러한 생장점도 완전한것은

아니고 적어도 5%정도의 감염이 된다고 알려져 있다. 그러나 실제로는 조직의

절취과정에서 바이러스감염은 이보다 훨씬높은것이 사실이다 또다른 문제는

하나의 생장점에서 시작된 조직은 계속 그 계통으로 이어져야 무균과 감염주의

구별이 언젠가 가능할텐데 대부분의 조직배양실에서는 여러개의 생장점을

오려내고 이것을 혼합하여 f l ask에 치상하고 계대배양한다. 따라서 검정방법이

있어도 전부다 검정해야만하는 어려움이 있다. 물론 검정방법이 별로 없기

때문에 그대로 배양하고 보급하는 정도에 머물러 있다.

따라서 본 연구진은 여러 지농업기술센터와 연구기관의 조직배양실에

생장점계통별로 조직배양을 할 경우 우리의 검정방법이 개발 되면 공동연구를

수행하여 원원종과 원종확보에 노력하기로 약속하고 있다.

딸기 조직배양의 무균여부 검정은 가능한 조기에 이루어져야 경제적이다.

그리고 조직배양에의한 장해를 제거하기위한 적당한 순화기간을 가질수가

있을것이다. 본 연구에서는 초간편 진단법과 단크론항체를 이용한

면역측정법과 RT- PCR를 이용한 핵산의 분석에 의한 검정법을 동시에 개발하고자

하는 소이가 바로 여기에 있은것이다.

본 연구에서 가장 기본적으로 사용되는 방법으로서 바이러스항체를 이용한

ELI SA기법이다. 이 방법은 상기의 방법들에 의해서 생산된 항체를 이용하여

조직배양묘을 시료로하여 이들의 면역항체 반응성을 검사하였다. 시료는
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조직배양묘이기 때문에 바이러스의 농도가 낮아졌을 것으로 생각되어 배양묘를

면역sampl e buf f er 로 homogenat e 를 만든다음 20000r pm으로 원심한 상등액을

취하여 다시 40000r pm으로 3시간 원심침전물을 바이러스 검정을 위한 시료로

하용하였다. 그 결과는 아래와 같다.

제 2 절 실험방법 및 내용

1. 조직배양묘

조직배양묘는 전남도 진흥원과 전남대 농대에서 재양중인 묘를 문양받아 검사

를 수행하였다. 대체로 배지는 MS, 그리고 BA 0. 5ppm, NAA 1ppm을 사용하여 배

양된 것이었다.

( 2) 면역측정의 고도화 비교

전술한바와 같이 간편 정밀한 방법, 즉 사용연구소의 수준과 바이 러스의 농

도에 따른 몇가지 방법을 개발하여 비교하였다. 96 wel l pl at e를 사용하여 검

정하는 전통적인 ELI SA이외 에 beads이용법등 간편하게 정량분석할수 잇는 방법

과 면역신호를 증폭시키는 방법을 비교분석하였다.

( 3) 측정 Ki t

바이러스 측정용 Ki t 는 아래에 표시한 내용과 같다. 이 Ki t 는 전술한 결과에

서 얻어진 바와 같은 딸기 바이러스에 대한 단크론 항체와 항체 에 대한 효소 c

onj ugat e와 bi ot i nyl at i on된 항체 등을 이용하여 제작하였다.

제 3 절 결과 및 고찰

1. 면역측정법의 비교

상기에서 개발된 단일크론 항체를 이용하여 면역측정방법에 따른 검정의
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정밀성과 속도를 분석하였다.

표에서 보는 바와같이 일반화되어있는 ELI SA의 경우 분석에 걸리는

총소요시간은3- 5시간으로 나타났다. 그러나 magnet i c bead 의 경우 12시간정도

소요되었다.

그러나 사전이 조작이 되어있는 경우, 즉 ELI SA의 경우 항체의 coat i ng을 해서

보관된 pl at e를 사용할경우 시료와 conj ugat e항체를 동시에 가하고

30- 1시간부치후 기질을 가하여 10분이면 발색이 가능함으로 2시간 이내에

관찰이 가능하다. 뿐만아니라 NC f i l t er 의 경우 시료를 bl ot t i ng sys t em을

이용하여 흡입부착시긴다음 항체conj ugat e와 30분 반응후 기질을 가하여

발색시키는데 1시간이면 가능하였다.

특히 bi ot i n- avi di n을 이용하면 적어도 23% 의 감도를 증가시킬수

있는것으로 나타났다.

<표 9> 면역 측정 방법의 비교

Met hod Theor y
Sens i t i vi t

y
Ti me( hr )

I . ELI SA

I I . magnet i c bead

I I I . bi ot i n- avi di n

I V. I I +I I I

V. Ni t r ocel l ul o

f i l t er paper

di r ect

i ndi r ect

mAb coat i ng on sur f ace

i ndi r ect ELI SA mAb- bi ot i n

avi di n- enzyme br i dged avi di

n-

bi ot i n

I I +I I I

100

118

115

123

120

3- 5

over ni ght

5

over ni ght

5
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* f i l t er paper 를 이용하면 침착성 기질을 사용할 수가 있어서

paper 자체에 발색시킬 수 있음.

2. 키트의 구성

키트는 간편하고 정밀하며 복잡한 장비없이도 측정이 가능해야 하는것이 필요

조건이다. 바이러스에 특이항체와 t r acer 로서 conj ugat e

그리고 pol ys t yr ene t ube 를 사용함으로서 ELI SA r eader 와 같은 장비가 없더라

도 가장간단한 분광광도계만으로도 분석이 가능하도록 키트를 구성하였다.

<표 10> 검정 Ki t 의 내용

구분 cont ent vol . / bot t l e

I . mAb

t o LSV

t o TBV

t o LSV, TBV

5종

2종

1종

1mg/ vi al

I I . Conj ugat e mAb 3종

al kal i ne pho

sphat ase bi o

t i n

10ug/ mAb/ vi a

l

I I I . di l uent / bl oc

ki ng

sol .

TBS buf f er

gel at i n

10%BSA

50ml

20ml

I V. 10X buf f er
TBS - 0. 05%

Tween- 20
100ml

V. pol ys t yr ene

t ube
VI . Pr ot ocol
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특히 본 Ki t 는 지도소 급에서도 분광 광도계 만 비치하고 있으면 사용이

가능토록 Pol ys t yr ene t ube를 96 wel l pl at e 대신 넣었다. 물론 96wel l

pl at e를 별도 준비하여 사용이 가능하도록 하였다.

3. 항체를 이용한 ELI SA

= 배양묘의 검정을 위한 기초기술 =

상기의 생산된 항체를 이용하여 조직배양묘을 시료로하여 이들의

반응성을 검사하였다. 시료는 조직배양묘이기 때문에 바이러스의 농도가

낮아졌을 것으로 생각되어 배양묘를 면역sampl e buf f er 로 homogenat e 를

만든다음 20000r pm으로 원심한 상등액을 취하여 다시 40000r pm으로 3시간

원심침전물을 바이러스 검정을 위한 시료로 하용하였다. 그 결과는 아래의 표와

같이 나타났다.

<표 11 > 4종 항체를 이용한 조직배양묘 10g을 시료로한 ELI SA 결과

시료

항체

딸기 조직배양시료

A지도소 B연구기관 C연구소 D지도소 E연구기관

SV- 4

SV- 7

SV- 11

SV- 15

SV- 20

0. 015

-

0. 11

0. 50

0. 82

0. 81

0. 23

0. 18

0. 45

0. 05

-

-

-

-

0. 62

0. 31

0. 22

0. 01

0. 23

0. 01

-

0. 39

-

-
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Max. OD = 1. 0

위의 표는 가토로부터 얻은 본 항체를 이용한 면역측정을 통하여 항원으로

이용한 바이러스에 대한 검증을 할수 있음을 확인하였다. 그러나 이는

전술한바와 같이 초원심에 의한 바이러스 침전물을 검사하였기 때문에 이방법은

일반적으로 보급할수 있는 방법은 되지못하고 진흥원급이상의 연구소를

갖춘기관에서 이용이 가능하리라 생각된다.

물론 이항체를 이용하여 어디서나 사용은 가능하나 저농도의 바이러스일 경우에

검출되지 않을수도 있다. 따라서 본연구에선 2차년도에 역가높은 단크론항체를

생산하여 간편측정법을 개발하여 이용토록할예정임.

<표 12> 검정키트를 이용한 조직 배양묘 검정

시 료
검정

시료수

NO. of det ect i on
감염율

( %)Ant i bodi es t o vi r us
sv- 4 sv- 7 sv- 11 sv- 15 sv- 20

조직배양묘( 전남대)

농업센터A

B

C

D

52

11

20

10

30

12

7

5

8

6

21

7

2

10

67. 3

63. 6

40

70

70

상기의 조직배양묘는 생장점 배양이 아니고 엽육세포를 배양한

묘로서 바이러스가 이병된묘를 사용할 경우 바이러스는 상당량이 그대로 전이

되어간다는 사실을 확인할수 있는 검정의 결과라 할수있다.
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< 표13 > 단일크론항체를 이용한 수집된 I sol at es 의 바이러스 검정

Sampl e

NO.
I s ol at es Sympt om Vi r us Ant i bodi es t o vi r us

s v- 4 s v- 7 s v- 11 s v- 15 s v- 20
SV- 1

SV- 2

SV- 3

SV- 4

SV- 5

SV 6

SV- 7

SV- 8

SV- 9

SV- 10

SV- 11

SV- 12

SV- 13

SV- 14

SV- 15

SJ - 10- 2

SJ - 10- 3

SJ - 10- 8

SJ - 1022

SJ - 16- 5

SJ - 16- 7

SC- 3- 11

SC- 5- 8

SC- 5- 16

SC- 7- 3

SC- 9- 11

SC- 10- 5

SJ - 12- 3

SJ - 12- 7

SJ - 12- 6

모자이크

기형

모자이크, 왜화

모자이크

황화

왜화

모자이크, 왜화

기형

황화

왜화

기형, 반점

황화

chl or os i s

wi l d t wi s t

cur l i ng

사상형

-

사상형

사상형

구형

사상형

구형

-

-

구형

구형

사상형

-

구형

사상형

+++

+++

++

++

+++

++

++

++

+++

+

+++

+

++

반응성 : +, ++, +++.
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Sampl e
NO. I s ol at es Sympt om Vi r us Ant i bodi es t o vi r us

s v- 4 s v- 7 s v- 11 sv- 15 s v- 20
SV - 16

SV- 17

SV- 18

SV- 19

SV- 20

SV- 21

SV- 22

SV- 23

SV- 24

SV- 25

SV- 26

SV- 27

SV- 28

SV- 29

SV- 30

SJ - 13- 2

SB- 1- 3

SB- 2- 6

SK- 1- 4

SK- 1- 7

SJ - 13- 2

SJ - 12- 4

SJ - 11- 8

SJ - 8- 12

SJ - 12- 5

SJ - 19- 7

SC- 13- 11

SC- 15- 8

SC- 15- 16

SC- 17- 3

모자이크

대형황색반점

cur l i ng

모자이크

왜화

기형, 반점

황화

chl or os i s

wi l d t wi s t

cur l i ng

모자이크

대형황색반점

cur l i ng

모자이크

왜화

사상형

-

-

-

구형

사상, 구형

-

-

구형

구형

사상형

-

구형

사상형

사상형

++

+++

+

+++

++

+

++

++

++

+

++

+

+

++

+

+++

++

+++

+

++

+

+

반응성 : +, ++, +++.

4. 현지재배시설을 통한 재배실시

전라남도 담양군 봉산리의 김 봉곤씨와 공동으로 딸기 하우스를 운영하고

있다. 1년차에는 수홍과 보교만을 재배할수 밖에 없었는데 다음연도에는 가능한
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도입된 몇개의 품종을 공시하여 감염정도등을 조사할 예정으로 있다.

<그림 27 > 딸기 재배 하우스
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