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요 약 문

Ⅰ. 제 목

분자생물학·세포생물학 기법을 응용한 맥주보리 바이러스 진단 및 저항성 유전자

추적기술 개발

Ⅱ. 연구개발의 목적 및 중요성

o 바이러스 병에 의한 피해

식물에 발생되는 바이러스는 600여 종으로 그 피해는 연간 수천억원 손해를 보

이고 있다. 그 중에서 맥류에 발생하는 바이러스병은 토양전염성이 대부분으로

그 종류가 많고 병징에 유사점이 많아 정확히 바이러스를 동정하기가 어려운 실

정이다.

우리나라에서는 최근에 이 병이 발생되기 시작하여 급격히 늘어나고 있는 실정

으로 남부지방 보리 재배 포장 중에서 약 40%가 이 병에 감염되었으며 그 피해

정도는 40- 100%가 감수되기도 한다. 1985년까지 자급하였던 맥주보리가 최근에는

50% 정도를 도입에 의존하고 있는 한가지 원인도 맥주보리에는 이 병에 저항성

인 장려품종이 전혀 없을 뿐 만 아니라 최근 맥주보리 재배 면적이 늘어남에 따

라 그 피해가 급격히 늘어나고 있기 때문이다. 최근에는 경남 등지에서 이 병이

집단으로 심하게 발병하여 지역사회에서 문제가 되기도 하여 바이러스 병에 대한

대책을 시급히 서둘러야 할 것이다.

o 바이러스 병에 대한 방제 대책

이 병은 토양전염성인 바이러스 병으로 밝혀져 화학적 방제가 불가능하고 저항
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성 품종을 육성하는 것 이외에는 방제 방법이 없다고 밝혀진 이후에는 저항성 품

종을 육성하기 위하여 저항성 유전자에 대한 연구가 주로 이루어지고 있으며 바

이러스를 순화하고 입자를 확인하며 이병된 조직의 변화, 혈청학적 유연관계, 바

이러스 핵산 구조 등에 대한 연구가 수행되고 있다. 이 바이러스는 일본에서는 6

개 , 독일에서는 3개 바이러스 계통으로 분류하고 이 병에 저항성인 유전자원을

탐색한 결과 목석항3, Rag us a에 있는 저항성 유전자를 이용하여 저항성 품종을

육성하였다.

o 바이러스 병 진단 기술

바이러스 병은 모자이크, 잎말림, 줄무늬, 위축 등 특징적인 외부 병징으로 알

수 있으나 여러 가지 영향으로 은폐되기도 하며 잠복형의 경우에는 식별이 어렵

고 자연상태에서는 대부분 복합 감염되어 있으므로 정확한 동정 및 진단이 필요

하다. 이러한 이유로 바이러스의 조기 검정과 진단은 바이러스 방제에 필수 불가

결한 수단이다. 그 동안 이용되고 있는 진단 방법은 생물학적 방법, 혈청학적 방

법이 있다. 생물학적 방법은 지표식물을 이용하여 그 반응을 보는 방법으로 고도

의 경험이 필요하고 오판할 가능성도 매우 크고 시설과 시간이 많이 요구된다. 특

히 보리 호위축병의 경우는 즙액접종도 어렵고 검정식물이 밝혀지지 않아서 더욱

곤란한 실정이다.

o 면역혈청학적 방법을 이용한 바이러스 진단

면역 혈청학적 방법이 널리 이용되고 있으며 그 중 대표적인 ELISA방법의 원

리는 바이러스 외피단백질 특성을 이용하는데 항체( γ- globulin)와 항원을 결합

시키고 효소결합항체와 기질을 반응시켜 발색여부로 판별한다. 바이러스 외피단백

질은 바이러스 genome중 일부분의 정보에 기인한 것으로 대부분의 식물 바이러

스는 1/ 4- 1/ 5의 핵산정보만이 외피단백질에 관여한다. 그리고 대부분의 바이러스

와 무관한 것도 혈청학적 반응을 나타내기도 하며 어떤 계통들은 혈청학적 유연
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관계가 있어서 구분이 되지 않는 것도 있다. 그리고 항체 제작이 번거롭고 복합감

염시 정확한 판별이 곤란하며 viroid와 같은 외피단백질을 가지지 않는 것은 검정

할 수 없는 단점이 있다. 이러한 효소결합 항체법 이외에도 항체를 이용한 진단법

으로는 radio- immunoassay, fluroscence immunoassay 등이 식물 바이러스 진단

에 널리 이용되고 있다.

o 분자생물학적 방법을 응용한 바이러스 진단 기술

최근 비약적으로 발전한 분자생물학적 기법을 이용하여 바이러스 병 진단에도

많이 이용되고 있다. 일반적으로 PCR의 원리는 DNA에 상보적인 primer를

ex tens ion하여 특정의 DNA를 증폭하는 방법이다. 최근에는 핵산 hybridizat ion방

법을 이용하여 다량의 시료를 신속하고 정확하게 분석할 수 있으며 측정 감도도

높은 진단 방법이 다양하게 개발되고 있다. 이들 방법은 s train이 많은 경우에도

이들 s train을 정확하게 구분할 수도 있어서 PCR을 이용한 조기 진단법은 식물

바이러스 병의 진단에 새로운 장을 열 것으로 기대된다.

o 저항성 유전자 추적 및 저항성 품종 선발 기술

일본에서는 유전자원으로 세계에서 수집한 800여 보리 품종중에서 재래종인 목

석항3이 고도의 저항성을 보여 이 품종을 이용하여 저항성 품종을 육성하고 있다.

독일에서는 재래종인 Rag usa에 있는 저항성 유전자를 이용하여 저항성 품종을 육

성하였다. 지금까지 밝혀진 저항성 유전자는 4개로서 이 중 2개 유전자가 품종 육

성에 이용되었고 이들 유전자의 유전양식 및 연관관계에 대한 연구가 진행되고

있다.

최근에 국내외적으로 널리 이용되는 분자유전학적 표지인자를 얻는 주요 방법

으로는 Restrict ion frag ment leng th polymorphis m (RFLP)와 Specific

Amplica tion Polymorphism (SAP) 및 Random amplified polymorphic DNA

(RAPD) 분석법 등이 있다.
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또한 보리의 형태형질 및 동위효소 유전자좌에 대한 연관분석 및 mapping은

어떠한 작물보다도 세밀화되어 있어서 유전자 연관분석을 연구하기에 적합하지만

양적형질에 관련된 유전자의 경우에는 형태적 형질과의 연관 분석이 불가능하고,

동위효소와 같이 개수가 제한적인 변이를 가지고는 유전자 연관지도에 mapping

을 하여 우량한 계통을 선발하는 육종연구에 이용하는 것은 불완전하다. 미국에서

는 우량한 보리 육종을 위한 분자생물학적 인자의 개발에 관한 연구 결과 200개

이상의 DNA 인자들이 이미 개발되어 육종에 직접 응용하고 있다. 따라서 우리

나라에서 보리 육종에 필요한 바이러스 병 저항성 및 양적형질들에 대한 초기선

발을 위해서는 이러한 이미 개발된 표지인자를 분양 받아서 응용하는 것이 저렴

하고 시간이 절약될 수 있을 것으로 생각된다. 이들 표지인자는 일부를 작물시험

장의 국제 공동 연구로서 일부 분양 받았다.

Ⅲ. 연구개발 내용 및 범위

1. 호위축병 바이러스 저항성 검정

o 지역별 계통별 보리 호위축병 발병율 조사

o 병 발생이 농업과 관련된 형질에 미치는 영향 조사

2. 호위축병 저항성 유전검정 및 연관분석

o 국내 저항성 품종이 보유한 저항성 유전자의 대립성 검정

o 저항성 유전자의 유전검정

o RFLP 표지인자를 이용한 연관분석

o ST S marker를 이용한 연관분석

o 저항성 유전자의 유전자 연관 지도 작성

3. 바이러스 계통 분류

o BaYMV의 분리 동정
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o BaMMV의 분리 동정

o 보리오갈바이러스이 분리 및 동정

o RT - PCR을 이용한 바이러스 계통분류

Ⅳ. 연구개발결과 및 활용에 대한 건의

1. 호위축병 바이러스 저항성 검정

o 지역별 계통별 보리 호위축병 발병율 조사

국내 계통, 장려품종 및 도입품종 들에 대한 지역별 연차별 호위축병의 발병율

을 조사한 결과 연차 및 지역에 관계없이 저항성 및 이병성을 나타내는 품종들이

있고, 지역에 따라 저항성 정도가 다르게 나타나는 품종들도 있었다.

o 병 발생이 농업과 관련된 형질에 미치는 영향 조사

진주 및 나주 2개의 지역에서 병 발생이 농업형질에 미치는 영향을 조사하였는

데 출수기와 성숙기 및 수장은 병발생과 관련이 없었으며, 간장의 경우 병이 심

한 지역에서는 감소하는 경향을 보였다. 수량은 병발생이 심한 지역에서 감소하

는 경향이 나타났는데 이를 수량구성요소로 나누어 보면 병이 심한 경우 m2당 수

수와 천립중이 감소하였는데 이 m2당 수수와 천립중이 감소함으로써 수량이 감소

함을 알수 있었다.

2. 호위축병 저항성 유전검정 및 연관분석

o 국내 저항성 품종이 보유한 저항성 유전자의 대립성 검정

찰보리와 조강보리는 rym 3 저항성 유전자를 갖는 Ea52와 대립적이며,

T okus hima Kag aw a Hadaka와 Lints의 경우는 rym과 rym 5 저항성 유전자를 갖

고 있는 Mokusekko3와 대립적으로 나타나 2개 이상의 유전자가 관여 하는 것으

로 추측할 수 있었다.

o 저항성 유전자의 유전검정
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진주와 익산의 호위축병 상습 발생지에서 저항성 품종과 이병성 품종간 교배조

합들의 후대 분리비를 관찰한 결과 두산8호/강보리 조합과 Mokusekko3/백동 조

합이 3:1의 분리비를 보여 단인자의 유전양상을 보였다.

o RFLP 표지인자를 이용한 연관분석

BSA(Bulked segreg ant analys is ) 기법을 이용하여 강보리/두산8호 조합에 대하

여 RFLP 표지인자를 사용하여 연관분석을 실시한 결과 강보리가 가지고 있는 저

항성 유전자는 rym 3이며 이 유전자가 7번 염색체에 존재하는 것이 확인되었다.

o ST S marker를 이용한 연관분석

ST S marker를 이용하여 연관분석을 실시한 결과도 RFLP 표지인자를 이용하

여 연관분석을 실시한 결과와 동일하게 7번 염색체에 rym 3 유전자가 위치하는

것으로 확인되었다.

o 저항성 유전자의 유전자 연관 지도 작성

연관된 DNA marker를 이용하여 F3 계통을 대상으로 RF LP 분석과 ST S

marker 분석을 실시한 결과 강보리가 갖고 있는 저항성 유전자 rym3는 Pst337과

는 23.9cM, ABC302와는 14.7cM의 거리에 위치하였으며, 재조합빈도는 각각

22.2%와 14.3%였다.

3. 바이러스 계통 분류

o BaYMV의 분리 동정

BaYMV- HN을 고속원심분리와 Cs Cl 밀도기울기 원심법으로 정제한 바이러스

를 전자현미경으로 관찰한 결과 폭 13nm, 길이 250∼300nm 및 500∼650nm 범위

의 2입자성 사상형 바이러스였으며, 외피단백질의 전기영동상 계통간의 차이는

없었으며 주밴드의 분자량은 33KDa이고 작은 밴드는 각각 31KDa과 26KDa이었

다.

o BaMMV의 분리 동정

BaMMV- Kor을 분리하여 전자현미경으로 관찰한 결과 폭 13nm, 길이 250∼

300nm와 500∼600nm의 2입자성 사상 바이러스가 관찰되었다. 한천겔확산법에 의

한 혈청반응은 BaMMV- Na1과는 뚜렷한 반응대를 형성하였고, BaMMV- Ka1,
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BaMMV- M에서는 반응분지가 형성되었다. RNA의 크기는 7.5Kb의 RNA1과

3.5Kb의 RNA2로 분리되었으며 외피 단백질의 분자량은 33KDa이었다.

o 보리오갈바이러스이 분리 및 동정

밀양, 진주 지방의 알보리와 목세이고 3호에서 ELISA결과 SbW MV에 양성반

응의 시료로부터 Che nopodium quinoa, Ch. am aranticola에 즙액접종 하였다. 국

부반점을 채취하여 SbW MV를 순수 분리하였다(사진 2). 순수 분리된 SbW MV

를 알보리, 백동, 노린61호, Chonopodium quinoa, Ch. am aranticola등에 재접종시

켜 40일 후 ELISA 검정하여 바이러스 감염여부를 확인하였다.

o RT - PCR을 이용한 바이러스 계통분류

RT - PCR 기법을 활용하여 각 지역에서 수집한 감염주에 대한 바이러스 종류

및 계통을 조사한 결과 조건에 맞는 프라이머를 선택한 경우 바이러스 종류 뿐만

아니라 계통을 구분할 수 있었다.

4. 활용에 대한 건의

보리 바이러스 병은 종류도 다양할 뿐 만 아니라 각 바이러스에 대한 계통

(s train)이 많아 저항성 품종을 육성하기가 쉽지 않다. Mokus ekko3에서 유래한

호위축병에 저항성인 유전자 rym은 일본의 BaYMV- III, BaMMV에 이병되어 새

로운 저항성 유전자를 도입하고 있다. 우리나라에서도 이 유전자를 도입하여 저

항성인 맥주보리 신품종인 신호보리를 육성하였으나(1999) 익산에서 발생하는 바

이러스 계통에는 이병되므로 다른 유전자 rym 3, rym 4 등을 도입하여 복합저항성

인 품종을 육성하는데 노력을 기울여야 할 것이며 바이러스 계통별 분포를 명확

히 하여 그에 맞는 저항성 품종을 보급하도록 하여야 할 것이다.
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S UMMA RY

I. T itle

Malting barley v irus diagnos is and dev elopment of res is tance gene tracing

technique us ing molecular and cell- biolog ical method

II. Objectivv and Significance

o Damage caused by virus dis ease

T he 600 kinds of vires appeared in plant is reported, the demag e is very

serious . It is v ery difficult to ident ify the virus because they are very s imilar

each other.

Recently , the virus disease is w idespreadly in SouthKorea and 40% of

barley cult ivated area is infected. Becaus e there is no malting barley w hitch has

virus res is tance genes . T he damag e caus ed by v irus diseas e is now increas ing.

o Control of virus disease

T his dis ease is caus ed by soil- borne virus , s o it is very difficult to control

w ith chemical compound. T he res earchs about the res is tance gene w ere carried

out to breed the v ariety res is tant to virus .

o Diag nos is technique of v irus diseas e

It is very important to isola te and diag nose in early s tag e. Biolog ical and

immunological method w as us ed to diagnose the v irus .

o Immuno- s erolog ica l method us ed in virus diagnos is

Immuno- s erolog ica l method w as w idespreadly us ed to detect the virus . It

can be eas ely detected but can not dis t inguis h the s trains .
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o Virus diag nos is technique modified by molecular biology

Recently , Molecular biologcal technique w as used in detect ing the virus .

T his method w as useful to dis t inguis h the s trains by us ing PCR. PCR technique

is ex pected to play a major role of virus diag nos is .

o T racing of res is tance gene and s election technique of res is tance variety

linkag e analys is and mapping of barley about phenotypic characters and

g ene loci are more developed than other crops . T he barley is fit to research the

g enet ic linkag e analys is .

III. Scope

1. Res is tance tes t of barley yellow mosaic virus

o Incidence of barley yellow mosaic virus at different locat ions and years .

o Inspect ion of ag ronomic trait rela ted in disease appearence.

2. Genet ic and linkag e analys is of barley yellow mosaic virus res is tance g ene

o A llelism tes t of domes t ic res is tance varieties carring res is tance g enes

o Genetic analys is of res is tance g enes

o Linkage analys is us ing the RFLP markers

o Linkage analys is us ing the ST S markers

o Cons truction of genet ic linkag e map of res is tance g ene

3. Class ificat ion of v irus s tra ins

o Is olat ion and identifica tion of BaYMV

o Is olat ion and identifica tion of BaMMV

o Is olat ion and identifica tion of SbW MV

o Class ifica tion of virus us ing the RT - PCR
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IV. Results and Recommendation

1. Res is tance tes t of barley yellow mosaic virus

o Incidence of barley yellow mosaic virus at different locat ions and years .

F rom the result of inves t ig ating domes t ic, recommended and intrduced

varieties , w e can dis t inguis h the res is tant and sus cept ible one. T he varietes

w hitch w as different to locat ions and years w as ex s is ted.

o Inspect ion of ag ronomic trait rela ted in disease appearence.

Heading and maturing date are not rela ted w ith diseas e appearence, but

culm leng th became short in infected area and varieties . Yield is low er in

severely infected area than in non- infected area because of decrease of

number of spikes per m2 and 1000 kernel' s w eig ht .

2. Genet ic and linkag e analys is of barley yellow mosaic virus res is tance g ene

o A llelism tes t of domes t ic res is tance varieties carring res is tance g enes

T he allelism tes t betw een res is tance g enes of Korea and introduced variet ies

w as conducted w ith the progenies after cross ing betw een them. It w as

revealed the res is tance g enes of Chalbori and Chog angbori w ere allelic w ith

ym 3 of Ea52, and "T okus hima Kag aw a Hadaka" and Lintz w ere allelic w ith

ym 1 and ym 5 of Mokusekko3.

o Genetic analys is of res is tance g enes

F rom the res ult of inves tigat ing the segreg ating ra tio of prog eny from

cros scombination betw een res is tanc and susceptible variet ies , the

cros scombinations of Doosan8/ Kang bori and Mokus ekko3/Paekdong are

inherited to s ing le g ene inheritance at rat io of 3:1.

o Linkage analys is us ing the RFLP markers

Res is tance gene,"rym 3", of Kang bori w as confirmed to be located in barley

chromosome 5H from the linkag e analys is by us ing RFLP markers .
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o Linkage analys is us ing the ST S markers

Res is tance gene,"rym 3", of Kang bori w as confirmed to be located in barley

chromosome 5H from the linkag e analys is by us ing ST S markers .

o Cons truction of genet ic linkag e map of res is tance g ene

T he res is tance g ene,"rym 3", w as mapped to the g enomic reg ion betw een

Ps t337 and A BC302 w ith 23.9cM and 14.7cM genetic dis tance, res pect iv ely.

3. Class ificat ion of v irus s tra ins

o Is olat ion and identifica tion of BaYMV

BaYMV- HN w ere purified from infected plants a filamentous viruㄴ w ith

13nm in diameter and 250∼300nm and 500∼650nm in length. Specific ant ibody

made by inject ing the purified v irus to the mus cle of a rabbit. In gel- diffus ion

tes ts antibody to baYMV- HN did not make spur w ith tw o Japanes e BaYMV

is olates , BaYMV- II- 1 or BaYMV- III. BaYMV- HN s how ed the symtom of

yellow ing and necros is in hos t plants .

o Is olat ion and identifica tion of BaMMV

Barley mild mosaic v irus (BaMMV- Kor) w as isolated from the southern part

of Korea, and by mechenical inoculation onto barley cultivars , purifict ion and

production of antibody. BaMMV- Kor purified from infected plants w ere

filamentous part icle, w ith 13nm in diameter and 250∼300nm and 500∼650nm

in leng th. Antibody of BaMMV- Kor w as made by injecting the purified virus

to the muscle of a rabbit . In g el- diffus ion tes ts antibody to baMMV- Kor

create spur w ith BaMMV- Ka1 and BaMMV- M, But did not make s pur w ith

BaMMV- Na1. BaMMV- Kor s how ed the s ymtom of mosaic and yellow ing in

barley plants .

o Is olat ion and identifica tion of SbW MV

In view of how to diag nose a v irus , there w as no barley available for

sap- v accinat ion diagnos is , but Che nopodium am aranticola(Ch. quinoa) show ing
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local affected parts w as us able for a tes t plant . As a serolog ical method,

diag nos is can be made by an agar g el double diffus ion tes t , enzyme- linked

immunos orbent assay, etc., w ithout org anic interconnections . T he methods of

diag nos is us ing an electron microscope include a leaf dip method,

immunoelectron microscopy, immunoprotein A- g old complex electron

microscopy, etc. by w hich s imple and mult iple infect ions w ere ident ified.

o Class ifica tion of virus us ing the RT - PCR

F rom the result of clas s ificat ion of virus infected in barley w ith RT - PCR

method, barley virus disease epidemic in South Korea w as mainly caused by

s ing le infect ion of BaYMV or complex infect ion of BaYMV and BaMMV.

How ever, there w as few cas es of s ing le infect ion of BaMMV.
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제 1장 서 론

식물에 발생되는 바이러스는 600여 종으로 그로 인한 피해액는 연간 수천억원에

이르고 있다. 그 중에서 맥류에 발생하는 바이러스병은 토양전염성이 대부분으로 그

종류가 많고 病徵에 유사점이 많아 정확히 바이러스를 동정하기가 어려운 실정이다.

특히 보리 호위축병은 1934년 일본 오카야마현에서 처음 발견 보고되었으며

(Miyamoto 등, 1958) 그 피해가 매우 심하여 국가에서 補償을 한 적도 있다.

최근 맥주보리가 주로 재배되고 있는 우리나라 남부지역에 바이러스에 의한 보리

의 縞萎縮病(barley yellow mosaic virus : BaYM V)이 발생되고 있다. 또한 발병면적

이 점차 늘어가고 있어 보리 재배 포장 중에서 약 40%가 이 병에 感染되어 있는 실

정이다. 이 호위축병에 의한 보리의 수량감소는 40∼100%에 이르는 것으로 보고되었

다(Huth 등, 1984). 1985년까지 자급하였던 맥주보리가 최근에는 50% 정도를 도입에

의존하고 있는 한가지 원인도 맥주보리에는 이 병에 저항성인 장려품종이 전혀 없을

뿐 만 아니라 최근 맥주보리 재배면적이 늘어남에 따라 피해가 급격히 늘어나고 있

기 때문이다. 이 병은 화학적 방제가 극히 어렵고 윤작 등에 의한 재배적 방법 등이

있으나 그 효과는 거의 없어 적극적인 방제 수단으로서 저항성 품종의 육성이 시급

하다.

그러나 바이러스병 저항성 유전자를 도입하는 데에는 많은 시간과 노력 그리고 온

실이나 포장 등의 시설이 요구될 뿐만 아니라 경우에 따라서는 바이러스 변이계통이

출현하기도 하고 또한 개체 수준에서는 저항성 검정이 불확실하다. 더우기 대부분의

저항성 유전자가 열성으로서 異形接合體 상태에서는 표현형에 의한 저항성 선발이 매

우 힘들다. 따라서 효율적인 저항성 품종 육성 전략을 위해서는 다양한 유전자원을

확보하고 많은 유전적 지식과 정밀한 진단 방법이 필요하다.

보리 호위축병 저항성 품종을 육성하는데 있어서 많은 문제점들이 있지만 그 중에

서도 우선적으로 보리에 침입한 바이러스를 정확히 진단을 하는 것이 중요하다. 이

병은 즙액접종이 확실치 않음으로 인하여 생물학적 방법인 지표식물을 사용하는 것이

어렵고 검정식물도 밝혀지지 않고 있는 실정이다. 그리고 현재 가장 많이 사용되고

있는 바이러스 검정방법인 免疫血淸法은 判別의 정확도 측면이나 기술적인 측면에서
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계통간의 구분이 어렵다는 것을 포함한 여러 가지 문제점이 제기되고 있는 실정이어

서 보다 확실하고 민감한 바이러스 검정방법을 필요로 하고 있다.

우리나라의 재래종에는 저항성을 나타내는 품종이 있으나 맥주보리에는 저항성

품종이나 교배모본이 거의 없어 맥주보리의 재배면적이 늘어감에 따라 바이러스의

농도가 집적되어 그 피해가 늘어나고 있다. 뿐만 아니라 보리의 위축병을 일으키는

바이러스에는 여러 종류가 있으며(BaYM V, BaMM V, BaYDV, SBW MV, W SS MV

등) 특히 보리 縞萎縮病을 일으키는 BaYM V에는 일본과 독일 및 영국에서 여러 가

지 생리형이 분화되어 있다고 보고되어 있다. 이들 生理型에 대한 저항성 유전자와

강하게 연관되어 있는 同位酵素나 RF LP marker를 발견하여 보리 縞萎縮病 저항성

품종 육성에 이용하고자 하는 시도가 이루어지고 있다.

보리에 발생하는 맥류 바이러스병은 매개방법에 따라 土壤傳染(Barr 등, 1976;

Chen 등, 1991), 蟲媒傳染(Kojima 등, 1983; 村山大記 등, 1965) 및 種子傳染病(羅瑢俊

등, 1979; 李淳炯, 1981) 등으로 크게 구분할 수 있다. 우리나라에는 북지모자이크병

(Northern cerea l mos aic virus , NCMV)(李淳炯, 1981), s oil borne w heat mosaic

v irus (SBW MV)(李淳炯, 1981), 누른모자이크병(호위축병, barley yellow mosaic virus ,

BaYMV)(李貴宰 등, 1998; 李淳炯, 1981; 蘇仁永 등, 1998), barley mild mosaic virus

(BaMMV)(李貴宰, 1998; 蘇仁永 등, 1997, 1998), 줄무늬모자이크병(barley s tr ipe

mosaic virus , BaSMV)(羅瑢俊 등, 1979)등이 보고되어 있으나 남부 보리재배지역에

주로 발생하는 것은 BaYMV와 BaMMV로 밝혀졌다(蘇仁永 등, 1997). 곰팡이의 일종

인 P olym yxa g ram inis에 의하여 토양전염이 이루어지는 BaYMV와 BaMMV는 우리

나라 보리재배지역 전역에 걸쳐 발생하고 있고 그 피해도 막심하다(蘇仁永 등, 1991,

1993, 1997, 1998). 이들은 토양전염성이므로 방제가 어렵고, 저항성 품종육성 및 선발

방법이 연구되고 있으나 지역적으로 BaYMV와 BaMMV의 발생이 뚜렷한 구분이 안

되고, 심지어 같은 圃場內 및 同一植物體에서도 BaYMV와 BaMMV가 複合 및 單獨

感染이 되고 있어서 많은 애로점이 있다(蘇仁永 등, 1997, 1998; 高橋 등, 1943).

보리 縞萎縮病(BaYMV)은 1934년 일본의 오카야마 현에서 처음으로 발견, 보고되

어(Miyamoto, 1958; 牧野德彦, 1992), 주로 일본에서 발생하는 것으로 알려져 왔으며

(Inouye 등, 1975), 1950년에는 관동지방 맥주보리에서 이 병이 만연되었고 1985년에
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는 그 피해가 매우 컸다고 한다(證田, 1993). 독일에서는 1978년에 이 병이 처음으로

발생되었으며(Huth, 1984, 1988), 그후 영국(Hill, 1985), 우크라이나(Fantakhun, 1987),

프랑스(S ig noret , 1991), 이탈리아(Rubies , 1991) 등 유럽각국과 중국(Zhu 등, 1993) 등

지에서도 이 병이 발생되는 등 전 세계적으로 그 피해가 확산되고 있다.

우리 나라에서는 1978년 보리 지역적응시험 중 호남작물시험장에서만 바이러스에

의한 피해에 대하여 조사하였으나 그 바이러스 종류는 명시하지 않고 있었다(농촌진

흥청, 1978). 이(1981)는 국내 43개 작물에서 30종의 바이러스를 분류하고 동정하였으

며, 그 결과 보리에서 NCMV, BaYMV 및 SBW MV를 分類 同定하였고 BaYMV는

종자전염은 되지 않고 토양에 의해 전염되며 남부지방에서 심한 피해를 입힌다고 하

였다. 또한 그는 이 병에 저항성인 품종으로는 향맥, 밀양6호, 방사6호가 있으며, 이병

성인 품종으로서는 영산보리, 부흥과 백동 등이 있다고 하였다. 김과 정(1983)은 보리

호위축병이 경남북, 전남북 및 충남 일부지역에서 발생되고 있었으며 백동과 영산보

리는 이병성 품종이고, 香麥과 Azumamug i등은 저항성 품종임을 밝혔다. 그후 호남작

물시험장에서는 보리 지역적응시험에서 호위축병 저항성 정도를 조사하여 송학보리

등이 호위축병에 저항성인 것으로 보고하였다.

소 등(1988)은 남부지방에서 호위축병이 발병되고 있다고 하고 바이러스 입자를 순

화하였으며 토양 약제 처리의 효과는 인정할 수 없다고 하였고, 그 후 소 등

(1990,1991)은 우리 나라 남부지방에서 재배되는 보리포장 중에서 39.6%가 바이러스

병징이 나타나고 찰보리 등은 이병이 되지 않으며 석회를 200kg /10a 산포하면 호위축

병이 발병되는 것을 지연시킬 수가 있다고 하였다.

보리에서 호위축병이 발견된 초기에는 주로 방제법과 저항성 품종 선발에 대하여

연구되었는데 methyl bromide 등 몇 가지 약제를 처리하면 효과가 있으며, 이때 비닐

을 피복하면 더욱 효과가 높다는 보고가 있다(Saito 등, 1964; Yas u 등, 1963). 또한

시비량, 석회시용, 토양담수처리, 토양피복, 파종시기 조절, 밀 등 저항성 작물과 윤작

등의 경종적 방법 및 살균제 등 약제 처리는 큰 효과가 없고 토양훈증 처리는 토양중

에 살고 있는 모든 생물을 사멸시킴으로서 방제 효과는 있지만 경제적 가치는 없어

(Adams 등, 1993; Miyamoto, 1958) 일부 연구 목적으로만 제한적으로 사용되고 있다.

그러나 이병정도는 품종간 차이가 있어 저항성 품종을 선발하고자 하는 연구가 계속

- 19 -



되어 Mokusekko3, Mihorihadaka , Ea52 등 저항성 품종을 선발할 수 있었다(Okamoto

등, 1963; Saito 등, 1964).

바이러스 계통을 분류하는데는 ELISA법 등 여러 가지가 있으나 이 들 방법으로는

정확한 계통을 분류 동정하는데 어려움이 있다. 따라서 PCR을 이용하여 바이러스의

핵산을 증폭시켜 식물체에 존재하는 바이러스를 분류하는 방법이 시도되고 있다.

Pog gi Pollini 등(1995)은 기존에 밝혀진 BaYMV와 BaMMV의 핵산염기서열을 이용

하여 primer를 제작하고 이를 이용하여 BaYMV의 독일 분리주와 BaMMV의 일본 분

리주인 Ka1을 구분하였다. Schenk 등(1995)은 RT - PCR기법을 활용하여 BaMMV와

BaYMV의 보리체내에서의 이동을 구명하였는데 저항성 품종에서는 BaMMV가 검출

되지 않았다고 하였다.

보리 호위축병이 발견 보고된 이후로 초기에는 이 병을 방제하기 위한 연구와 저

항성인 품종을 선발하고자 하는 시험이 주로 이루어 졌으나, 이 병이 토양전염성인

바이러스 병으로 밝혀져 화학적 방제가 불가능하며 저항성인 품종을 재배하는 것 이

외에는 방제방법이 없다고 밝혀진 이후에는 저항성인 품종을 육성하기 위한 연구가

주로 이루어지고 있으며, 바이러스를 순화하고 입자를 확인하며 이병된 조직의 변화,

혈청학적 유연관계, 매개체 확인 등에 관한 연구도 수행되었다.

T akahas hi 등(1973)은 Mokusekko3이 부분우성 저항성 유전자인 Y m을 갖고있으며

Y m은 3차망 유전자(K )와 29.37 %의 조환가를 가지고 연관되었다고 하였고, Gouis 등

(1994)은 Mokus ekko 3이 ym 4와 대립적이거나 아주 가깝게 연관되어 있다고 하였다.

반면에 Konis h 등(1989)은 Mokusekko3에서 유래한 BaYMV에 저항성인 계통을 이용

하여 저항성 유전자는 Esterase 동위효소 유전자군(E st1- E s t2- E s t4)과 3번 염색체 장

완 부위에 1.26∼5.01%의 조환가를 갖고 아주 가깝게 연관되었다고 하였다. Konishi와

Kaiser(1991)는 Mokus ekko 3과 Misato Golden의 BaYMV 저항성에 대한 유전적 차

이를 검토하였는데 이 둘은 모두 3번 염색체에 위치한 E st 복합 유전자좌와 연관된

일반적인 저항성 유전자를 갖고 있고, Mokusekko3의 경우는 4번 염색체에 위치한 3

차망 유전자(K )와 약하게 연관되어 있다. 이는 BaYMV의 모든 s train에 저항성을 보

이는 Mokusekko3의 경우 적어도 2개의 저항성 유전자를 갖고 있는 것으로 추정된다

고 하였다. ym 1은 K - g l3- ym 1의 순서로 4번 염색체(4H)에 위치하고, ym 5는
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cu- E st- ym 5의 순서로 3번 염색체(3H)에 위치한다고 하였다(Konishi 등 1997).

유럽에서 재배되고 있는 보리 호위축병 저항성 품종들은 모두 "Rag usa" 품종에서

유래한 호위축병 저항성 유전자를 가지고 있으며 이 저항성 유전자는 단인자 열성으

로(F riedt 등, 1985), 보리 호위축병 저항성 유전자(Y m )와는 대립유전자 또는 복대립

유전자이거나 아주 가까이 연관되어 있는 새로운 유전자로 알려져 ym 4로 명명되었고,

이 유전자는 삼염색체 분석에서 3번 염색체 장완에 있음이 밝혀졌다(Kaiser 등,

1989). Graner 등(1993)은 Igri×F ranka의 F1 anther derived doubled haploid line을

사용하여 ym 4와 연관된 2개의 RFLP marker(MW G838:1.2cM, MW G010:1.2cM)를 탐

색하였는데 이중 MW G010은 저항성 품종과 이병성 품종을 구분하는데 사용 할 수

있었다. Ordon 등(1995)은 ym 4 저항성 유전자와 연관된 RAPD marker OP- Z04660H

를 개발하였는데 ym 4와는 1.6cM 떨어져 있으며 저항성 품종에는 밴드가 없고 이병성

품종에는 밴드가 나타났다고 하였다. 그후 Schiemann 등(1996)은 dominant 형태의 밴

드인 OP- Z04660H를 codominant 형태의 밴드로 전환하여 Franka/ Igri 조합에서 잘

적용되는 것을 확인하였고 W eyen 등(1996)은 Marker ass is ted s election에 활용하기

위하여 몇 개의 RAPD marker를 추가하였다.

현재까지 알려진 BaYMV와 BaMMV에 대한 저항성 유전자의 보리 염색체의 위치

는 다음과 같다. Y m (rym으로 재명명)유전자는 4번 염색체(4H), Y m 2는 1번 염색체

(7H), ym 3(rym3로 재명명)는 7번 염색체(5H), ym 4와 rym 5 및 rym 6는 3번 염색체

(3H), ym 7은 5번 염색체(1H), ym 8과 ym 9 및 ym 11은 4번 염색체(4H)에 있음이 밝혀

졌다(Saeki 등, 1999).

RF LP(Res trict ion fragment length polymorphism)란 DNA를 제한효소로 절단할

때 생기는 DNA 단편 크기의 다형성을 의미하는데, Beckmann 등(1986)과 Kochert 등

(1989)은 이와 같은 DNA의 자연적 변이 특성을 이용하여 교배세대의 핵 DNA를 분

석함으로써 유전자 지도를 작성하고, 유전양식을 밝히거나 유전자원의 유연관계를 밝

히는데 이용할 수 있다고 하였다. 또한 T ans ley(1983)는 RF LP 표지인자가 식물 전체

조직이나 세포단위에서도 동일한 결과를 얻을 수 있으며, 자연적 변이를 재료로 하기

때문에 모든 염색체에 광범위하게 분포하는 많은 표지인자를 만들 수 있고, DNA를

직접 분석함으로써 공우성으로 발현되는 유전현상 때문에 유전자형과 표현형이 일치
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하게 되며, 환경의 영향을 거의 받지 않고, 유전자의 상위작용이 없으므로 어떤 집단

에서도 형질 분리가 편중되지 않을 뿐 아니라 양적형질의 검정에도 이용 가능하다고

하였다. 또한 DNA marker들은 isozyme에 비하여 확인 가능한 유전자좌의 수가 많기

때문에 그 이용성 면에서 더욱 유리하다고 하였다.

T rag oonrung 등(1992)은 재현가능성이 부족한 RA PD(random amplified

polymorphism detection)의 대안으로 ST S(sequence tag ged s ite)를 제안하였다. 이

ST S는 알려진 sequence로부터 유익한 primer를 설계해 쉽게 PCR기술을 이용하여 현

재의 지도를 대치할 수 있다고 하였다. ST S의 polymorphism은 삽입이나 절단에 의

하거나, point muta tion에 의하여 나타난다고 하였다.

Michelmore 등(1991)은 새로운 유전자의 DNA 마커와의 연관관계를 분석하는 방법

으로 기존의 모본과 bulk집단으로 먼저 연관군을 검색하고 이후에 다시 개체들로 좀

더 밀접한 마커를 탐색할 수 있다고 하였는데, 이 방법을 이용하면 개체별로 연관분

석을 하는 것보다 비용과 시간을 절감할 수 있다고 하였다.

따라서 본 연구에서는 기존에 밝혀진 저항성인자들과 국내품종의 저항성 유전자

들 간의 대립성 검정을 하여 새로운 저항성유전자를 찾아 이들 저항성 유전자와 연

관된 RF LP marker나 PCR marker를 탐색하고, RT - PCR기법을 이용하여 보다 정확

히 이병을 일으키는 바이러스 종류와 계통을 진단하는 방법을 구명하고자 수행하였

다.
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제 2장 재료 및 방법

제 1절 호위축병 바이러스 저항성 검정

1. 지역별 계통별 발병율 조사

보리 호위축병 저항성 유전자원을 수집 검정 및 선발하여 저항성 정도와 이병성

여부를 판별하고 이를 저항성 품종육성의 재료로 사용하기 위하여 1995년부터 1999년

까지 5년 동안 수원, 익산, 진주, 나주, 밀양 등 5개 지역에서 포장저항성을 검정하였

다.

공시재료는 Mokusekko3과 강보리를 포함한 60개 품종으로 국내 41개 품종, 국외

19개품종을 공시하였다. 재배법은 10립 혈파를 기본으로 하였고 시비량등 기타 재배

법은 표준재배법에 준하여 재배하였다. 조사항목은 저항성, 이병성 정도를 발병정도에

따라 0에서 9까지 10단계로 측정하였다. 잎에 모자이크 반점이 없고 건전한 개체는

0, 생육에는 거의 지장이 없으나 반점이 약간 보이면 1, 생육이 약간 부진한 것을 3으

로 판정하였다. 생육이 현저하게 불량해지면 5, 대부분의 모자이크 반점이 융합되어

잎이 누렇게 변하게 되어 더 이상 생육하지 못하는 경우는 7, 발병이 심해져 생육이

거의 불가능하게 되어 고사하는 것을 9로 판정하였다.

조사시기는 호위축병이 만연되는 2월 하순부터 3월 하순까지 각 지역에 걸쳐 2회

로 나누어 각 지역에 따라 평균기온이 10℃ 전후인 시기를 골라 조사하였다.

2. 농업형질과의 관련성 조사

보리 縞萎縮病 발생과 농업관련형질 및 수량관련형질과의 관계를 알아보기 위해

진주 및 나주지역에 이병성품종인 진양보리, 두산29와 저항성계통인 수원맥344호, 수

원맥346호를 파종하여 출수기, 성숙기, 간장, 수장, m2당수수, 1수립수, 천립중, 10a당

수량을 조사하였다.

시험구 면적은 구당 25cm × 6m × 6열 = 9m2로 하였고 난괴법 3반복으로 시험

구 배치를 하였다. 파종은 98년 10월 25일 동시에 실시하였고, 조사는 표준조사법에

준하여 실시하였다.
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제 2절 저항성 유전검정

1. 대립성 검정

국내 저항성 품종이 어떤 저항성 유전자를 갖고 있는지 확인하기 위하여 기존에

저항성 유전자가 밝혀진 품종들과 국내 저항성으로 확인된 10개의 품종을 인공교배하

여 대립성 검정을 실시하였다.

표. 1. 기존의 저항성 품종과의 인공 교배.

모본 부본

품종 저항성유전자 품종 저항성

Misato Golden

Ea 52

Franka

Mokkuseko 3

Sonate

Diana

rym

rym 3

ym 4

rym , rym 5

ym 4

ym 4

찰보리

조강보리

내한쌀보리

마산과맥

남해과맥

T okus hima Kag aw a Hadaka

자대맥

재래과

재래맥

Lintz

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-
- : 저항성

인공교배에 사용한 품종들은 기존에 저항성유전자가 밝혀진 저항성 품종으로는

Misato Golden, Ea52, F ranka, Mokusekko3, Sonate, Diana 등 6개를 사용하였고, 국

내의 저항성 품종은 찰보리, 조강보리, 내한쌀보리, 마산과맥, T okushima Kagaw a

Hadaka, 자대맥, 재래과, 재래맥 등 8개 품종과 도입품종중 저항성유전자가 밝혀지지

않은 Lintz를 사용하였다.

2. 저항성 유전자 분석용 인공교배

보리 호위축병 저항성 유전자의 위치를 확인하기 위하여 저항성 품종 6개와 이병

성 품종 4개를 선정하여 8개 조합의 교배 집단을 작성하였다. 인공교배는 1997년 봄

에 작물시험장 맥류포장에서 실시하였으며 교배종자는 여름에 세대단축온실에서 F2
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종자를 채종하고 가을에 수원, 익산, 진주, 나주에 각각 1세트를 점파하여 98년 봄에

발병을 조사하였다. F3는 98년 가을에 파종하여 99년 봄에 발병정도를 조사하였다.

표. 2. F2 집단의 간장과 수장 분포.

저항성 이병성
간장 수장

비고
범위 평균 범위 평균

남해보리

Mokkuseko3

F ranka

두산8호

Mokkuseko3

찰보리

조강보리

사천6호

진양보리

진양보리

강보리

백동

백동

백동

60∼157

75∼152

71∼143

46∼148

70∼145

62∼159

77∼164

112.0

114.5

110.2

95.3

122.0

99.6

126.7

3.8∼14.6

5.0∼16.0

5.0∼16.0

5.2∼16.2

4.0∼12.0

3.0∼10.0

3.2∼9.4

8.4

8.0

8.8

9.0

7.6

7.1

6.3

rym , rym 5

ym 4

rym , rym 5

그림. 1. BaYMV and BaMMV에 대한 저항성 및 이

병성 교배 후대 집단의 F3 검정.
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3. 저항성 유전자 유전분석

98년 봄에 수확한 F 3 종자는 수원 작물시험장, 익산 호남농업시험장, 나주 전남농

업기술원, 진주 경남농업기술원의 상습 병발생 포장에 혈파 및 점파로 파종하였다. 발

병 상태는 2월 하순에서 3월 하순까지 육안으로 검정하였다.

4. DNA marker를 이용한 저항성 유전자 연관 분석

가. DNA 추출

Causse 등(1994)의 방법을 약간 변형시켜 추출하였는데 보리 어린잎을 5- 10g 채취

하여 유발에 넣고 액체질소로 급냉동 시킨 후 미세한 분말로 마쇄한 다음 시료가 녹

지 않은 상태로 50ml cap tube에 옮겨 담았다. Urea- phenol 추출 buffer와 섞고, SDS

를 0.6% 첨가한 후 이 용액을 60℃ 항온수조에서 20분 동안 반응시키면서 2- 3회 가

볍게 혼합하였다. Chloroform:Isoamylalcohol(24:1) 혼합용액을 15ml 넣어 15분간 진탕

하고, 2000×g로 15분간 원심분리 한 후, 상징액을 3겹의 거즈를 통해 거른 다음 새

튜브에 옮겼다. Chloroform:Is oamylalcohol 혼합용액으로 불순물 제거를 2회 실시하여

상징액을 새 튜브에 옮기고 동일량의 is opropanol을 넣어 잘 섞은 다음 - 20℃에 30분

간 두어 DNA를 엉기게 하였다. 5,000×g로 3분간 원심분리 후 침전된 DNA를 70%

에탄올로 씻어내고 15ml tube에 4ml T E를 넣어 60℃ 항온수조에서 20분간 DNA를

녹였다. 10ug /ml RNas e를 4ul 넣어 37℃에 30분간 처리한 후 7,500×g로 12분간 원심

분리하여 상등액을 옮겼다. 0.1 volume의 3M sodium acetate(pH5.2)와 2 volume의

absolute EtOH를 넣어 잘 섞은 다음 inv erting에 의하여 DNA를 엉기게 한 후 끝이

굽은 pas teur pippet으로 건져 70%의 EtOH에 씻고 1.5ml eppendorf tube에 옮겨 진

공건조기에서 EtOH를 제거후 T E buffer에 녹였다. DNA의 함량을 측정하기 위하여

DNA를 100배 희석하여 spectrophotometer의 260nm와 280nm의 파장에서 흡광도

(O.D.)를 측정하였다. DNA의 순도는 O.D. 260/ 280 흡광도 비로 예측했으며 비율이

1.8- 2.0인 DNA를 시료로 사용하였다. 각 시료 당 5ug DNA를 EcoRI으로 절단한 것

과 절단하지 않은 DNA를 0.9% agarose g el에 전기영동하여 DNA에 대한 제한효소의

반응과 추출 시 DNA 절단상태를 검정하고, 50kb 이상의 양호한 DNA를 RFLP 분석

과 ST S 분석에 사용하였다.
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나. RF LP 분석

(1) DNA의 제한효소처리 및 전기영동

2ug DNA당 2unit의 제한효소를 처리했으며, 제한효소의 활성을 유지하기 위하여

4mM s permidine을 첨가하여 37℃에서 12- 15시간 반응시켰다. 0.9% agarose g el에 각

시료 당 8ug DNA를 loading하고 30volt로 15시간 정도 전기영동 하였다.

(2) Southern blott ing

전기영동 후 g el을 0.25N HCl 용액에 10분간 depurinat ion 시킨 후, 증류수 에 한번

씻고 0.4M NaOH buffer로 capillary transfer하여 Hybond N= membrane에 DNA를

t rans fer하는 alkaline trans fer 방법을 따랐다. trans fer 후 nylon membrane을 0.2M

T ris - HCl(pH7.5/2X SSC buffer에 15분간 침적하여 중화시킨 후, 냉장보관 하였다가

사용하였다.

(3) DNA marker 및 Probe 작성

보리의 DNA 삽입단편을 포함하는 보리 genomic DNA와 보리cDNA, 귀리

g enomic DNA (ABG:barley g enomic DNA, ABC:barley cDNA, CDO:oat genomic

DNA, BCD:barley cDNA)등 50종을 미국 USDA로부터 분양 받아 RF LP 분석에 이용

하였다.

Probe의 labelling은 Dakara의 LaddermanTM Labeling Kit와 α- 32PdCT P를 사용하

여 각 DNA marker를 random hex amer labeling법에 의하여 반응시킨 후 0.4N NaOH

로 denature 시켜 DNA filter에 대한 probe로 이용하였다.

(4) Southern hybridizat ion

Hybond N+ filter의 genomic DNA와 probe간의 hybridiza tion은 0.5M sodium

phosphate(ph7.2), 7% SDS, 1% BSA, 1mM EDT A(pH7.6)의 hybridizat ion 용액에

filter를 넣고 65℃에서 4시간 동안 반응시킨 후 α- 32PdCT P로 label된 probe를 넣고

65℃에서 20시간 정도 hybridizat ion하였다. Hybridizat ion 후 filter를 65℃에서 처음에
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는 2X SSC, 0.1% SDS 용액, 다음에는 1X SSC, 0.1% SDS 용액, 마지막으로 0.5X

SSC, 0.1% SDS 용액으로 20분간 세척후 - 70℃에서 3- 5일간 X- ray film에 노출시켜

그 결과를 해석하였다.

표. 3. RF LP 표지인자의 연관위치.

염색체 위치 Clone

name

ID

number

염색체 위치 Clone

name

ID

number
1

1

1

1

1

1

1

2

2

2

2

2

2

2

2

2

3

3

3

3

3

3

3

3

4

A BC158

A BC253

A BC465

ABG312

ABG320

BCD205

BCD512

A BC165

A BC454

ABG058

ABG072

ABG358

ABG602

BCD111

BCD175

BCD410

A BC166

A BC171

ABG389

ABG399

ABG453

ABG471

BCD131

BCD809

A BC321

PA 515

PA 678

PA 720

PA 797

PA 576

PA 174

PA 274

PA 673

PA 683

PA 573

PA 659

PA 578

PA 602

PA 292

PA 254

PA 252

PA 674

PA 713

PA 584

PA 589

PA 733

PA 707

PA 263

PA 279

PA 681

4

4

4

4

4

5

5

5

5

5

5

6

6

6

6

6

6

7

7

7

7

7

7

7

7

ABG397

ABG472

ABG601

ABG618

ABG714

ABC160

ABC164

ABC257

ABG053

ABG373

ABG702

ABG378

ABG379

ABG458

ABG466

ABG711

BCD269

ABC155

ABC302

ABC483

ABC622

ABC718

ABG473

ABG708

ABG712

PA588

PA594

PA601

PA606

PA615

PA670

PA672

PA679

PA572

PA580

PA799

PA796

PA581

PA591

PA706

PA613

PA316

PA712

PA701

PA721

PA722

PA723

PA595

PA664

PA614
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(5)ST S 분석

ST S 분석을 위해서 사용된 primer는 몬타나 주립대학으로부터 작물시험장 맥류과

가 분양 받은 primer 210개를 재분양 받아 사용하였다. PCR 기본 반응은 최종 25ul로

하였으며, 용액의 조성은 10× buffer 2.5ul, 2.5mM dNT P 2ul, T aq polymerase 1U,

template DNA 200ng , primer 20pmole이었다. PCR 각 단계의 반응조건 및 온도조건

은 full denatura tion을 위해서 94℃에서 5분간 반응시킨 후, denaturat ion 95℃ 1분,

annealing을 위해서는 primer에 따라 추천된 온도에 맞추어 55℃∼65℃에서 2분,

extention은 72℃에서 1분간 35회 반응시킨 후 72℃에서 full extention 시켰다.

표. 4. 본 실험에 사용된 ST S 마커.

ST S marker
Number of

markers
T ype

ABG

ABC

MST

W G

CDO

Pst

BCD

ABA

Etc

87

33

28

21

11

6

5

5

14

barley genomic DNA

barley cDNA

w heat genomic DNA

oat genomic DNA

barley genomic or cDNA

barley cDNA

T otal 210

PCR반응 후 전체용액 중 5ul로 DNA의 증폭 여부를 확인하고, DNA 5ul, 제한효소

(Hae III, Alu I)를 5U, 10× buffer 2ul, 멸균된 증류수 12ul를 섞어, 37℃에서 4시간

처리하였다. PCR 반응 후 증폭된 DNA는 agarose 0.9∼1.4% gel에 수평전기영동장치

를 이용하여 분리하였다. 분리된 DNA는 ethidium bromide에 염색하여 UV

trans- illuminator에서 관찰하고, polaroid 667 film을 이용하여 사진 촬영 후 결과를

해석하였다.
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(6) BSA (bulked segreg ant analys is ) 분석

BSA 분석을 수행하기 위하여 저항성을 보이는 개체 5개의 DNA와 이병성을 나타

내는 개체 5개의 DNA를 농도를 맞추어 섞어 bulk DNA를 만들었다. 만들어진 bulk

DNA는 각각의 모본 DNA와 함께 RF LP와 ST S 분석에 사용하였다.

그림. 2. DNA marker와 연관된 목적유전자를 밝히는 Bulked

seg regant analys is (BSA)의 모식도.

제 3절. 바이러스 계통 분류

1. BaYMV의 분리 동정

가. 공시 바이러스 및 항혈청

실험에 사용한 BaYMV는 남부지방의 보리재배포장에서 바이러스 병징의 보리

를 채집하여 효소결합항체반응법(ELISA)으로 BaYMV에 단독 감염된 보리즙액을

판별하기 위해 기주인 뉴골덴보리(barely cv. New Golden)에 즙액접종하여 순수분

리하였다(BaYMV- HN). 대조바이러스인 BaYMV- Ⅱ- Ⅰ 및 BaYMV- Ⅲ 와 각 항

혈청은 일본 농림수산성 농업연구센타에서 분양 받아 사용하였다.
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나. 보리품종 및 기주반응

보리품종은 우리나라 보급종인 겉보리, 쌀보리, 맥주보리와 일본에서 도입한 겉

보리와 맥주보리(표1)를 화분에 파종하여 공시하였다. 즙액접종은 BaYMV감염 보

리생엽에 0.1M 인산완충액(pH 7.0 , 1mM KCN 함유)을 1 : 4 비율로 마쇄하여

1.5∼2 엽기의 어린 보리 잎에 금강사를 살포 후 상이 즙액 접종하였다. 접종 후

자연과 생장상 (10∼15℃)에서 생육시키면서 3∼5주간 육안적 병징 관찰과 ELISA

검정으로 감염여부를 판정하였다.

다. 바이러스의 정제

BaYMV를 즙액접종으로 증식시킨 뉴골덴보리 감염잎을 사용하여 Usigi et al.

(1971)의 방법을 응용하여 정제하였다. 감염엽에 액체질소와 3배량의 0.1N 구연산

완충액으로 마쇄하여 고속원심분리하고(137,500g ) 바이러스를 침전시킨 후

120,000g /16시간 Cs Cl (1,28g /㎤) 밀도기울기 원심분리하여 바이러스 침전 밴드를

채취하여 바이러스를 얻었다.

라. 항혈청 제조 및 항혈청 반응

정제된 BaYMV- HN 와 freund' s complete adjuvant를 1 : 1로 혼합하여 집토끼

에 각각 1m l (1m g / 1m l)씩 3주 간격으로 3회 근육주사와 채혈 1주일 전에 1회 이

정맥주사 후 채혈하여 항혈청을 획득하였다. 한천겔이중확산법은 1% bacto- agar

g el을 사용하여 정제한 BaYMV(OD260 =1.0)를 항원으로 반응시켰다. ELISA는

Clark and Adams (1977)의 방법을 사용하였고, 항원은 감염엽에 인산완충액

(PBS- T )을 1 : 40 (W /V)으로 마쇄한 즙액을 사용하였다. ELISA판정은 405nm에

서 microplate reader를 이용하여 반응색도를 측정하였다.

마. 외피단백질의 분리 및 전기영동

정제한 바이러스 10 ul에 4 ul 의 용해용 완충액(0.25 M tris - HCl , pH 6.8 ,

8% SDS , 8% 2- mercaptoethanol , 40% glycerin , 0.04% bromo- phenol blue)을

혼합하여 100℃에서 3분간 열처리 후 Laemmli (1970)의 방법에 준하여

SDS- PAGE 전기영동하였다. 전기영동은 5∼12.5% polyacryamide g el을 이용하여

18mA에서 6시간 영동하였다. gel은 멸균증류수에서 30분간 2화 수세하고 2%

coomas s ie briliant blue R 250 염색액으로 1시간 염색하여 탈색 후 영동대로 관찰
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하였다.

바. 핵산의 추출 및 전기영동

RNA 추출은 정제된 바이러스(2m g /m l)에 0.5% SDS 및 proteinase K를 첨가하

여 반응시켰다. 페놀과 크로르포름 및 에테르 추출 후 에타놀 침전하여 증류수에

용해시켜 자외선 흡광도를 측정하였다. 전기영동은 1.2% 아가로스 겔 및 T BE 완

충액을 이용하여 20mA에서 10분 , 70mA에서 1시간 전개하였다. 염색은 ethidium

bromide로 하여 polaroid 사진 촬영하였다.

2. BaMMV의 분리 동정

가. 공시 바이러스 및 항혈청

BaMMV- Kor 는 호남농업시험장 보리포장에서 바이러스 병징의 보리를 채취하

여 ELISA 검정 결과 BaMMV에 단독 감염주로부터 이슈크시라슈(BaMMV 판별품

종)에 즙액접종 사용하였다. 기타 일본산 BaMMV- Kor, - Nal 과 BaMMV항혈청

및 일본산 보리종자 등은 일본 농림수산성 농업연구센타로부터 분양 받아 사용하

였다.

나. 즙액접종 및 기주반응

즙액접종은 BaMMV- Kor에 감염된 보리생엽을 0.1M 인산완충액(pH 7.0 , mM

KCN 함유)에 1 : 4(w / v)비율로 마쇄하여 1.5∼2엽기의 보리유묘 잎에 금강사 살포

후 상이즙액접종 하였다. 접종후 자연과 생장상(10∼15℃)에서 생육시키면서 3∼5

주간 감염여부를 병징과 ELISA 로 판정하였다. 한국산 보리 종자는 호남농업시험

장 맥류연구실로부터 분양 받았고, 화분 실험은 멸균배양토가 든 1화분당 10립 기

준으로 파종하였다.

다. 바이러스의 정제

BaMMV- Kor 의 정제는 Usigi and Saito (1976)과 Kashiw azaki(1991) 등의 방

법을 응용하였다. 바이러스 감염 보리 잎에 액체질소와 3배량의 0.1M 구연산 완충

액(pH 6.8)으로 마쇄 후 CCl4 및 에테르를 처리하여 색소를 제거하고 고속원심분리

(137,500 g ) 하여 부분 정제한 BaMMV를 CsCl(1,28/㎤)밀도기울기원심분리(120,000

g /16시간 이상)하여 분리된 바이러스 밴드를 채취하여 정제바이러스로 사용하였다.
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라. 항혈청 제조 및 반응

정제한 BaMMV- Kor (1mg/ ml )을 F reund' s complete adjuvant 와 1 : 1로 혼

합하여 3주 간격으로 3외 근육주사하고 채혈 1주일 전에 이정맥 주사를 1회 하였

다. 역가 검정 후 전량을 채혈하여 항혈청을 얻었다. 한천 겔 이중 확산법은 정제

한 BaMMV- Kor을 항원으로 하고, 항체는 제조한 BaMMV- Kor 항혈청을 사용하

였다. ELISA 검정은 Clark and Adams (1977) 방법에 준하여 실시하였다. IgG 정

제는 유안염색법과 DEA E cellulose 컬럼을 사용하여 분리하였고, Conjug ate는 IgG

에 alkaline phosphotase를 결합시켜 사용하였다. 반응농도는 IgG는 400배희석액 ,

Conjugate는 800배 희석하여 반응시켰으며 판정은 흡광도 405nm에서 microplate

reader로 측정하였다.

마. 바이러스의 외피단백질 및 RNA 핵산 추출

바이러스 RNA 추출은 정제한 BaMMV- Kor 에 0.5%SDS 및 Proteinase

(1mg /ml)를 첨가하여 37℃에서 반응시킨 후 페놀과 크로르포름을 각 2회 처리후

에테르 및 메타놀 침전을 시켰다. 외피단백질의 분리는 정제한 BaMMV- Kor 에

용해용 완충액 (0.25M tris - HCl, pH 6.8 , 0.04% bromo- 2- merecaptoethanol , 40%

g lycerin , 0.04% bromo- phenol blue )을 혼합하여 100℃에서 3분간 열처리하였다.

바. 외피단백질 및 핵산의 전기 영동

외피단백질의 전기영동은 Laemmli(1970)의 방법에 따라 5∼12.5%

polyacryamide gel을 이용하여 18mA에서 6시간 전기영동하였다. 겔의 염색은

coomas s ie brilliant blue R250으로 하고 탈색 후 전개상을 관찰하였다. 핵산의 전

기영동은 추출한 핵산시료에 SDS (10%)을 혼합하여 1.5% 아가로스 겔 및 T BE

완충액을 처리하여 20mA에서 10분, 70mA에서 1시간 전기영동 후 증류수에 수세

하고 ethidium bromide 에 염색하여 polaroid 사진을 촬영하였다.

3. 보리오갈바이러스의 분리 및 동정

가. 지역별 맥류품종 파종

경기도 수원, 충남의 예산, 경남의 밀양 및 진주, 전남의 영암, 영광 및 나주, 전

북의 고창, 익산, 황등 및 전주 등 11개 지역에 겉보리, 쌀보리, 맥주보리, 밀 등
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107개 품종을 1998, 10월∼11월에 10립 기준 혈파 3반복으로 파종하였다. 맥주보

리의 동해를 방지하기 위하여 방한 비닐을 12월에 피복하고 1월말에 제거하였다.

나. 기주반응

바이러스 접종원은 진주포장 알보리에서 ELISA반응으로 SbW MV에 양성반응을

나타낸 이병주를 채취하여 Ch. am araticola에 접종하여 국부병징을 확인 후 국부병

반을 수거하여 백동에 재접종하여 ELISA로 SbW MV의 감염 여부를 확인하고 생

장상 보존하면서 접종원으로 사용하였다.

접종에 이용한 공시품종은 부농외 28품종을 이용하였다 (표3).

다. 공시 항혈청

일본에서 구입한 SbW MV의 polyclonal ant iserum에서 ELISA용 IgG을 정제하

고, alkaline phos phate를 결합시켜 ELISA 반응 적정농도를 구하였다.

Ig G분리는 항혈청을 NH4(SO4)2에 포화시켜 IgG을 침전시키고, 10,000rpm/10min

/ room temp. 하여 침전된 Ig G를 PBS에 투석한다.

DEAE(diethylaminoethyl) cellulose column을 활성화시킨 다음 0.1N NaOH로 중성

화시켜 Ig G를 흡인 여과하여 column fract ion을 받아서 UV spectrophotometer로

Ig G의 농도를 측정하였다. ODE 0.01% 280 = 1.4로 조정하여 보관한다.

ELISA용 conjug ate는 분리된 Ig G에 alkaline phos phate룰 첨가하고 Dialys is /4℃

/ PBS/ over night 한다. 25% g lutara ldedhyde/22℃/ 4hr 고정을 시킨다. PBS에 투

석시키고 최종적으로 Bovin s erum albumin을 1%가하여 효소를 안정화시킨다. 장

기간 보관 시에는 0.02% NaNO3을 첨가하였다.

반응농도는 Ig G는 400배 희석액 , Conjug ate는 800배 희석하여 반응시켰다. ELISA

검정은 Clark and Adams (1977) 방법에 준하여 실시하였다. 판정은 흡광도 405nm

에서 microplate reader 로 측정하였다. 이병 재료는 남부지방의 보리재배포장에서

바이러스 병징의 보리를 채집하여 ELISA 실험을 하였다.

라. SbW MV의 순수분리 및 증식
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밀양, 진주 지방의 알보리와 목세이고 3호에서 ELISA결과 SbW MV에 양성반응

의 시료로부터 Chenopodium quinoa, Ch. am aranticola에 즙액접종 하였다. 국부반

점을 채취하여 SbW MV를 순수 분리하였다. 순수 분리된 SbW MV를 알보리, 백동,

노린61호, Chonopodium quinoa, Ch. am aranticola 등에 재접종시켜 40일 후

ELISA 검정하여 바이러스 감염여부를 확인하였다.

SbW MV 감염 백동보리를 13℃/ 9,000Lux 생장상에 보존하면서 접종원 및 기타 실

험 재료원으로 사용하였다.

마. 면역전자현미경관찰

항원은 바이러스 감염 보리 잎 조즙액을 3,000∼10,000 rpm/15min 원심분리하여

색소를 제거하여 사용하였다. 항체는 항혈청 또는 정제된 SbW MV의 IgG를 사용하

였다. Protein- A- g old complex (15nm) 농도는 bovin s erum albumin- PBS로 20, 30,

50배로 희석하여 사용하였다. 전자염색은 uranyl aceta te로5- 10분간 염색하여 전자

현미경으로 관찰하였다.

바. RT - PCR에 의한 SbW MV의 진단

재료는 경상남도 진주시와 밀양시에서 채취한 SbW MV 감염주를 순수 분리하여

알보리와 노린 61호에 계대 접종 중인 재료를 채취하여 total RNA를 분리하는 재

료로 이용하였다. 전체 RNA는 핵산 추출 시약인 Sepa Gene Kit(Sanko Junyaku

Co.)를 이용하여 분리하였다. 감염잎 10㎎과 t r is - buffer(sol.Ⅰ, 100㎕)를 넣고

pow er homog enizer로 마쇄한 후 g uanidine t iocyanate가 함유된 단백질 변성제(sol.

Ⅱ, 100㎕) 및 acetate buffer(sol.Ⅴ, 50㎕)를 첨가하여 잘 혼합하였다. 그리고 클로

르포름(sol. Ⅲ, 700㎕) 및 추출제인 s odium acetate(sol.Ⅳ, 400㎕)를 넣고 15,000

rpm으로 10분간 원심 하였다. 상등액에 glycog en 2㎕ 및 iso- propanol 500㎕를 혼

합하고 - 80℃에 20분간 정치 후 15,000rpm으로 10분간 원심 시켜 핵산을 침전 시

켰다. 핵산은 70% 에탄올로 수세 후 진공건조 시켜 멸균증류수에 재희석하여

RT - PCR 시료로 사용하였다.

RT - PCR반응은 RT - PCR hig h kit (T oyobo Co.)의 사용 설명서에 준하였다. 분

리된 total RNA 1㎕에 5x RNase buffer, 0.1M DT T , 5mM dNT Ps , dH2O, Surper
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Script RT (10U/㎕), RNas e inhibitor(10U/㎕)를 넣고 42℃/ 30분간 역전사반응을 시

켜 firs t s trand cDNA를 합성시킨 다음 99℃/ 5분간 열처리하여 PCR반응에 이용하

였다. F irs t s t rand cDNA를 주형으로 해서 Ampli. T ag. DNA polymeras e(2.5U/㎕)

를 이용하여 PCR반응에 따라 증폭시켰다. Primer는 SbW MV의 염기서열에 준하여

특이 primer인 JK- 2와 JK- 1를 이용하였다. PCR반응은 94℃/ 1분, 65℃/ 2분 및 72℃

/ 3분간 30 cycle의 조건으로 수행하고 72℃/ 7분간 신장반응을 시켰다. PCR 증폭산

물은 1.2% agarose gel에 전기영동하고 ethium bromide(1㎎/㎖)에 염색 후 전기영

동대를 확인하였다.

4. 보리 바이러스의 발생 분포 및 맥류 품종별 바이러스 감수성

가. 공시품종 및 실험포 설정

우리나라 맥류 품종은 겉보리 27품종, 쌀보리 32 품종, 맥주보리 9품종, 밀 13 품종

등 81 품종이고, 외국도입품종은 겉보리 13품종, 쌀보리 3품종, 맥주보리 13품종, 밀 1

품종 등 30 품종으로 총 합계 111 품종으로 파종하였다(표 6. 7). 맥류종자는 농촌진

흥청 작물시험장 맥류과에서 분양 받았다. 파종은 1997년 1998년 2개년에 걸쳐 지역

기상에 따라 10∼11월 사이에 품종당 3반복, 10립 기준 혈파 하였다. 파종지역은 수

원, 예산, 밀양, 진주, 나주, 영암, 영광, 고창, 익산, 전주, 황등 등 11개 지역이였다(표

7). 포장관리는 표준재배법에 준하였고, 중부지방은 겨울에 동해를 방제하기 위하여

(맥주맥 동사) 12월말에 비닐피복 후 이른 봄(2월)에 제거하였다.

나. 발병율조사 및 항혈청 검정(ELISA )

발병율조사는 지역별 지상 특성을 고려하여 2월초순부터 4월 중순까지 30일 격차

로 2회 조사하였다. 조사기준은 생육주수 대비 병징발현 주수로 품종별 3반복 합계치

로 하였다. ELISA 검정은 각 지역별 각 품종별로 병징발현 주위 생엽을 채취하여

4℃에 보존하여 실험실로 운반하여 실시하였다. ELISA 검정은 Clark and Adams

(1977)의 방법에 준하여 감염보리 생엽 대비 인산완충액(PBST ) 40 배 마쇄액 조즙액

을 항원으로 하고, 항혈청 농도 Ig G 4㎍/ ml, 효소 결합항체(Conjug ate) 2.5 ug/ml , 기

질은 10% diethanolamine 완충액(pH 9.8)에 1% P- nitrophenolamine를 사용직전에 용

해시켜 반응시켰다. 반응 판정을 육안적 발색도와 3M NaOH 정지액 처리 후

microplate reader로 405 nm에서 흡광도 판정을 병행하였다. 항혈청 BaYMV와

BaMMV는 본 연구실에서 제조한 것이며, SbW MV 항혈청은 일본 농림수산성 농업연

구센타 바이러스 연구실에서 분양 받아 사용하였다.
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5. RT - PCR을 이용한 바이러스 계통분류

가. RNA 추출용 시료 채집

RT - PCR을 이용한 보리 바이러스 병 진단을 위하여 표 1과 같이 20여 개소(익산,

나주, 해남, 진주, 밀양 등)에서 총 50개의 표본을 채취하였다. 토양을 포함하여 뿌리

가 상하지 않게 채취한 표본은 포장에 이식하여 4- 5일 키운 후 증상이 뚜렷한 잎을

잘라 - 70℃ 초저온 냉동고에 보관하여 RNA 추출 시료로 사용하였다.

표. 5. 바이러스에 이병된 보리 식물체를 채집한 장소.

지역 수집개소
채집

식물체 수
비고

전라북도

전라남도

경상남도

충청남도

경기도

1

11

5

3

1

4

22

10

7

7

호남농업시험장의 호위축병 검정포

전남농업기술원 포장 및 인접농가 포장

경남농업기술원 포장 및 인접농가 포장

충남농업기술원 포장 및 인접농가 포장

작물시험장 맥류 포장

나. RNA 추출

보리 바이러스병 주 발생지에서 수집한 이병개체들은 저온생장상에서 생육시킨 후

병징이 있는 잎에서 total RNA extract ion kit(Promeg a)를 사용하여 RNA를 추출하였
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다. 추출된 RNA의 일부는 바로 사용할 수 있도록 멸균된 증류수에 녹여 - 70℃에 보

관하여 1차 분석에 사용하고 일부는 0.2M s odium acetate를 첨가한 에탄올에 녹여 장

기 보관 후 2차 분석에 사용하였다. 추출된 RNA는 260nm와 280nm에서 순도 및 농

도를 확인하고 RT - PCR의 주형으로 사용하였다.

다. Primer Des ig n

각종 문헌과 밝혀진 s equence data를 참고하여 BaYMV 및 BaMMV에 특이적인

primer 5가지를 합성하여 1차 분석을 실시하였고, 2차 분석시에는 BaYMV에 특이적

인 primer 2가지, 각각 BaMMV- Na1과 BaMMV- ka1에 특이적인 primer 3가지를 합

성하여 실험에 사용한 개체의 감염 여부를 확인하였다. 각 primer의 염기배열 및 염

기서열상의 위치는 표 6과 표 7에 나타내었다.

라. PCR 조건확립

기존에 확보된 primer를 활용하여 보리 바이러스병 진단을 위한 PCR 수행조건은

다음과 같다. 48℃에서 45분간 Revers e transcriptat ion을 시키고 94℃에서 2분간

Reverse transcripta tion을 억제시키고 denaturat ion은 94℃에서 30초, annealing은 6

0℃에서 1분, extention은 68℃에서 2분간 실시한 후 이를 40회 반복하였다. 68℃에서

7분간 final extention을 한 후 4℃에 저장하였다.

표. 6. RT - PCR에 사용한 프라이머의 염기서열.

Primer Primer 염기서열(5' → 3' )

Poty4

BaMMV7

BaMMV8

AT T T A

T 14

Y1

Y2

S20

S21

S25

GGA T CC GT N T GY GT N GAY T T Y AAY AA

AAC CT T T CC GGT AT A CA

T T T T T T T T T T T A ACC T T T CCG

AT T T AC T T T CCG CCG CCC T AG CAT AAT T T A

T T T T T T T T T T T T T T

GT T GAA GCG GAC CGT GT G GA

T AC GCA T GA T CC T T C GGA GT

T CA T CT T A A T AG GT A GGC AT C AG

GAC A T C GT C T CA AT A GAT GAT GA

T T A CGA GCT GAT A GT AAT CAG CG
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표. 7. 바이러스 핵산 염기 서열 내의 프라이머의 위치.

프라이머 핵산 염기서열내의 프라이머의 위치

Poty4

BaMMV7

BaMMV8

AT T T A

T 14

Y1

Y2

S20

S21

S25

1948 ∼ 1965 in BaMMV RNA1(Pogg i et al, 1995)

3930 ∼ 3946 in BaMMV RNA1(Pogg i et al, 1995)

3937 ∼ 3956 in BaMMV RNA1(Pogg i et al, 1995)

2847 ∼ 2876 in BaYMV RNA1(Pogg i et al, 1995)

3' polyadenylated tail

140 ∼ 159 in BaYMV coat protein

637 ∼ 656 in BaYMV coat protein

BaMMV- Ka1 3' non- coding reg ion RNA2(Kashiw azaki, 1996)

BaMMV- Na1 3' non- coding region RNA2(Kas hiw azaki, 1996)

BaMMV- Na1, Ka1 3' non- coding reg ion RNA2( 〃 )
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제 3장. 結果 및 考察

제 1절. 호위축병 바이러스 저항성 검정

1. 지역별 계통별 발병율 조사

보리 縞萎縮病에 의한 被害 및 病徵은 그림 3- A에서 보는 바와 같이 보리 생육포

장이 군데군데 누렇게 변하게 되며 동일 포장 내에서도 심하게 發病되는 장소와 전혀

발병이 되지 않고 건전하게 생육하는 장소도 있어 변이가 심하였다. 이를 자세히 살

펴보면 그림 3- B에 보는 바와 같이 生育 再生期에는 잎이 누렇게 되어 濕害와 비슷

하게 보이지만 습해는 잎이 전체적으로 노랗게 변하는 반면에 이 병에 감염된 잎은

모자이크 病斑이 있음으로 해서 습해와는 구별이 되었다. 이 병에 감염된 잎을 보면

그림 3- C에서와 같이 모자이크 반점이 있고 그 반점의 정도는 이병 정도에 따라서

달리 나타났다. 발병 정도에 따라 0에서부터 9까지 10 단계의 정도를 매겨 저항성 및

이병성 정도를 측정하였다. 건전한 개체(0)는 잎에 모자이크 반점이 없고 생육이 왕성

하지만 이병에 1정도로 罹病이 되면 생육에는 거의 지장이 없으나 반점이 약간 보였

고, 3정도로 罹病이 되면 생육이 약간 부진하였다. 그러나 罹病 정도가 5가 되면 생육

이 현저하게 불량해지고 7정도로 罹病 되면 대부분의 모자이크 반점이 융합되어 잎이

누렇게 변하게 되어 더 이상 생육하지 못하였으며 9정도로 이병 되면 고사하였다. 이

병은 보리가 월동을 하고 봄에 재생될 때 평균기온이 10℃ 정도가 되면서 많은 병 발

생을 확인 할 수 있는데 이는 전염 매개체인 P . g ram inis의 활성온도가 10℃가 적온

이기 때문이라고 하였다(蘇 등, 1991). 온도가 올라가면서 전염 매개체의 활성이 줄어

병징의 회피현상도 나타나지만 병이 심해지면 그림 3- D에서와 같이 枯死하는 경우도

발생하였다. 따라서, 罹病정도가 심해짐에 따라 모자이크 반점이 융합되어 황백색으로

변하여 잎이 고사되었다. 심한 경우에는 분얼과 절간신장이 이루어지지 않아 수량에

막대한 지장을 초래하게 되고 어떤 경우는 전혀 수확을 할 수 없게 된다는 보고가 있

다(Huth, 1984).
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그림. 3. 초봄에 발생하는 이병성 품종에서 보이는 보리 호위축병

바이러스에 감염된 식물체의 전형적인 증상.

A : 호위축병 바이러스에 감염된 농가 포장.
B : BaYMV나 BaMMV에 감염된 보리 식물체에 나타나

는 전형적인 증상 .

C : BaYMV나 BaMMV에 의해서 야기된 모자이크 반점

을 확대한 사진.

D : 정상개체와 바이러스에 감염된 보리에서 나타나는 증

상의 비교.

표 8은 1995년부터 1999년까지 5년간 국내 계통, 장려품종 및 도입품종들에 대한

지역별 연차별 縞萎縮病의 발병율을 조사한 것이다. 총 60개의 품종 및 계통들을 각

지역별로 2회에 걸쳐서 조사하였다. 전체적으로 살펴보면 연차 및 지역에 관계없이

저항성 및 이병성을 나타내는 품종들이 있고, 지역에 따라 저항성 정도가 다르게 나

타나는 품종들도 있었다.

먼저 연차 및 지역에 상관없이 이병성을 나타내는 품종들로는 두산22호, 두산8호,
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백동, 부농, 사천6호, 제주보리, 진광보리, 진양보리, 향맥 등이 있었고, 일본에서는 저

항성으로 알려진 Haruna Nijo, Mikamo Golden, New Golden 등은 감수성으로 나타

났으며, Mis ato Golden의 경우는 98년도까지는 저항성을 나타냈으나 99년도에는 4개

지역 모두에서 이병되는 현상을 보였다.

연차 및 지역에 관계없이 저항성을 나타내는 품종들로 국내 품종은 강보리, 남해보

리, 내한쌀보리, 두루보리, 마산과맥, 새강보리, 새쌀보리, 새올보리, 새찰쌀보리, 알찬

보리, 찰보리, 찰쌀보리, 탑골보리, 팔달보리 등이 있었으며, 도입품종으로는 Diana,

Ea52, F ranka, Haganemug i, Ishuku Shirazu, Lintz, Mokusekko3, Sonate 등이 있었

다. 그 중 특이할만한 점은 Mokusekko3의 경우 어떤 균주도 침해하지 못한다고 보고

(T akahas hi 등, 1976)되었으나 99년도의 경우 미약하나마 병징이 나타나는 것으로 조

사되어 추후 자세한 검토가 요망된다.

새쌀보리와 올보리의 경우는 지역과 연차에 따라 저항성 정도가 다르게 나타났는

데 이는 이들 품종이 특정 균주에 대해서만 저항성을 나타내기 때문인 것으로 해석되

었다. 또한 새찰쌀보리와 알찬보리의 경우는 98년도까지는 전체적으로 저항성으로 분

류되었으나 99년도에는 발병이 많이 되어 이 부분에 대한 조사 또한 세밀한 검토가

필요할 것으로 판단되었다.
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2. 농업형질과의 관련성

표 9는 이병성품종인 진양보리와 두산29호와 저항성 계통인 수원344호, 수원346호

를 진주와 나주지역에 1998년 10월 25일에 파종하여 1999년 봄에 농업형질을 조사한

것이다. 나주지역에서는 호위축병이 발병되지 않았으며, 진주지역에서는 저항성 계통

과 이병성 계통이 뚜렷하게 구분되었다. 진주 및 나주지역에서의 출수기와 성숙기는

병발생과 관계없이 일정한 양상을 보였으며, 간장의 경우 병이 발생하지 않은 나주지

역의 경우 별 영향이 없었으나, 병이 뚜렷하게 나타난 진주지역에서는 저항성 계통들

인 신호보리와 수원346호의 간장이 길어지는 경향을 나타내었다. 수장의 경우는 병이

발생하지 않은 나주지역에서는 진양보리와 두산29호가 약간 길었으며, 병 발생이 뚜

렷했던 진주지역에서도 진양보리와 두산29호가 길게 조사되어 병발생과는 무관한 것

으로 보였다. 일반적으로 병발생이 7이상이 되면 수장이 40%이상 감소된다는 보고가

있으나 본 실험의 경우 그보다는 적게 간장이 줄어드는 현상을 나타냈는데 이는 진양

보리와 두산29호가 병의 회복이 빨라서 나타나는 현상으로 추측되는바 이에 대해서는

보다 더 정밀한 검토가 필요한 것으로 판단된다.

표. 9. 지역간 보리 품종들의 농업관련 형질.

품종

저항성

(0- 9)
출수기 성숙기

간장

(cm)
수장

(cm)
NJ JJ NJ JJ NJ JJ NJ JJ NJ JJ

진양보리

두산29호

신호보리

수원346

0

2

0
1

7

9

0
0

4.20a

4.19a

4.18a
4.18a

4.18ab

4.17b

4.19a
4.13c

5.24a

5.23a

5.23a
5.23a

5.26a

5.25a

5.25a
5.22b

72a

77a

77a
80b

74c

75c

102a
96b

6.1a

6.2a

5.9a
5.3b

6.4ab

6.8a

6.4ab
5.7b

NJ : 나주, JJ : 진주
파종기 : 나주(10.25), 진주(10.25)

표 10과 표 11은 진주와 나주지역에서의 병발생에 따른 계통간의 수량구성요소와

10a당 수량을 조사한 것이다. 표 11에서 살펴보면 m2당 수수는 병이 발생하지 않은

나주지역의 경우 품종간의 차이가 있는 것으로 조사되었지만 병발생이 뚜렷한 진주지

역에서는 품종간의 차이를 고려하더라도 진양보리의 경우 현저하게 감소하는 경향을
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나타내었다. 1수립수의 경우 병의 발생과 관련 없이 계통간의 차이가 없었으며, 천립

중의 경우 병이 발생하지 않은 나주지역에서는 차이가 없었으나 병발생이 뚜렷한 진

주 지역의 경우 약간 감소하는 경향을 보여 병이 발생하면 천립중이 감소한다는 보고

(Huth, 1984)와 일치하였다.

표 11은 진주와 나주지역에서의 10a당 수량을 조사한 것이다. 병이 발생하지 않은

나주지역의 경우 수량이 440kg에서 485kg으로 계통간에 약간의 차이는 있었지만 고

른 분포를 보인 반면 병발생이 뚜렷한 진주지역에서의 수량은 450kg에서 685kg의 분

포를 보여 계통별 현저한 수량의 차이를 나타내었다. 진주지역에서 감수성인 진양보

리와 두산29호가 각각 448kg과 450kg , 저항성인 수원344호와 수원346호는 각각 668kg

과 685kg으로 비슷하였는데 감수성인 품종들이 저항성계통에 비하여 대략 40%정도의

수량감소를 보였다. 서(1995)의 보고에 의하면 병발생이 3정도이면 대략 50% 감수하

고, 5이상으로 진행되면 100kg /10a이하로 거의 수확할 것이 없다는 것이 밝혀졌으나,

본 실험의 경우는 병발생이 7과 9로 나타난 감수성 품종도 60%정도는 수확을 할 수

있었다. 이는 감수성 품종이라도 병이 발생하는 시점에서의 피해정도와 병이 회복되

는 정도는 품종에 따라 다르기 때문인 것으로 판단되며 이에 대한 면밀한 검토가 필

요할 것으로 생각된다.

표. 10. 지역에 따른 저항성 및 이병성 계통의 수량구성요소.

품종

저항성

(0- 9)
m2당 수수 수당립수

1000립중

(g)

NJ JJ NJ JJ NJ JJ NJ JJ

진양보리

두산29호
신호보리

수원346호

0

2
0

1

7

9
0

0

1156ab

1009b
961b

1310a

794b

938ab
959ab

1195a

24a

23ab
23ab

22b

25a

25a
25a

24a

36.2a

38.8a
38.5a

38.6a

41.6bc

38.8c
45.5a

43.3ab

NJ : 나주, JJ : 진주
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표. 11. 지역에 따른 저항성 및 이병성 계통간의 수량 비교.

품종
저항성 수량(kg/10a)

나주 진주 나주 진주

진양보리

두산29호

신호보리

수원346호

0
2

0

1

7
9

0

0

441a
480a

453a

485a

448a
450a

668b

685b

R
C

R×C

**
**

**

제 2절 호위축병 저항성 유전검정 및 연관분석

1. 저항성 유전자 대립성 검정

보리 호위축병의 저항성 유전 양상을 구명하기 위해 1997년도에 교배하여 얻은 F1

7개 조합을 수원 및 익산 포장에 파종하여 병 발생을 조사하였으나 병 발생이 저조하

여 대립성 검정을 수행하지 못하였다. 그래서 이듬해인 1998년도 10월에 수원, 나주,

익산, 진주 등 4곳을 선정하여 지역별 파종적기에 파종하여 1999년 봄에 각 지역 별

로 2회에 걸쳐서 조사하였다.
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표. 12. 연차별 익산, 진주 나주 지역에서의 모본으로 사용한 품종

들의 저항성 정도.

품종 조성 과성
저항성 정도

' 98 ' 99
익산 진주 나주 익산 진주 나주

Mokkuseko3
Franka

강보리

찰보리

조강보리

남해보리

사천6호
진양보리

백동

두산8호

6
6

6

6

6

6

2
2

6

2

겉보리

겉보리

겉보리

겉보리

겉보리

쌀보리

겉보리

겉보리

쌀보리

겉보리

0
0

5

0

0

3

7
5

9

7

0
0

0

0

0

0

9
9

9

7

0
0

0

0

0

0

9
3

7

7

0
0

0

0

1

0

7
0

9

7

1
0

0

1

1

0

7
9

9

9

0
0

0

0

0

0

7
7

9

3

표 12는 1998년, 1999년 2년에 걸쳐서 익산, 진주, 나주 3곳에서 모본으로 사용한

저항성 품종과 이병성 품종의 병 발생 상황을 조사한 것이다. 발병정도는 완전저항성

을 나타내는 것을 0, 완전 이병성을 보이는 것을 9로 표기하여 10개의 등급으로 나누

어 조사하였다. 표에서 알 수 있듯이 저항성 품종인 Mokusekko 3, F ranka , 강보리,

찰보리, 조강보리, 남해보리 등은 연차별로 지역에 상관없이 저항성을 나타내었고, 이

병성 품종인 사천6호, 진양보리, 백동, 두산 8호 등은 연차별 지역별로 모두 이병성을

보였다. 이들 3곳에서의 병발생은 본 실험을 수행 하는데 충분한 조건을 만든 것으

로 생각되어 이들 품종들끼리 교배한 분리집단의 발병정도를 조사하고 후대 분리비를

검정하였다.
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표. 13. 국내 저항성 품종들의 대립성 검정.

Mis ato

Golden
(rym )

Ea 52
(rym 3)

F ranka
(ym 4)

Moku

sekko 3
(rym,rym5)

Sonate
(ym 4)

Diana
(ym4)

찰보리 +1) - 2) - - + + + - + + + -

조강보리i + + - - + + + + + - + -

내한쌀보리 + + - + + + + + + + + -

마산과맥 + + + + + + + + + -

남해과맥 + + + + + + + +

T o k u s h i m a
Kag aw a Hadaka

+ + + - + + - -

자대맥 + - + + + + + -

재래과 + + + - + + + +

재래맥 + + + + - + -

Lintz + + + + + - - -

1) : 익산, 2) : 나주
- : 저항성, + : 이병성 또는 분리

표 13은 저항성유전자의 대립성 여부를 알아보기 위해 국내 저항성 품종과 기존에

알려진 저항성 품종간 교배하여 조사한 결과이다. 병은 진주와 익산 2개 지역에서 지

역별로 2회로 나누어 조사하였고 (- )의 경우는 저항성을 표시하고 (+)의 경우는 이병

성이나 분리하는 계통을 표기하였다. 표에서 살펴보면 찰보리와 조강보리는 진주와

익산 두 곳에서 rym 3 저항성유전자를 갖는 Ea52와 대립적이며, T okushima Kag aw a

Hadaka와 Lints의 경우는 rym과 rym 5 저항성유전자를 갖고 있는 Mokusekko3와 대

립적으로 나타나 2개 이상의 유전자가 관여하는 것으로 추측할 수 있었다. Lintz의 경

우는 대립성검정과 더불어 연차별 지역별로 병발생 정도를 조사한 결과도

Mokusekko3의 저항성 반응과 비슷하게 나타나 Lintz는 Mokus ekko3가 가지고 있는
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저항성 유전자를 모두 가지고 있는 것으로 추정되었다(표 9).

찰보리의 육성과정을 보면 rym 3 저항성 유전자를 갖고 있는 Hag anemug i를 모본

으로 육성된 강보리와 일부지역에서 저항성을 보이는 마산과맥과의 교배를 통하여 육

성되었다. 따라서 강보리의 경우 rym 3 유전자를 갖고 있는 것으로 판단되며 이 강보

리와 여교잡을 통하여 육성된 찰보리의 경우 역시 rym 3 유전자를 가지고 있을 것으

로 추측되었는데 이는 대립성검정의 결과와 일치하였다. 또 rym 3 유전자를 보유한 것

으로 확인된 조강보리를 육성하는데 이용한 모본들 중 저항성을 갖는 품종으로는

Hyproly가 있었다. Hyproly의 경우 어떤 저항성 유전자를 갖고 있는가에 대해서는

밝혀진 바가 없었는데 조강보리가 rym 3 유전자와 대립적이라는 결과로부터 Hyproly

도 rym 3 유전자를 갖는 것으로 추측할 수 있었다. 내한쌀보리 육성 모본들 중에도

Hag anemugi가 있었음에도 내한쌀보리는 rym 3 유전자와 대립적이라는 결론을 얻을

수가 없었는데 이는 추후 검토가 요망된다(부표 1과 2).

2. 저항성 유전 검정

표 14와 15는 진주와 익산의 호위축병 상습발생지에서 저항성품종과 이병성 품종

간 교배조합들의 F3계통의 후대분리비를 나타낸 것이다. 조사는 2회로 나누어 실시하

였으며, 육안으로 저항성인 계통과 이병성인 계통으로 구분하고 일부 분리계통도 나

타났으나 명확하지 않아 분리계통은 이병성 계통으로 취급하여 분리비를 계산하였다.

진주에서는 두산8호/강보리 조합과 Mokusekko3/백동 조합이 3:1의 분리비를 나타내

어 단인자의 유전양상을 보였다.
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표. 14. 진주 지역에서의 호위축병 저항성 유전자의 분리비.

교배조합 저항성 이병성 x2(3:1) P

사천6호/남해보리

Mokkuseko3/진양보리

Franka/진양보리

두산8호/강보리

Mokkuseko3/백동

찰보리/백동

조강보리/백동

75

110
71

67

27

92

115

106

184
167

168

122

128

181

27.91

24.16
4.32

1.54

2.98

35.58

30.29

< 0.05

< 0.05
< 0.05

0.20- 0.30

0.05- 0.10

< 0.05

< 0.05

익산에서의 교배조합들의 분리비는 사천6호/남해보리의 조합이 추가로 3:1의 분리

를 보였다. Mokusekko3/백동 조합의 분리비가 3:1로 나타났는데 이는 지금까지

Mokusekko3는 rym과 rym 5 2개의 저항성유전자를 갖는 것으로 보고된 것과 다른 결

과를 보였다. 그러나 rym 5 유전자를 갖고 있는 Misato Golden의 경우 익산에서 이병

되어 rym만이 익산에서도 저항성을 나타내는 강력한 저항성 유전자라고 추측된다.

표. 15. 익산 지역에서의 호위축병 저항성 유전자의 분리비.

교배조합 저항성 이병성 x2(3:1) P

사천6호/남해보리

Mokkuseko3/진양보리

Franka/진양보리

두산8호/강보리

Mokkuseko3/백동

찰보리/백동

조강보리/백동

44

170
128

52

46

128

92

139

129
118

181

102

88

197

0.09

163.93
95.87

0.89

2.91

135.20

6.79

0.70- 0.90

< 0.05
< 0.05

0.30- 0.50

0.10- 0.20

< 0.05

< 0.05
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3. RF LP 표지인자를 이용한 연관분석

표 14와 표 15에서 후대 분리비가 3:1에 적합한 Mokusekko3/백동, 강보리/두산8호

조합의 시료를 채취하여 DNA를 추출한 후 RF LP, ST S marker를 이용하여 모본의

Polymorphism을 확인 후 분리집단의 Polymorphism을 검정하였다.

각 모본에 대한 survey filter를 제작하여 RFLP marker 50개(표 3)로 각각

Polymorphism을 확인 한 후, Bulked seg regant analys is의 방법으로 저항성 유전자가

어떤 염색체에 속하는지를 확인하였다. BSA방법은 유전분석시 보다 적은 노력과 시

간으로 찾고자 하는 유전자가 어느 염색체에 속해 있는지를 손쉽게 확인 할 수 있는

방법으로 보고되고 있다(Michealmore, 1991).

저항성품종인 조강보리, 남해보리, F ranka, 마산과맥, 목석항 등 5개 품종과 이병성

인 사천6호, 진양보리, 백동 등 3개 품종을 6개의 제한효소 (BamH I, Bgl II, Dra I,

EcoR V, Hind III, Xba I)로 절단하였고, 재료로 사용한 DNA는 제한요소로 절단하였

을 때 골고루 절단되어 DNA가 여러 종류의 크기로 절단된 것을 확인하였고 이 젤을

가지고 모본의 다형성 분석을 위한 필터를 제작하였다.

확보된 probe를 사용하여 각각의 제한효소에 대하여 모본의 다형 현상을 확인하고

이중 모본에서의 다형현상을 나타내는 probe를 RFLP 분석에 사용하였다. 표 16과 표

17은 강보리/두산8호 조합과 Mokusekko3/백동 조합의 모본의 다형성을 조사한 것이

다. 강보리와 두산8호의 경우 모본사이의 다형현상이 많이 조사되었는데 이는 2조보

리와 6조보리의 유연관계가 멀어 나타난 현상으로 해석되었다. 이중 강보리와 두산 8

호에 대하여 모본의 다형현상을 보이는 probe를 유전분석 재료로 사용하였다.
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표. 16. 6개의 제한효소로 절단한 강보리/두산8호 조합과

Mokusekko3/백동 조합의 RFLP.

강보리/두산8호 Mokusekko3/백동

BH Bg Dr EV HIII XI BH Bg Dr EV HIII XI

다형현상 5 4 6 4 4 8 2 4 5 5 6 5

계 21 21 21 21 21 21 40 40 41 41 41 40
BH:BamHI, Bg:BglII, Dr:DraI, EV:EcoRV, HIII:HindIII, XI:XbaI

표. 17. 제한효소 처리에 의한 다형현상의 수.

다형현상의 수
강보리/

두산8호

Mokusekko3/

백동

0

1

2

3

4

5
6

8

3

2

3

4

0
0

20

4

2

2

2

1
0

계 21 41
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그림. 5. 강보리/두산8호 조합에서의 RF LP probes ABC302(5H)의 Bulked
seg regant analys is . 저항성 유전자는 ABC302(5H)와 연관되어 있

음.
사용된 제한효소 : BamH I, Bgl II, Dra I

그림. 4. 강보리/두산8호 조합에서의 RFLP probes ABG253(7H)와
BCD111(2H)의 bulked seg regant analys is . 저항성 유전

자는 ABG253(7H)과 BCD111(2H)와는 연관되지 않았음.
사용한 제한효소 : Xba I

BamHI Bg lI DraI
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그림 4는 BSA(Bulked seg regant analys is )기법을 이용하여 강보리/두산8호 조합에

대하여 연관분석을 한 것이다. RFLP probe ABG253(7H)와 BCD111(2H)에 대하여는

각 모본의 밴드가 저항성 및 이병성 bulk에 모두 나타나 이들은 저항성 유전자와 연

관이 되지 않은 것으로 판단되며, 그림 5에서와 같이 A BC302(5H)는 각 모본의 밴드

가 저항성 및 이병성 bulk의 밴드와 동일한 다형현상을 보여 이 저항성 유전자는 7번

염색체(5H)에 위치하는 것으로 판단되었다. 이러한 결과들은 Saeki(1999) 등이 rym 3

저항성유전자를 갖고 있는 저항성 품종 Ishuku Shirazu와 감수성 품종인 Ko A의 후

대에서 유전분석을 실시한 결과 rym 3유전자는 7번 염색체(5H)에 존재한다고 하였는

데, 본 실험에서도 강보리가 가지고 있는 유전자는 rym 3이며 이 유전자가 7번 염색체

(5H)에 존재하는 것으로 확인되었다. 그림 6은 강보리/두산8호 조합의 F3 계통별

A BC302와 rym 3간의 연관 분석을 실시한 결과이다.

그림. 6. 강보리/두산8호 조합의 F 3 계통별 ABC302와 rym 3간의 연관 분석.

M : marker, P : phenotype

4. ST S marker를 이용한 연관분석

ST S marker를 이용하여 저항성 유전자의 연관분석을 하기 위하여 총 210개의 마

커에 대하여 모본 polymorphism 검정을 실시하였다. 이중 Mokusekko3과 백동에 대

한 polymorphis m은 26개의 마커에서, 강보리와 두산 8호에 대해서는 31개의 마커가

모본들에 대한 polymophism을 보였다. 각 모본들에 대한 polymorphism을 분석하기

위하여 PCR을 수행하고 그 PCR산물을 제한효소로 절단하였고 PCR수행 후

polymorphism이 보이지 않은 primer 들에 대해서는 4 cut res tr ict ion enzyme인
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HaeII와 AluI으로 절단하여 polymorphis m을 확인하였다.

모본에 대한 다형성 검정을 기초로 하여 BSA 기법을 이용하여 연관분석을 실시하

였다. 그림 7과 8은 강보리/두산 8호 조합에 대한 연관분석 결과이다.

RF LP분석에서와 같이 7번 염색체(5H)에 해당하는 ABA1과 Pst337이 각 모본에서

보여진 다형현상이 저항성 및 이병성 bulk에서도 동일하게 나타나 저항성 유전자와

연관되었음이 확인되었고 이는 Saeki(1999) 등이 밝힌 것과 같은 결과였다. ABA1의

경우는 bulk 집단에서 보였던 다형현상이 분리집단에서는 재현되지 않아 분리집단의

분석은 실시하지 못하였다. 그 원인은 이전에 사용하였던 primer와 새로 합성한

primer가 부분적으로 다른 이유인지 아니면 3- prime쪽의 sequence중 GC의 함량이 많

아서 일 것으로 판단되나 차후 검토해야 할 것으로 생각된다. 따라서 이 Pst337 표지

인자만을 사용하여 저항성유전자와의 유전자 지도상의 거리를 확인하기 위하여 연관

분석을 수행하였다(그림 9).

그림. 7. 강보리/두산8호 조합에서의 ST S primer ABA1(5H)의
Bulked segreg ant analys is . 저항성 유전자는

ABA1(5H)과 연관되었음을 알수 있다.
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그림. 8. 강보리/두산8호 조합에서의 ST S primer Ps t337(5H)의

Bulked segreg ant analys is . 저항성 유전자는

Ps t337(5H)과 연관되었음을 알수 있다.

그림. 9. 강보리/두산8호 조합의 F3 계통별 ST S 마커

Ps t337와 rym 3간의 연관 분석.

5. 유전자지도 작성

표 18은 강보리가 갖고있는 저항성 유전자 rym 3와 연관된 RF LP marker ABC302

와 ST S marker Prt337에 대한 연관 분석을 실시한 결과이다. 연관 분석은

Mapmaker program을 사용하였다.

표에서 살펴보면 rym 3 유전자는 ST S marker Ps t337과는 22.2%의 재조합 빈도로
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연관이 되었고, RFLP marker ABC302와는 14.3%의 재조합 빈도로 연관이 되었음을

알 수 있다. Ps t337과는 22.2%의 높은 재조합 빈도를 나타내었는데 이는 ST S marker

의 다형현상이 밴드의 유무로 판단되는 우성유전의 양상을 나타내어 저항성 밴드가

나타날 곳에서 나타나지 않아 3:1의 분리가 되지 않아 계산상의 오차로 작용한 것도

한 요인이라 생각된다. 또한 RF LP marker인 ABC302의 경우 Saeki(1999) 등이 보고

한 바에 의하면 35.6cM 떨어져 있는 것과 비교할 때 상당히 차이가 있는 것으로 나타

났는데 이는 분석집단이 달라서 생길 수 있는 것과 본 실험에서 실제 분석한 집단의

크기가 작아서 발생한 문제인 것으로 생각된다.

표. 18. 7번 염색체(5H)상에 존재하는 저항성 유전자 rym 3와

연관된 RFLP와 ST S 마커의 분리비.

표지인자
F3 집단의 분리비

조환가 (%)
P1/P1 : P1/P2 : P2/P2 T otal x2

Pst337

rym 3

ABC302

28 : 35

14 : 49

15 : 48

63

63

63

31.36

0.26

0.05

22.2

14.7

연관된 DNA marker를 이용하여 F 3 계통을 대상으로 RF LP 분석과 ST S marker

분석을 실시한 결과 강보리가 갖고 있는 저항성 유전자 rym3는 Ps t337과는 23.9cM,

A BC302와는 14.7cM의 거리에 위치하였으며, 재조합빈도는 각각 22.2%와 14.3%였다.
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그림. 10. 저항성 유전자 rym 3를 포함하

는 7번 염색체(5H)의 유전자 지

도.
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제 3절. 바이러스 진단 및 계통 분류

1. 보리누른모자이크바이러스(BaYMV)의 분리 동정 및 진단

가. 즙액접종에 의한 기주반응

우리나라에서 순수분리한 BaYMV- HN 의 병원성을 조사하기 위하여 일본산

BaYMV- Ⅱ- Ⅰ를 대조로 하여 기주반응을 조사한 결과는 표 1과 같다. 맥주맥인

뉴골덴과 아가기 2조가 감수성으로 나타났으며 6조맥은 도산가와 73에만 감염되었

다. BaYMV에 저항성 인자를 갖는 미사도골덴 (Ym 1), 이슈크시라슈 (ym3), 목

세이코 3 (ym 1)와 아마기 2조, 하루나 2조, 가시마무기, 죠슈히로하다가에는 감염

되지 않았다. 우리나라 보리품종에서는 전반적으로 감염율은 낮았으나 대부분이 모

자이크, 황화 및 괴사 현상이 나타났다 (표2). 우리나라에서 분리한 BaYMV- HN

은 겉보리와 맥주맥에서는 모든 품종에 감염되었다. 그러나 쌀보리에서는 전반적으

로 감염율이 낮았으며 흰쌀보리, 긴쌀보리, 새쌀보리, 새찹쌀보리 등은 감염되지 않

았다. 일본산 BaYMV- Ⅱ- Ⅰ 계통은 우리나라에서 분리한 BaYMV- HN 보다 감

염율이 낮았다. 그러나 맥주맥에는 모두 감염되었으며 겉보리와 쌀보리에서는 감염

되지 않은 품종이 많았다. 이와 같은 결과는 우리나라의 BaYMV- HN과 일본산의

BaYMV - Ⅱ- Ⅰ간의 계통과 병원성의 차이로 생각되며 앞으로 BaYMV- HN의 병

원성 연구가 더욱 필요하다고 생각된다.

나. 바이러스의 정제 및 입자의 크기

BaYMV- HN을 고속원심분리와 CsCl 밀도기울기 원심법으로 정제한 바이러스

를 전자현미경으로 관찰한 결과 폭 13nm , 길이 120∼1.750nm 범위에 분포하나

주로 250∼300nm 및 500∼650nm 범위의 2입자성 사상형 바이러스이었다 (그림

1.2 ) 또한 CsCl 밀도기울기원심분리에서는 1,33g/㎤ 밀도 부분에서 바이러스 띠가

단일로 형성되었으며, 자외선 흡수패턴은 측정한 결과 260nm에서 최고, 246nm에

서 최저의 전형적인 바이러스 흡광도치를 나타냈다. 이와 같은 바이러스 입자의 크

기는 Bymovirus 속의 BaYMV 및 BaMMV(Huth et al., 1984) , W heat spindle

s treak mosaic virus (Shi et al., 1995), W heat yellow mos aic virus (Inouye,

1969), Rice necros is mosaic virus (Inoite and Saito , 1977) , Oat mosaic virus

(Herbert and Panizo, 1975 ) 등의 입자크기인 13×250∼300nm 및 500∼650nm 범
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위의 사상형 바이러스의 범주에 속하는 것이다. 또한 CsCl 밀도 기울기 원심분리

의 결과도 Usigi and Saito (1976)의 BaYMV 정제 보고와 일치하였다.

나. 항혈청 반응

한국에서 분리한 BaYMV- HN 및 일본산 BaYMV- Ⅲ 항혈청과 BaYMV- HN ,

BaYMV- Ⅱ- Ⅰ, BaYMV- Ⅲ 항원을 한천 이중확산법으로 반응시킨 결과 항혈청

BaYMV- HN 및 - Ⅲ에서 항원인 BaYMVK- HN, - Ⅱ- Ⅰ, - Ⅲ 모두에서 뚜렷한 반

응대가 형성되었으며 반응분지도 형성되지 않았다 (그림13).

다. 바이러스의 핵산 및 외피단백질의 전기영동상

BaYMV- HN , Ⅱ- Ⅰ,- Ⅲ 등 3개 계통의 RNA 전기영동상은 모두가 RNA 1은

7.6 Kb , RNA 2은 3.5 Kb 의 2개 분리상이 나타났다(그림14). 또한 외피단백질의

전기영동상은 BaYMV- HN , Ⅱ- Ⅰ,- Ⅲ 등 3개 계통 모두에서 1개의 주밴드와 수

개의 작은 밴드가 나타났다 (그림15).

계통간의 차이는 없었으며 주밴드의 분자량은 33KDa 이고 작은 밴드는 각각

31KDa 과 26KDa 였다. 이와 같은 핵산과 외피 단백질의 전기영동상은 Ehler and

Paul (1986)과 Kashiw azaki et al.(1990) 등이 보고한 BaYMV의 핵산 및 단백질의

크기와 같은 결과이었다.

표 19. BaYMV계통간의 즙액접종에 의한 판별기주의 감수성 비교

보리품종(도입종)
바이러스 계통 a)

BaYMV - HN BaYMV - Ⅱ- Ⅰ

2조맥
뉴골덴
아가기 2조
아마기 2조
하루나 2조
미사도 골덴(Ym1)a)
이슈크시라슈(ym3)

6조맥
도산가와73
가시마무기
조슈히로하다가
목세이코

＋(b)
＋
－
－
－
－

＋
－
－
－

＋
＋
－
－
－
－

＋
－
－
－

a) . ( )안의 표시는 저항성 유전자

b) . ＋ : 즙액전염에 의한 감수성 및 － : 비감염성

c) BaYMV- HN : 한국분리주, BaYMV- Ⅱ- Ⅰ : 일본분리주
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표20. BaYMV 계통간의 즙액접종에 의한 보리품종별 감수성

보리품종(국내종)
바이러스계통 b)

BaYMV- HN BaYMV- Ⅱ- Ⅰ
겉보리
동보리 1호
동보리 2호
조강보리
밀양겉보리
새올보리
영남보리
탑골보리
쌀보리
긴쌀보리
내한쌀보리
늘쌀보리
백동
새쌀보리
새찰쌀보리
송학보리
올쌀보리
찰보리
찰쌀보리
휜쌀보리
맥주보리
두산22호
제주보리
진광보리

8/42
6/34
1/34
3/41
2/30
1/31
4/37

0/32
2/32
3/39
11/36
0/33
0/32
1/35
2/37
2/32
2/37
0/34

6/17
1/25
4/23

0/31
2/28
0/32
0/32
2/36
1/29
10/39

0/32
1/30
1/30
10/35
0/31
—

0/37
—

0/37
1/31
0/39

4/28
2/23
1/21

a) 분자는 병징발현 주수/ 분모는 접종주수.

b)BaYMV- HN 은 한국분리주, BaYMV- Ⅱ- Ⅰ은 일본 분리주
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그림 11. Dip법에 의한 BaYMV의 입자 그림 12. BaYMV 바이러스의 순화입자

그림 13. 한천겔 확산법에 의한 BaYMV의 계통간 반응 비교

HN: BaYMV- Haenam, II- 1: BaYMV- II- 1(일본), III:BaYMV- III(일본)

그림14. BaYMV의 계통간 RNA 전기영동상 그림15. BaYMV의 계통간 CP전기영동상
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2. BaMMV의 분리 동정 및 진단

가. 즙액접종에 의한 기주반응

BaMMV- Kor을 인위적으로 즙액접종한 결과로는 뉴골덴 및 조슈히로하다가와

BaMMV에 저항성 인자를 갖인 미사도골덴(Ym 1) 및 이슈쿠시라슈(ym 3)등이 감

수성으로 나타났다. 그러나 쥬구린 이바라기 1, 가시마무기 및 목세이고 (Ym 1)

등은 저항성으로 나타났다(표21). 이와같이 BaMMV- Kor에 대한 판별품종 반응은

Norura(1996)가 보고한 BaMMV- Nal 과 병원성이 유사한 것으로 생각된다. 한국산

보리품종에서도 쌀보리 품종과 겉보리 품종의 대부분이 감수성으로 나타났으나 새

올보리, 찰보리, 흰쌀보리 등에서는 병징이 나타나지 않았다(표22).

나. 바이러스입자의 크기

정제한 BaMMV- Kor를 전자현미경으로 관찰한 결과 폭13nm, 길이 120∼

1,750nm범위를 갖는 사상형 바이러스가 관찰되었으며, 주로 250∼300nm 및 500

∼600nm 크기를 나타내는 2입자성 바이러스였다(그림 16.17). 이와같은 결과는

A dams et a l.(1998) 및 Huth et a l.(1990)등이 보고한 BaMMV의입자크기와 일치하

였다. 또한 CsCl 밀도기울기원심법으로 정제한 결과는 1.33g /㎤ 의 CsCl 농도 부위

에 단일바이러스 침강대가 형성되었고, 260nm에서 최고 , 246nm에서 최저치인 자

외선 흡수패턴을 나타내었다. 이와 같은 결과는 bymovirus에서 볼 수 있는 흡광곡

선으로서 Us ig i and Saito(1976), Kas hiw azaki (1991) 및 Nomura(1996) 등이 보고

한 BaMMV 의 성질과 일치하였다.

다. 항혈청의 역가 및 혈청 반응

정제한 BaMMV- Kor을 토끼에 근육 주사한 결과 반응 역가 680배의 항혈청을

얻을 수 있었다. BaMMV 계통간의 유연관계를 알아보기 위하여 한천겔 이중확산

법으로 반응시킨 결과 항혈청 BaMMV- Kor에서 항원인 BaMMV- Nal , - Kor, - M

와 뚜렷한 반응대를 형성하였으며 반응분지도 형성되지 않았다. 그러나

BaMMV- Kor 및 - M 항혈청에서는 항원인 BaMMV- Kor 사이에 반응분지가 형

성되었으나 BaMMV- Nal 항혈청과 BaMMV- Kor 항원사이에서는 반응대가 형성되

지 않았다(그림18). 따라서 BaMMV- Kor 는 일본 분리주 BaMMV- Nal 과 유연관

계가 깊은 것으로 생각된다.
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라. 바이러스 핵산 및 외피 단백질의 전기영동상

정제한 BaMMV- Kor에서 추출한 RNA핵산은 자외선 흡광도 260nm에서 최고

치를 나타내었다. RNA핵산을 전기영동한 결과는 RNA 1은 7.5Kb , RNA 2는

3.5Kb의 2개의 분리상이 나타났다(그림19). RNA 1은 BaMMV- Kor ,- Nal, - Kal,

및 - M 등 4개 계통간에 차이가 없었으나 RNA 2는 Kashiw azaki(1991), F oulds et

a l.(1993), Schlichter et al.(1993), Denssens and Mayer(1995) 등의 보고로 미루어

보아 계통간의 미미한 차이는 인정되며, Jacobi et al.(1995), T impe and Kuhne

(1995) 등에 따르면 이와 같은 차이는 BaMMV를 계대배양하면 핵산이 deletion 이

되어 RNA 2의 P2 단백질의 길이가 짧아진다는 보고와 관계가 있는 것으로 생각

된다. 정제한 BaMMV- Kor로부터 분리한 외피단백질을 전기영동한 결과는 분자량

33KDa 인 주밴드와 수개의 작은 밴드가 나타났다(그림20). 이와 같은 현상은

BaMMV- Kor , - Nal , - Kal 및 - M 등 4계통간에 차이가 없었고, 또한

Kashiw azaki(1991)가 보고한 33KDa 분자량과도 일치하는 것이다.

표 21. BaMMV- Kor 의 즙액접종에 의한 보리품종별 감수성 비교

품종

(도입종)
즙액접종 감염율

1차 2차 3차 계(%)
2조맥
뉴골덴
미사도골덴(Ym1)
아가기2조
아마기2조
이슈크시라슈(ym3)
하루나2조

6조맥
가시마무기
내한쌀보리
늘쌀보리
도산가와25
도산가와73
도산가와81
목세이고3(Ym1)
백동보리
죠슈히로하다가
주구린이바라기1
하가네무기
밀
노린61

0/15(－)
5/19(＋)
0/18(－)
3/14(＋)
7/27(＋)

14/ 18(＋)

0/18(－)
14/ 16(＋)
13/ 16(＋)
0/19(－)
0/18(－)
2/16(＋)
0/30(－)

16/ 16(＋)
2/20(＋)
0/31(－)
2/29(＋)

0/15(－)

3/15(＋)
5/14(＋)
2/15(＋)
2/13(＋)
7/15(＋)
5/15(＋)

0/15(－)
7/15(＋)
7/16(＋)
1/13(＋)
0/16(－)
1/15(＋)
0/15(－)
9/13(＋)
2/10(＋)
0/15(－)
2/13(＋)

0/16(－)

1/12(＋)
4/14(＋)
3/7(＋)

3/16(＋)
10/13(＋)
12/16(＋)

0/15(－)
12/14(＋)
11/14(＋)
1/16(＋)
2/14(＋)
1/16(＋)
0/14(－)

14/14(＋)
1/14(＋)
0/14(－)
4/15(＋)

0/31(－)

4/42(9.5)
14/47(28.5)
5/40(12.5)
8/43(18.6)

24/55(43.6)
31/45(68.8)

0/48(0)
3/45(90.6)

31/46(67.3)
2/48(4.1)
2/48(4.1)
4/47(8.5)
0/59(0)

39/43(90.6)
5/44(11.3)

0/60(0)
15/57(26.3)

0/62(0)
멸균토양화분실험으로 3반복하였음.
(a)안은 저항성유전인자임
ELISA 검정 양성반응은 ＋, 음성반응은－로 표시하였음.
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표 22. BaMMV- Kor 의 즙액접종에 의한 한국보리품종의 감수성

품종(국내종) 감염율 병징

겉보리
강보리
새올보리
올보리
오월보리
탑골보리
쌀보리
무안보리
백동보리
영산보리
찰보리
휜쌀보리
맥주보리
두산8호
두산22호
진광보리
향맥

20/98
0/ 68

28/53
8/ 50
6/ 36

11/43
16/42
16/62
0/ 48
0/ 67

7/ 76
8/ 40

14/74
19/67

N.M
－

N.M.Y
M.Y
M.Y

M.Y
N.M.Y

M.Y
－
－

M.Y
M.Y
M.Y
M.Y

화분실험으로 3반복의 성적임.
강염율의 분자는 감염주수 / 분모는 접종주수임.
병징의 N : 괴사반점, M : 연한 모자이크, Y : 황화현상

그림 16. Dip법에 의한 BaMMV의 입자 그림 17. BaMMV 바이러스의 순화입자
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그림 18. 한천겔 확산법에 의한 BaMMV의 계통간 반응 비교

KR:BaMMV- KOR, K:BaMMV- Ka1, N:BaMMV- Na1, M:BaMMV- Germany.

그림 19. BaMMV의 계통간 RNA 전기영동상 그림 20. BaMMV의 계통간 CP 전기영동상

1,6:Marker, 2:BaMMV- Ka1, 3:BaMMV- M 1,7:Marker, 2,6:BaMMV- Kal, 3:BaMMV- M

(독일), 4:BaMMV- Na1, 5:BaMMV- Kor 4:BaMMV- Na1, 5:BaMMV- Kor
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3. 보리오갈바이러스(SBW MV)의 분리 동정 및 진단

가. 지역별, 품종별 발병율 조사, 및 저항성품종 선발

10립 혈파 3반복 30주를 기준으로 육안적 병징과 발병식물을 채취하여 혈청학적

ELISA 검정을 한 결과는 표 1 및 2와 같다. 발병율 조사는 지역적 보리 생장생태

를 고려하여 1999년 2월 말∼4월초에 걸쳐 2회 실시하였다.

전체적으로는 표 1에서와 같이 약 33%의 바이러스병이 발생하였으며 지역적으

로는 밀양(45.64%)과 전주(43.00% )지역이 심하였고, 영광(12.83%)포장이 적게 발생

하였으며 영암포장은 발병이 안되며 조사성적에서 제거하였다.

품종별 발병율은 찰쌀보리(2.08% ), 탑골보리(3.80%), 조강보리(5.94%), 찰보리

(9.84% ), 니쇼노지가라(9.13%)등이 저항성으로 발병율이 적었다.

밀 종류에서도 알찬밀(6.40% ), 서둔밀(4.78%), 탑동밀(4.41%)등은 감수성으로 나

타났다. 특히 일본에서 저항성으로 개발된 목세이고 3호(5.99%)도 진주와 전북지역

의 포장에서 발병되어 검토의 대상이다.

지역별 및 107개 맥류품종별로 바이러스병징의 보리를 채취하여 SbW MV,

BaYMV 및 BaMMV에 대한 ELISA 혈청 검정을 실시한 결과는 표 2와 같다.

지역적으로 수원, 밀양, 진주, 영광, 익산, 전주 포장에서 SbW MV가 검출되었

고, 반면 예산, 나주, 고창, 황등 포장에서는 BaYMV, BaMMV에서만 ELISA양성

반응을 나타내었다. 품종별로는 겉보리, 쌀보리, 맥주보리, 밀 등 모든 품종에서

SbW MV, BaYMV 및 BaMMV에 감수성 품종이 많았으나 특히 맥주보리에서

SbW MV에 대한 ELISA음성반응이 많이 나타나서 검토의 대상이다. 특히 다이아나

품종은 BaYMV에만 감수성이고 SbW MV 및 BaMMV에 ELISA음성반응을 나타내

어 검토의 대상이다. 밀 품종에서는 금강밀, 남해밀, 다홍밀, 은파밀, 탑동밀 등에서

SbW MV에 양성반응으로 나타났다.

나. SbW MV의 순수분리 및 증식

밀양, 진주 지방의 알보리와 목세이고 3호에서 ELISA결과 SbW MV에 양성반응

의 시료로부터 Chenopodium quinoa, Ch. am aranticola에 즙액접종 하였다. 국부반
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점을 채취하여 SbW MV를 순수 분리하였다(사진 2). 순수 분리된 SbW MV를 알

보리, 백동, 노린61호, Chonopodium quinoa, Ch. am aranticola등에 재접종시켜 40

일 후 ELISA 검정하여 바이러스 감염여부를 확인하였다.

SbW MV 감염 백동보리를 13℃/ 3,000Lux 생장상에 보존하면서 접종원 및 기타 실

험 재료원으로 사용하였다. 또한 노린61호에 접종하여 15℃의 생장상에서 순화용

재료로 증식시키고 있다.

SbW MV의 계통은 현재 일본계통 J- A, J- B, J- C, J- D 등과 미국계통 US- A,

US- B, US- C, 등이 발표되고 있는 실정이다.

따라서 우리 나라에 발생하고 있는 SbW MV의 기주의 특성을 알아보고자 기주

범위와 병징 특성을 조사한 결과 표 23과 같다.

표 23. 기주에 대한 SbW MV의 반응

다. SbW MV의 정제 및 혈청실험

진주와 밀양 포장에서 채취한 SbW MV 감염주로부터 순수 단일 분리하여 알보

리와 노린61호(밀)에 증식시켰다.

품종 기주반응결과 품종 기주반응결과

겉보리
부농
알보리
쌀보리
백동
맥주맥
사천61호
일본품종
쥬골덴
이슈구시라슈
목세이고
노린61
밀
고분밀
그루밀
금강밀
남해밀
알찬밀

1/ 19
2/ 26

8/ 23

1/ 20

1/ 31
0/ 30
15/7524/83

1/ 3
0/ 3
0/ 4
0/ 3
0/ 5

은파밀
조춘호밀
칠보호밀
조
옥수수
오차드그라스
명아주
명아주
시금치
토마토
동부
황금콩
담배
담배
천일홍
근대
완두콩
강낭콩

2/ 10
7/ 15
0/ 15
5/ 7
3/ 5
0/ 10
0/ 10
3/ 8
4/ 7
3/ 7
3/ 3
2/ 6
0/ 8
0/ 10
0/ 5
0/ 6
0/ 5
0/ 6
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라. ELISA Kit 실험

일본에서 구입한 SbW MV 항체를 DEAE cellulose column을 이용하여 IgG을 정

제하고, alkaline phosphate를 결합시켜 ELISA 반응 적정농도를 구하였다. 그 결과

ELISA 실시시에 Ig G 항체는 1mg /ml 농도를 800∼1,600배까지 희석하여도 반응

이 가능하였다. SbW MV에 감염된 보리 생엽을 1:40 (W /V) PBST 로 희석 마쇄하

여도 ELISA 반응이 가능하였다 (사진25).

마. 면역전자현미경관찰

이병엽육조직과 반응시킨 protein- A- g old particles은 SbW MV의 입자 주변에 금입

자가 반응을 하고 있었다 (사진23).

바. 핵산 및 단백질의 RT - PCR 분석

RT - PCR 재료는 경상남도 진주시와 밀양시에서 채취한 SbW MV 감염주를 순수

분리하여 알보리와 노린 61호에 계대 접종 중인 재료를 채취하여 전체 RNA를 분

리하여 SbW MV의 유전자 진단을 실시한 결과 사진 5에서 보는 바와 같다. 모든

반응주는 약 0.6kb 부근에서 PCR 증폭산물 반응대를 얻었다. 향후 RT - PCR 산물

을 정제하여 cloning하여 s equecing을 한다면 이미 보고되어 있는 일본계통등과 외

피단백질부분을 비교하여 볼 수 있을 것으로 생각된다.

사진21. 고창지역의 바이러스병 발생 포장 사진22. 백진과 보리의 바이러스병 병징

(위 포장은 건전 포장, 아래 이병포장) 괴사 줄무늬가 나타남
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사진23. Immunog old method에 의한 SbW MV 바이러스 반응사진

M 1 2 3 4 5 6

← 600bp

사진24. RT - PCR법에 의한 SbW MV의 외피단백질 전기영동 상
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사진 25. 포장에서 채취한 이병주의 ELISA- tes t 결과

4. 보리 바이러스의 발생 분포 및 맥류 품종별 바이러스 감수성

가. 지역별 바이러스 분포

10개 보리재배 실험포에서 바이러스 병징의 보리를 채취하여 ELISA 검정을 한

결과 BaYMV , BaMMV, SbW MV 모두가 발생한 지역은 서원, 밀양, 진주, 영광,

익산, 전주 등이고 BaYMV, BaMMV 만 발생한 지역은 예산, 나주, 고창, 황등이었

다 (표 6). 또한 바이러스병이 제일 많이 발생한 지역은 전주(42∼51%), 밀양(41∼

47% )인 반면 적게 발생한 지역은 영광(10∼12% ), 익산(23∼28% ), 나주(26∼27%)이

고 10개 지역 평균 발병률은 32.37∼33.53%이었다(표 7. 8). 바이러스병 발병상황은

대부분의 지역에서 BaYMV가 주로 많이 발생하고 있으나 고창과 예산은 BaMMV

가 많이 발생하고 특히 SbW MV 는 밀양지역에 제일 많이 검출되었다.

바이러스병이 많이 발생한 밀양과 전주포장은 바이러스병 상습발생 포장의 흙

을 채취 운반하여 성토한 바이러스병 검정포장이므로 토양전염성 바이러스병이 많

이 발생한 것으로 생각된다. 반면 바이러스병이 적게 발생한 영광포장은 전라남도
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농산물 원종장과 보리종자 생산 계약 재배한 포장으로 다른 지역 포장보다 경작자

들의 포장관리가 철저하기 때문인 것으로 사료된다. 그러나 10개 지역 전체의 바이

러스병 평균 발병율이 30%이상을 상회한다는 것은 앞으로 보리생산에 많은 피해

가 따를 것으로 사료된다.

나. 맥류 품종별 바이러스 감수성

10개 지역에 111맥류품종을 3반복 혈파하고 품종별로 바이러스병 감수성을 조

사한 결과는 표 24. 25와 같다. 우리나라 품종(평균 32.37%)과 도입품종(평균

33.53% )간의 맥주보리 (평균 57.71%)의 감염율이 가장 많았고, 겉보리 (평균 32.40

%)와 쌀보리 (평균 33.61% )는 큰 차이가 없었으며 밀 품종에서도 평균 4.64%의 감

염율을 나타내었다. 품종별로는 탑골보리〉조강보리〉찰쌀보리〉이리 35호〉광활쌀

보리〉내한쌀보리〉찰보리 등은 감수성이 큰 부농(82.17% ), 백동(82.17%), 사천 6호

(80.25%)에 비하면 저항성 품종으로 분석되었다(표 24, 25). 또한 알찬밀과 은파밀

은 밀품종 중에서 감수성이 제일 높게 나타났다. 도입품종들도 우리나라 품종들과

비슷한 경향을 나타내고 있다(표 25). 겉보리 (평균 21.33%)가 쌀보리(평균 46.95% )

와 맥주보리 (평균 46.68% )에 비하여 감염율이 다소 낮으나 도입종 전체 감염율은

33.53%로 우리나라 품종 전체 감염율 32.37%와 비슷하였다.

맥류품종별 바이러스병 감수성을 검토한 결과 이슈크시라슈(ym 3)는

Kashiw azaki et al.,,(1989)에 의하면 BaYMV에 저항성으로 보고되었으나 대부분의

실험포장에서 BaYMV와 BaMMV에 복합감염되어 있었다. 하루나2조, 아마기2조,

미사도골덴(ym1)등은 일본의 BaYMV- Ⅱ- Ⅰ계통에 저항성인 품종이나 우리나라대

부분의 지역에서 BaYMV에 감염되었다. 가시마무기는 BaMMV에만 저항성이고,

하가네무기는 BaMMV에만 감수성으로 보고되어 있으나(Kashiw azaki et al., 1988)

본 실험에서는 BaYMV 및 BaMMV가 모두 검출되었다. 따라서 일본 판별품종의

병징으로 미루어 보아 BaYMV- Ⅰ,- Ⅲ 계통과도 일치하지 않는다. 또한 목세이고

(Ym 1)는 일본에서는 모든 바이러스에 저항성으로 되어있으나 우리나라에서는 지

역에 따라 다르지만 BaYMV, BaMMV, SbW MV 가 검출되었다. 따라서 일본에 발

생하고 있는 바이러스와 우리나라에 분포하고 있는 BaYMV, BaMMV, SbW MV
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등의 병원성이 차이가 있는 것으로 사료된다. 영국과 중국의 경우도 BaYMV 및

BaMMV 가 지역에 따라 병원성의 차이점이 나타나 병원성이 다른 분화형 바이러

스 계통의 존재 가능성을 제시하고 있다(Yili et mal., 1984, Adams, 1991). 한국에

서도 지역에 따라 일분의 판별품종에 대한 바이러스의 반응정도가 달라서 지역별

로 병원성이 다른 분화형 계통이 발생하고 있을 것으로 추정되며 계통분화 문제는

앞으로 유전자 분석과 추가적 실험이 요구된다고 사료된다.

표 24. 맥류바이러스 병 발생검정포장 설치 지역

지역 주소 포장상태 비고

수원 경기도 수원시 농촌진흥청 작물시험장 맥류포장

예산 충청남도 예산군 오가면 충남농산물
원종장 전작포장

밀양 경상남도 밀양시 영남농업시험장 맥류포장 바이러스검정포
진주 경상남도 진주시 경남 농업기술원 전작포장
나주 전라남도 나주시 삼도면 전남농업 기술원 전작포장 침수검정불가
영암 전라남도 영암군 영암읍 계신리 산9번지 박찬오 답리작
영광 전라남도 영광군 불갑면 안평리, 류연우 답리작

고창 전라북도 고창군 대산면 춘산리 408,
김영채 답리작

익산 전라북도 익산시 송학동 호남농업시험장 맥류포장 바이러스검정포

전주 전라북도 전주시 덕진동 전북대학고
농과대학 부속농장 전작포장 바이러스검정포

황등 전라북도 익산시 월성동 전북농산물원종장 전작포장

1997, 1998 년 2개년간 파종 실험포 설치 장소임.
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표 25. 지역별 바이러스병 발생 상황 (1998, 1999 2개년 합계)

ELISA 검정 결과 단독 감염주로 나타난 수치임.

지역
바이러스병
발생상황

국내품종 도입품종 계

Y단독 M단독 Y단독 M단독 Y단독 M단독

수원
예산
밀양
진주
나주
영광
고창
익산
전주
황등

Y〉 M〉 S
Y〉 M
Y〉 M〉 S
Y〉 M〉 S
Y〉 M
Y〉 M 〉S
M〉 Y
Y〉 M 〉S
Y〉 M〉 S
Y〉 M

38
24
34
32
40
12
20
27
25
41

2
19
0
7
4
5

26
4
1
2

15
8

20
10
14
7

10
11
19
20

3
8
0
0
1
1
9
0
1
0

53
32
54
42
54
19
30
38
44
61

5
27
0
7
5
6
35
4
2
2

계 293 70 134 23 427 93

Y: BaYMV , M: BaMMV , S: SbW MV

다. 인위적 즙액접종에 의한 진단

판별기주가 있을 경우 판별기주에 즙액접종하여 나타나는 특수병징으로 검정하

는 것이 가장 예민한 방법이다. 접종원은 감염보리 생엽 대비 인산완충액 pH 7.0

(0.1mM KCN 함유)을 1 : 4 (w / v)로 마쇄하여 접종용 보리 1.5∼2 엽기의 유묘에

금강사(400 mesh)를 살포하고 즙액접종한다. 접종한 보리는 반드시 10∼15℃ 의 생

장상 또는 같은 조건에서 생육시키면 30∼40 일 후 신엽에 모자익 증상이 나타난

다. 또는 ELISA 검정으로 확인하면 더욱 정확하다.

1) BaYMV 의 분리 진단

우리나라 보리 품종으로는 아직 판별 기주식물이 없다. 일본의 경우 판별기주로

뉴골덴이 BaYMV에만 감수성으로 되어있으나 우리나라에서는 BaYMV에도 감수

성으로 나타나고 있다.

부농 겉보리 BaYMV 에 감수성 +

백동 쌀보리 BaMMV 에 감수성 -
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뉴골덴 (일본판별품종) BaYMV 에만 감수성 +

목세이고3 (일본판별품종) BaYMV , BaMMV 에 저항성 -

2) BaMMV 의 분리 진단

국내 보리품종으로는 아직 판별기주 식물이 없다. 일본의 판별 기주인 이슈크시

라슈(ym 3)가 BaMMV 에만 감수성으로 되어 있으나 우리나라에서는 BaYMV 에

도 감수성으로 나타난다.

사천 6호 맥주보리 BaMMV 에 감수성 +

백동 쌀보리 BaMMV 에 감수성 +

이슈크시라슈(일본판별품종) BaMMV 에만 감수성 +

목세이고(일본판별품종) BaYMV, BaMMV 모두 저항성 -

3) SbW MV 의 분리 진단

명아주(Chenopodium spp.)을 검정식물로 사용한다. 명아주 잎에 즙액 접종하여

20∼25℃에 생육하면 접종 7∼10 일후 접종 잎에만 국부반점이 나타난다. 국부반점

만을 채취하여 감수성이 큰 백동 또는 목세이고3, 노린61 등에 접종하여 증식시키

면 순수분리된다.

명아주 (Che nopodium am aranticola) 감수성 + 붉은 반점

명아주 (Ch. quinoa) 감수성 + 퇴녹반점

백동보리 (4/10) 감수성 +, 모자이크

노린 61호 밀 (4/10) 감수성 + , 모자이크

목세이고 3 보리 (3/ 10) 감수성 + 모자이크

라. 혈청학적 진단

바이러스를 진단하는 방법 중에서 간단하면서도 정확성이 있기 때문에 현재 많

이 사용되고 있는 방법이다. 그러나 혈청반응 방법이 다양하며 항혈청의 확보문제

가 있다. 자기 스스로 항혈청을 제조하거나 또는 전문 연구기관으로부터 분양 받아

사용하여야 한다.

현재 가장 많이 보급 사용되고 있는 ELISA (Clark and Adams, 1977)과 혈청학

적 유연관계를 식별할 수 있는 한천 이중 확산법( Lee et al., 1998)의 결과만을 보

고하고자 한다.
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1) 한천이중확산법(Ag ar gel double diffus ion tes t )

한천겔판 (ag ar g el plate)의 제조는 바닥이 깨끗하고 매끈한 샤- 레판에 0.8∼1%

의 Bacto- agar g el을 부어 판을 만든 후 직경 2mm 정도의 구멍(w ell)을 중앙에 1

개, 주위(2cm간격)에 목적에 따라 수 개의 구멍을 만든다. 만약 구멍과 바닥사이가

밀착되어 있지 않으면 한천액을 추가로 1∼2방울 구멍안에 떨어뜨려 액체가 바닥

으로 흐르지 않게 만들어야 한다. 반응액의 제조는 항원(검정시료)의 정제바이러스

또는 비정제 감염주의 조즙액을 사용하고, 항혈청을 적당 농도로 희석 (20ug /m l)하

여 사용한다. 반응은 검정목적에 따라 항원과 항혈청을 중앙과 주위 구멍에 적당량

(0.2∼0.3m l)씩 넣고 건조되지 않게 파라핀 오일로 덥고 실온 또는 30∼37 ℃에서

정치반응 시킨다. 바이러스 입자가 긴 사상형일 경우는 한천 겔 속의 확산을 위하

여 초음파 절단을 하면 더욱 효과적이다.

결과는 항원, 항체 처리 후 24∼48 시간 내에 항원 항체가 확산하여 마주치는

곳에서 결합 반응대가 선명하게 형성된다. 동일 바이러스는 단일 반응대, 동일 바

이러스이나 계통이 다른 것은 분지 (Super)가 형성되고 서로 다른 바이러스이면 반

응대가 전혀 형성되지 않는다 BaYMV , BaMMV , SbW MV 등은 혈청학적 유연

관계가 전혀 없으므로 이 방법으로 3개 바이러스를 모두 검정 진단할 수 있다.

2) 효소결합항체 반응(ELISA)

ELISA 법은 항혈청량이 적게 들고 반응이 민감하며 단시간에 많은 시료를 처

리할 수 있어 현재 가장 많이 보급되고 있는 방법이다. 그러나 ELISA에 사용하는

항체는 IgG (r- g lobulin G)만을 정제하여 사용하여야 하며 Ig G 에 효소 (Phos pho

tes t )를 결합시킨 기질 (Conjug ate)을 만들어야 한다. 따라서 ELISA 용으로 Ig G

와 기질을 셋트화 하여 사용하는 것이 편리하다. Ig G 와 효소결합 방법은 여러 가

지가 있으나 본 연구에서 사용한 방법을 소개한다.

◎ Ig G 의 정제방법

시판용 IgG 정제 컬럼( Protein A colum)

↓

10m l 의 세척용 Running buffer로 여과 세척

↓
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항혈청 (Polyclonal antibody) : Running buffer (0.5 ml : 0.5ml)을 1: 1로 혼합하

여 컬럼이 흡착시킴

↓

20m l의 Running buffer로 여과 세척

↓

2m l 의 Elution buffer 로 여과하여 여액은 폐기

↓

1m l 의 Elution buffer 로 분액 여과(1ml 씩 수집)

↓

6∼10회까지 반복하며 1m l씩 순서대로 분액 수집

↓

분액 1m l씩 2., 3, 4∼7, 8, 9, 10까지 분액수집

↓

UV Spetrophptpmeter에서 IgG 농도 측정( ODE 280=1.4에서 농도 조절하여 사용)

Running buffer 조성

T ris - HCl 0.05 M

NaCl 0.15M

Sodiumazid 0.0.% (w / v)

0.1N HCl 로 pH 8.0으로 조절

Elution buffer 조성

Glycine - HCl 0.1 M

T hiomerosal bacteras tat 0.01% (w /v )

0.1N HCl 로 pH 3.0으로 조절

◎효소 표식항체(Conjug ate)의 제조

1 m g / m l 로 조절된 Ig G 1m l에 2m g Phosphotase alka line을 가하여 용해시킴

→ 투석막에 넣고 Phos phate buffer salin (PBS)용액에서 12시간 4℃에서 투석시킴

(PBS 1∼ 회 교환)→ glutaraldehyde 0.05% (v/ v)을 가하여 22℃에서 4시간 정치 반
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응(항체고정)→PBS 완충액에서 24시간이상 4℃에서 투석한다. →Phosphotase 가

결한된 Ig G- phosphatase 생성 →1% bovines erum albumin (w / v)을 용해시킨 후

sodium azid을 0.02% (w /v ) 가하여 4℃에 보존하고 사용한다.

◎ELISA 진행 과정

1) 1차 항체 IgG (400배 희석) 처리

아크릴 반응판 (96 w ell microplate)의 각 처리구에 IgG 2ug / m l 농도로

Coating buffer (0.05M Sodium Carbonate buffer, pH 9,6)에 용해시켜 각 처리구

당 200ul 씩 분주하고 37℃에서 2∼4시간 반응시킴→ PBST 로 3회 세척하여 물리

완전 제거

2)검정시료(항원)처리

각 검정시료의 조즙액 (40배 PBST 조즙액)을 각 w ell 당 200ul (IgG 처리량과

동량) 씩 분주→ 37℃에서 1∼4시간 반응(6℃정도에서 장시간 반응시킬수록 효과적

임)→PBST 로 3회 세척

3) 2차 항체 기질(Conjugate)처리

Conjugate 800배 농도로 PBST 에 희석하여 각w ell당 200ul 씩 처리→37℃에서

3∼4 시간 반응 (저온 장시간 반응이 효과적)→PBST 로 3회 세척.

4)발색제 (Subs trate)처리

P- Nitropheyle phosphate을 0.8∼1mg /ml농도로 Diethanol amine buffer

(Diethanol amine 97ml , Sodium azaid 0.2g , D·W 700ml , 1N HCl 로 pH 9.8

조절)에 용해시켜 각 w ell 당 전과 동량 분주하고 실온 / 암소/ 0.5∼2시간 반응후

발색도를 관찰한다.

5)정지약 처리

12%(3M) NaOH 용액을 각 w ell에 50ul 씩 처리하여 반응을 중지시킨다. 405nm

파장에서 흡광도를 micropla te reader로 측정하여 판정한다.

결과 판정에서 표준구로 건전주 즙액과 완충액구를 병행하여 처리하면 흡광도 판

정시 매우 효과적이다. 또한 보리바이러스의 경우에는 조직속에 바이러스 농도가

적어서 조즙액은 1 :40(w / v) 비율로 PBST로 마쇄하는 것이 효과적이다. IgG 의

농도는 2 ug / ml , Conjug ate 의 농도는 1.2ug /ml 농도까지 반응이 양호하다. 각
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시료당 2 w ell 씩 처리하는 것이 오판이 적고, w ell 당 처리량은 100ul 씩 하여도

반응이 양호하다. 반응시간 실온 또 4OE ∼6OE 정도에서 장시간 반응시키면 더욱

효과적이다. Ig G 처리 Coating plate 는 PBST 로 수세 후 밀봉하여 저온상태에서

동결보존하면 오랜 기간동안 수시로 사용 할 수 있어서 시간 절약과 편리한 점이

많다.

마. 전자현미경 검경에 의한 진단.

전자현미경 관찰은 직접 바이러스 입자를 관찰 할 수 있는 방법으로서 편리하

나 고가의 전자현미경이 설치되어 있어야 하는 단점도 있다. 또한 직접 바이러스

입자 형태만을 관찰하는 방법 외에도 항혈청을 이용하여 항원, 항체 결합상으로 복

합 감염 여부를 판정하기도 하고, 금입자 표식 항체(Protein A g old complex)을 이

용하여 금입자가 바이러스 표면에 직접 결합하는 상태를 관찰하여 바이러스의 존

재부위(세포학적) 및 복합감염 여부도 판정 할 수 있는 이점이 있다.

1) 침지법 (Dipping method)

2% PT A (phospho- tangus t in acid)용액을 슬라이드 그라스 또는 파라핀지 위에

한 방울 떨어뜨린 후 바이러스 감염엽(검점시료)을 1∼2mm 2로 세절하여 용액에

침지 시킨 후 그 용액 위에 코로디온 또는 포름바막이 입혀진 그리드를 뒤집어서

띄워 놓고 바이러스 침출물이 충분히 흡착되도록 10분 정도 정치시킨다. 풍건 후에

바이러스 입자의 입체화를 위하여 30∼40오 각도에서 투영 증착시켜 관찰한다. 이

방법은 바이러스 입자를 손상 없이 전체 길이를 관찰하는데 효과적이다.

2) 정제된 바이러스 입자 관찰

막이 입혀진 그리드 위에 정제된 바이러스를 분무 흡착시켜 풍건한다. 우라닐

용액(5% Uranil acetate )에서 5∼8분 정도 전자염색하여 투영 증착한다. 검경 결과

는 한 시야에 많은 바이러스 입자들이 관찰된다.

3) 면역전자현미경 관찰(Immuno- electron microscopy)

항원인 검정식물은 바이러스 감염 보리 잎 조즙액을 3,000∼10,000 rpm / 15min

원심분리하여 색소를 제거하는 것이 깨끗한 상을 관찰할 수 있다. 항체는 항혈청

또는 정제된 Ig G를 사용한다. 혈청농도는 40ug /ml 정도가 좋고 Ig G 의 농도가 높

으면 많은 입자들이 응집 결합되어 바이러스 입자상이 뚜렷하지 못하다.
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시료제작 과정은 다음과 같다.

가) 탄소증착된 니켈 그리도 위에 항혈청 (IgG 40 ug /ml )한 방울 떨어뜨린다. 실

온 습실 상태에서 5∼10분간 항체를 흡착시킨 후 PBST로 세척하고 수분을 제거

한다 (이 경우 PBST를 그리드 위에 5∼10적 흘리고 나서 여지로 습기를 흡수시키

면 편리하다.)

나) 항원처리 (검경 바이러스 조즙액)는 검정 조즙액 한 방울을 떨어뜨리고 실온

습실 상태에서 5∼10분간 항원, 항체 반응을 시킨다. PBST로 세척하고 수분을 제

거한다.

다) 항혈청을 재처리한다. (1차 처리과정과 동일하게)

실온 습실 상태에서 10∼15분 반응시킨 후 PBST 세척하고 증류수로 수세한다.

라) 전자 염색은 2%PT A 또는 5% 우라늄산으로 5분하여 수세 풍건 후 검경한다.

결과는 바이러스 입자들이 항혈청과 응집 결합한 상이 침지법에 비하여 많이 나타

난다.

4) 금입자 표식 면역 전자 현미경법(Immuno- protein A g old complex electron

mocriscopy)

이 방법은 면역 전자 현미경적 관찰보다 선명한 바이러스 입자를 관찰 할 수

있고 복합 감염된 시료에서도 단일 바이러스 별로 식별 할 수 있는 장점이 있다.

그러나 시료 제작이 복잡하고 고가의 면역금입자(Protein A gold complex )을 사용

하는 단점이 있다. 또한 (P rotein A gold complex의 입자 크기가 너무 작을 경우

전자현미경 관찰 시에 고배율로 하여야 하므로 15Å크기의 입자가 좋다. 또한 동물

면역체는 Ig G 항혈청 면역 동물과 다른 것이어야 한다.

시료 제작은 다음과 같다.

가) 바이러스 흡착은 반듯이 탄소 증착 니켈 그리드 위에 검정시료 조즙액(10,000

rpm 원심분리 또는 정제된 바이러스)을 한 방울 적하여 흡착시킨다. 실온 습실 상

태에서 5∼10분 처리한다. PBST 로 세척하고 습기 제거함

나) 결합매체는 0.1∼02% Boric serum albumin (BSA- PBST )용액을 1적 가하고

습실/ 37℃/ 15∼30min 처리한다. 0.1% BSA- PBST 로 세척하고 습기제거
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다) 항혈청 처리는 바이러스와 동일 계통의 IgG (40ug /ml ) PBST에서 농도를 조

절하여 처리한다. 습실/ 37℃/ 30min∼1 hr 후 0.1% BSA- PBST로 세척 후 습기를

제거한다.

라) Conjug ate로 gold particle complex (ant i- rabbit serum) 처리, 습실/ 37℃/ 1hr

후 0.1% BSA- PBST로 세척 후 수분제거, 다시 증류수로 세척 후 수분 제거한다.

5) 전자염색은 5% 우라늄용액 또는 Lead aceta te 용액에서 5∼8분 염색 후 증류

수로 수세 습기제거 및 풍건하여 전자현미경 검경하였다.

결과를 보면 다른 면역 전자현미경법에 비하여 바이러스 입자가 선명하게 보이

며 금입자들이 바이러스 표면에 결합되어 있기 때문에 검경하기도 편리하다. 면역

전자현미경 법으로 보리바이러스를 검경 진단하는 방법은 Shikata and Kojima

(1978), 에 의하여 보고되었으며, Chen et al., (1991), So (1993) 등도 Protein A

gold complex를 이용하여 바이러스의 식별을 한바 있다.

바. 분자 생물학적 방법에 의한 진단

최근 핵산이나 단백질 분리 추출 기술의 발전으로 소량의 바이러스 재료를 이

용하여 polyacryl amide gel 전기 영동으로 분리된 영도 패턴을 분석하여 핵산과

단백질의 성분수와 분자량을 검색 할 수 있기 때문에 바이러스의 동정이 가능하게

되었다 (Us ig i et al., 1989, Shi et a l., 1995). 또한 핵산 Hybridzat ion (기술 유전자

진단, 핵산잡종 형성)은 바이러스 핵산으로 상보적 핵산(cDNA)을 만들어 이것을

probe로 사용하여 시료중 의 probe와 Hybridet ide을 형성하여 핵산의 존재 여부를

검정하여 바이러스를 진단 할 수 있다(Batis ta et al.1989). 이 방법은 예민하고 정

확성은 있으나 고가의 장비와 기술을 필요로 하는 단점이 있다.

1) 외피 단백질의 전기 영동에 의한 진단.

정제된 바이러스 10ul 에 용해용 완충액 (0.25M T ris - HCl, pH 6.8, 8%

2- mercaptoethanol, 40% g lycine, 0.04% bromo- phenol blue) 4 ul을 혼합하여 10

0℃에서 3분간 열처리 후 SDS- PAGE 전기영동하였다. 전기 영동은 5%∼12.5%

polyacryamide gel을 이용하여 18 mA에서 6시간 영동하고, gel을 멸균 증류수에서
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30분간 2회 수세하여 0.2% Coomas s i briliant blue R250으로 1시간 염색한 후 12

시간 탈색하여 영동대를 관찰하였다.

결과는 BaYMV 및 BaMMV 의 외피 단백질 전기 영동상은 33KDa의 주밴드와

31KDa 및 26KDa의 작은 밴드가 관찰되었다.

2) 바이러스 핵산의 전기 영동에 의한 진단

정제된 바이러스 1mg /ml 에 5% SDS 및 Proteinase(1mg /ml)를 혼합하고 37℃

에서 20분간 반응시킨 후 T E포화, pH 7.0의 페놀과 크로르포름 처리를 각 2회, 에

테르 처리 후 에탄올 침전을 실시하였다. 70% 에탄올로 세척하여 진공 건조시켜

증류수 (F ree RNase )에 용해시켜 전기영동 시료로 사용하였다. 전기영동은 1.5%

아가로스 겔 및 T EB 완충액(89mM T ris , 89mM boric acid, 2mM EDT A, 0.1%

SDS)43을 이용하여 20mA로 10분, 70mA에서 1시간 영동하였다. 전개된 g el을 20

분씩 2회 수세하고 Ethium bromide 에 염색하여 Polaroid 사진을 촬영하여 분석하

였다. 전기 영동 결과 BaYMV 의 핵산은 2분절로서 RNA 1은 7.6Kb이고, RNA 2

은 3.5Kb이였다. BaMMV의 RNA도 RNA1은 7.5Kb이고, RNA2는 3.5Kb로서

BaYMV 와 비슷한 전개패턴을 나타냈다.

이상의 전기영동에 의한 바이러스 외피 단백질 분자량과 핵산의 크기 등은

Ehlers and Paul(1986), Kashiw azaki et al.(1989), F oulds et al.(1993), Dess ens

and Mayer(1995) 등의 보고와 일치하는 결과이었다. 따라서 바이러스의 외피 단백

질 및 핵산의 전기 영동상으로 BaYMV와 BaMMV의 동정이 가능하다고 생각된다.

바이러스의 진단 문제는 그 바이러스의 극성에 따라서 간단한 방법으로 진단 할

수도 있지만 유사한 바이러스의 경우는 정밀한 분자 생물학적 기법까지 사용하여

야 된다. 특히 BaYMV, BaMMV, SbW MV 는 모두가 토양전염성이며 보리에 나타

나는 병징도 비슷하고 , 입자의 크기도 사사상형으로 비슷한 형태이다. 따라서 즙

액 접종으로 식별할 수 있는 판별품종의 연구가 시급한 실정이다. 또한 판별 기주

가 없는 바이러스들은 위에서 제시한 혈청학적 방법, 전자 현미경적 방법 및 분자

생물학적 방법 등의 결과를 종합하여 진단 및 동정하여야 할 것으로 사료된다.
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4. RT - PCR을 이용한 바이러스 분류

가. 수집 감염주의 RT - PCR 반응

각 지역에서 수집한 바이러스에 감염된 이병식물체에서 추출한 RNA를 이용하여

RT - PCR을 수행하여 증폭된 PCR product를 비교하였다. RNA를 추출하기 위하여 육

안으로 확실히 병징이 나타나는 개체들을 병 발생포장에서 뿌리와 뿌리 주변의 토양

과 함께 채집하여 수원으로 운반한 후 이들을 포장에 이식하여 어느 정도 활력을 되

찾게 한 후 RNA추출 키트를 사용하여 RNA를 추출하였다. 1차로 설계한 primer는

BaYMV의 경우 AT T T A와 T 14를 사용하고 BaMMV의 경우 Poty4와 BaMMV7,

BaMMV8을 사용하였는데 이들의 PCR 결과 산물은 각각 700bp와 2,000bp를 예측하

였고 실제 RT - PCR을 수행한 결과 각 primer에 맞게 이 두 밴드가 나타나는 것이 확

인되었다. BaMMV의 경우는 채집된 시료 중에서 1개체에서만 나타났다(그림 26, 표

26).

그림. 26. BaYMV에 감염된 식물체(700)와 BaMMV에 감염된

식물체(2,000)의 RT - PCR 산물의 전기영동상.
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표. 26. AT T T A, T 14, Poty4, BaMMV7와 BaMMV8 등 5
개의 프라이머를 사용한 감염된 식물체의 RT - PCR

분석.

채집지역 품종 감염여부 RT - PCR

익산

익산

익산

함평

영암

영암

강진

영광

해남

나주

나주

나주

밀양

진주

진주

진주

진주

사천

사천

충남

충남

충남

충남

예산

내한쌀보리

찰보리

올보리

-

-

-

-
-

백동

사천6호

진양보리

사천6호

사천6호
사천6호

부농

두산29호

백동

-

-
큰알보리

오월보리

새알보리

올보리

찰보리

○

○

○

○

○

○

○

○

회피

○

○

○

○

○

○

○

○

○

○

○

○

○

○

○

?
Y,M

Y

Y

Y

Y

?
Y

Y

Y

?

Y

Y
Y

Y

Y

Y

Y

Y
Y

?

?

Y

Y

Y : BaYMV, M : BaMMV
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2차로 설계된 primer의 위치에 따라 증폭된 PCR product은 BaYMV는 약 514bp

정도이고, BaMMV- Na1은 약 500bp 정도이며 BaMMV- Ka1도 약 500bp 정도가 될

것으로 기대하였고 그림 27에서 보는바와 같이 이들 중 두 band가 g el상에 존재하였

다 (BaYMV,BaMMV- Na1). 따라서 BaMMV- Ka1은 PCR 증폭이 나타나지 않아 수집

한 표본들 중에는 BaMMV- Ka1이 없는 것으로 판단되었다(표 27).

그림. 27. 이병된 식물체(Lane1- 4)와 이병되지 않은 건전주
(control:C)의 RT - PCR 전기영동상.
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표. 27. Y1, Y2, S20, S21과 S25 등 5개의 프라이머를 사용

한 감염된 식물체의 RT - PCR 분석.

채집지역 품종 감염여부 RT - PCR

익산

익산

익산

함평

영암

영암

강진

영광

해남

나주

나주

나주

밀양

진주

진주

진주

진주

사천

사천

충남

충남

충남

충남

예산

내한쌀보리

찰보리

올보리

-

-
-

-

-

백동

사천6호

진양보리

사천6호

사천6호

사천6호

부농

두산29호

백동

-

-

큰알보리

오월보리

새알보리

올보리

찰보리

○

○

○

○

○

○

○

○

회피

○

○

○

○

○

○

○

○

○

○

○

○

○

○

○

?

?

Y

Y,M1

Y,M1
Y

Y

?

Y

Y

Y
Y

?

Y

?

Y

Y
Y

Y

Y

Y

Y

Y
M1

Y : BaYMV, M1 : BaMMV- Na1
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나. RT - PCR과 ELISA 검정의 비교

표. 28. 감염된 식물체의 RT - PCR 분석과 ELISA 검정의

비교.

채집지역 품종
RT - PCR

ELISA
1차 2차

익산

익산

익산

함평

영암

영암

해남

나주

나주

나주

밀양

진주

진주

진주

진주

사천

사천

내한쌀보리

찰보리

올보리

-

-

-

백동

사천6호
진양보리

사천6호

사천6호

사천6호

부농

두산29호
백동

-

-

?

Y, M
Y

Y

Y

Y

Y

Y
?

Y

Y

Y

Y

Y
Y

Y

Y

?

?
Y

Y, M1

Y, M1

Y

Y

Y
Y

Y

?

Y

?

Y
Y

Y

Y

Y, M

Y, M
Y, M

Y, M

M

Y, M

Y

Y
Y

M

Y

Y

Y

Y
Y

Y

Y

Y: BaYMV, M: BaMMV M1: BaMMV- Na1

표 28은 각 지역에서 수집한 육안으로 보아 모자이크의 병반이 뚜렸하여 확실히

이병되었다고 판단되는 표본들에 대하여 1차로 합성한 BaYMV(A T T T A, T 14)와

BaMMV(Poty4, BaMMV7, BaMMV8)에 특이적으로 반응하는 primer와 2차로 합성한

BaYMV(Y1, Y2)와 BaMMV- Na1(S20, S25) 및 BaMMV- Ka1(S21, S25)에 특이적으

로 반응하는 primer를 사용하여 RT - PCR 분석을 한 것과 동일한 재료를 가지고

ELISA를 수행한 결과를 비교한 표이다. RT - PCR 분석은 BaYMV와 BaMMV가 복합
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감염된 개체는 1차 분석의 경우 1개체, 2차 분석의 경우 2개체가 나타난 반면에

ELISA 검정의 경우 BaYMV 단독 감염이 10개, BaMMV 단독 감염이 2개체, 복합감

염이 5개체가 확인이 되었다. 2차 수행한 RT - PCR의 경우 BaMMV- Na1과

BaMMV- Ka1 s train을 구분할수 있는 primer를 사용하여 분석하였는데 BaMMV- Ka1

은 나타나지 않았다. 전체적으로 ELISA 검정에 비하여 RT - PCR로 검정한 경우

BaYMV와 BaMMV에 대한 복합감염의 경우가 적었는데 이는 검정에 사용한 primer

가 BaMMV- Na1와 BaMMV- Ka1을 대상으로 설계되어 국내에서 발생하는 s train인

BaMMV- Kor에 반응하지 않았거나 또는 다른 s tra in이 존재함으로 인하여 나타난 결

과로 판단된다. 이러한 문제들은 앞으로 각 s train에 특이적인 프라이머를 각각 설계

하여 RT - PCR을 수행한다면 보다 더 정확한 s tra in 동정이 이루어질 수 있을 것으로

전망된다.
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아니됩니다.
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