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Molecularcharacterizationofiridovirusisolatedfrom

freshwaterornamentalfish.

Jeong-HeeNam

DepartmentofAquaticlifemedicine,GraduateSchool,

PukyongNationalUniversity

Abstract

Inthisstudyweinvestigatiedthemolecularcharacterizationoffreshwater

ornamental fish iridovirus (FOV),known as constraint in freshwater

ornamentalfish industries.Two iridovirusisolates,ISKNV-likeiridovirus

andIVS-1,wereisolatedfrom freshwaterornamentalfishandrockbream

(Oplegnathusfasciatus)respectivelyinKorea.Istudied repeatingsequence

containd region (RSCR-K2) that belong to specialgenomic region of

iridovirus,called K2 region and investigated intergenic region located

betweenRAD2andRNRSregion.SuchasRSCR-K2andintergenicregion,

namedIGR-RR inthisstudycarriedmanyofrepeatingsequences.Onthe

PCR foranalysisofRSCR-K2region,in genomeofiridovirusobtained

variablelengthofampliconsfrom asingleinfectedfish.However,IGR-RR

region in PCR targeted a IGR-RR region an intergenicregion repeated

carrying thehighestfrequency ofrepeating sequencein thegenomeof

individual,thisstudyobtainedonlyasinglelengthofamplicon.Multisizeof

ampliconsappearedinRSCR-K2regionwasderivedfrom thedeletionand

additionoftherepeatingfragmentof32,17,13aminoacidswhichwas
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cameoutmuch longerrepeating sequencecompared with thatfound in

IGR-RR region.OnthePCR foranalysisofMCP,ATPase,PstⅠ,ORF-1

region,thisstudyobtainedonlyasinglelengthofamplicon.Sothisstudy

determined only RSCR-K2 region possess multiamplicons property.In

challengetest,Ichallenged poly length polymorphism and singlelength

polymorphism ofRSCR-K2evenaftercrossinfectiontoseawaterfish,rock

bream andfreshwaterornamentalfish,pearlgouramiwerenotinfluencedto

the pathogenicity ofiridovirus from ornamentalfish.In challenge test

throughthirdpassage,bandlengthpolymorphism maintainedexceptforfirst

passageexperimentation.Cumulativemortality compared with poly length

polymorphism andsinglelengthpolymorphism ofRSCR-K2region,werenot

significantlydifferent.

In quantitative real-time PCR(qPCR) using SYBR Green for the

quantitativedetection ofmultilengthsofampliconsandsinglelength of

amplicon from ISKNV-likeiridovirus.In quantitativePCR targeted MCP

region,viralconcentrationintheinfectedtissuebyaniridoviruscarryinga

multilengthandsinglelengthofRSCR-K2regionwerenotsignificantly

different.
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Ⅰ.서 론

FamilyIridoviridae는 어류 양식에 있어 심각한 경제적 손실을 일으키

고 있으며 지난 두 세기 동안 어류에 발생하는 중요한 병원체로 알려졌

다. (Jeffrey et al., 2006). Family Iridoviridae는 Iridovirus,

Chloriridovirus,Ranavirus,Lymphocystivirus,그리고 Megalocytivirus

(Chinchar et al., 2005) 등 5개의 genera로 분류된다. Family

Iridoviridae에서 새로운 genus인 Megalocytivirus가 밝혀진 후,

infectious spleen and kidney necrosis virus (ISKNV)는

Megalocytivirus의 전형적인 종으로 간주되었다.(Chincharetal.,2005)

Mandarinfish ISKNV 이외에 megalocytiviruses는 red sea bream

Pagrusmajoriridovirus(RSIV)(NakajimaandKunita,2005),rock

bream Oplegnathusfasciatusiridovirus(RBIV)(JungandOh,2000),

RBIV IVS-1,sleepydiseasevirus(GSDIV),seabassLateolabraxsp.

iridovirus (SBIV) (Jung et al., 1997), large yellow croaker

Larimichthyscroceairidovirus(LYCIV)(Chenetal.,2003),Taiwan

grouperiridovirus(TGIV)(Chao etal.,2004),and orange-spotted

grouperEpinepheluscoioidesiridovirus(OSGIV)(Luetal.,2005)등

다양한 어종에서 분리된 iridovirus가 보고되고 있다.

또한 ISKNV-likeiridoviruses는 reddrum Sciaenopsocellata(Weng

etal.,2002),murraycodMaccullochellapeeliipeelii(Lancasteretal.,

2003), African lampeye Aplocheilichthys normani iridovirus,

brown-spotgrouperEpinephelustauvina(Chuaetal.,1994),turbot
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Scophthalmusmaximus(Kim etal.,2005),dwarfgouramiColisa

lalia(Papernaetal.,2001)등에서 보고되고 있다.

FamilyIridoviridae의 K2region은 일정한 염기서열이 연속적으로 반

복되는 repeatingsequence가 많이 포함되어 있는 region으로 알려져 있

으며 본 연구에서는 이 부위를 repeating sequencecontained region

(RSCR-K2)이라고 명명하였다.이런 repeatingsequence가 나타나는 현

상은 Family Iridoviridae 뿐만 아니다.현재 많은 연구에서 virus내

repeating sequence의 존재에 대해 보고되었다(Fischeretal,.1988;

SchnitzlerandDarai,1989;WebbyandKalmakoff,1998).

그리고 poxvirus(Pickupetal.,1982),iridovirus(Schnitzleretal.,

1987;Fischeretal.,1988),herpesvirus(Wadsworthetal.,1975)and

retroviruses (Reddy etal.,1980)같은 많은 DNA,RNA virus가

repeatingsequence를 가진다고 확인이 되었지만 repeatingsequence의

기능에 대해서는 아주 적게 알려져 있다.오직 virus가 복제 조절 기능

에 중요하게 관여를 하는 것과 관련이 있을 것이라는 추측이 있을 뿐이

다.

어류 virus에 있어서의 repeatingsequence에 대한 보고는 herpesvirus

에 속하는 Channelcatfishvirus(Rovin etal.),iridovirus에 속하는

LCDV-1(Samalecosetal.,1986),CIV (Fischeretal.,1988),RSIV

(Walker et al.,1980),ISKNV (He etal.,2001)가 보고되었으며

LCDV-Cgenome내에서 가장 넓고 집중된 repeatingsequence가 보고되

었다(Zhangetal.,2004).하지만 어류 virus인 iridovirus에서는 아직까

지 repeatingsequence에 대한 기능이 알려져 있지 않으며 따라서 본 연

구에서는 iridovirus의 repeatingsequence의 기능에 관해 중점적으로 연

구하였다.



-3-

사람에 대해 실험한 다른 연구에서는 repeatingsequence가 인간 피부

에 virulence를 일으키는 데 유리하게 작용한다는 보고가 있다(Moffatet

al., 1998). Epstein-Barr virus (EBV) 그리고 Kaposi's

sarcoma-associatedherpesvirus(KSHV)같은 gammaherpesvirus에서

는 repeatingsequence가 latencyamplification과 viralgeneexpression

의 조절에 관여한다는 보고가 있다(Thakuretal.,2007).

Heetal.(2002)에 따르면 genusMeglocytivirus에 속하는 ISKNV는

mandarinfish와 largemouthbass에 대해서만 병원성을 나타낸다고 하였

지만,최근 해산어에서 ISKNV와 유사한 증상을 유발하는 virus에 의한

감염이 보고되고 있으며 (Chen etal.,2003;Weng etal.,2002),

ISKNV-likeiridovirus는 양식 또는 자연산 해산어에서 2-stepPCR 시

14.6%의 검출율을 나타내었다 (Wangetal.,2007).앞서 언급한 연구

결과에서 해산어와 담수 관상어 대한 ISKNV-likeiridovirus감염의 위

험성이 확인되었으나 sequencing이나 감염 실험을 통한 유전적 특징은

알려진 바가 없다.그러므로 이런 ISKNV-likeiridovirus의 유전적 특징

을 비교함으로써 해산어와 담수 관상어에 대한 ISKNV-likeiridovirus의

분석을 확실히 할 필요가 있다.

따라서 본 연구에서는 국내 담수 관상어 pearlgourami로부터 분리된

iridovirus strain 간의 분자생물학적인 방법을 이용하여 repeating

sequence가 많이 존재한다고 알려진 RSCR-K2region을 분석하였다.먼

저ⅰ)iridovirus에 자연감염된 관상어의 염기 서열을 비교하기 위해 현

재 분포되어 있는 담수 관상어 iridovirus의 DNA를 분리하였고 ⅱ)부

위 별 repeatingsequence의 차이점을 보기 위해 IVS-1과 PGIV-K1의

specific region인 RSCR-K2 부위와 IGR-RR 부위의 intra,inter간

repeating sequence를 비교하였으며 ⅲ) 담수 관상어와 해산어에
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PGIV-K1과 IVS-1을 각각 교차 감염시켰을 때 repeatingsequence의 염

기 서열에 변화가 있는지 알아보기 위한 실험을 하였다.그리고 ⅳ)여

러 번의 passage를 거친 실험에서 repeatingsequence에 변화가 있는지

알아보기 위해 IVS-1과 PGIV-K1두 strain을 pearlgourami와 rock

bream에 각각 감염 시켜 repeating sequence를 분석하였다.또한 ⅴ)

PGIV-K1repeatingsequence가 병원성과 어떠한 관계를 가지는지 알아

보기 위해 multiamplicontype과 singleampliconmajortype으로 나타

난 PGIV-K1을 각각 감염시킨 rockbream과 pearlgourami에서 폐사율

을 보았고 realtimePCR을 이용하여 viralcopy수를 비교하였다.
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Ⅱ.재료 및 방법

1.실험어

1.1.담수 관상어

실험에 사용한 4종의 담수 관상어는 국내의 관상어 도매상에서 pearl

gouramiTrichogasterleeri,dwarfgouramiColisalalia,silvergourami

Trichogaster microlepis, blue gourami Trichogaster trichopterus

sumatranus를 구입하였다.각 어류는 각각 40ℓ 수조 (해수 또는 담수)

에서 1일 1회 사료 투여 및 사육수 환수를 하며 25±0.5℃에서 7일 동안

순치시켰다. 실험어는 무게 3.0±1.0g으로 일정한 크기의 어류를 사용하

였으며 어종은 실험하기 전 PCRtest를 실시하여 1stPCR에서 음성 반

응이 나온 어류를 실험어로 사용하였다.

1.2.해산어

해산어는 우리 나라 주요 양식 어종으로 rock bream Oplegnathus

fasciatus을 통영과 남해의 양식장에서 구입하였고 위와 같은 방식으로

순치시켰으며 PCR test를 실시하여 1stPCR에서 음성 반응이 나온 어

류를 실험어로 사용하였다.
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2.바이러스

2.1.담수 관상어 iridovirusstrain

실험에 사용된 virus는 2004년에 국내 관상어 도매상에서 구입한 것 중

iridovirus의 전형적인 감염 증상을 보이는 pearlgouramiTrichogaster

leeri(b.w.4.0±1.0g)의 비장으로부터 virus를 분리,polymerasechain

reaction(PCR)을 실시하여 product를 확인하였다.확인된 PCRproduct

를 이용하여 cloning하고 sequencing한 후, reference iridovirus

sequences와 비교한 결과 referenceiridovirussequences와 비교하여

ISKNV-like strain으로 분류되었고,PGIV-K1 (Jeong etal.,2003)

(Table1)이라 명명하였다.

2.2.해산어 iridovirusstrain

실험에 사용한 다른 iridovirusstrain으로 2000년도에 우리나라 남해안

의 양식장으로부터 전형적인 iridovirus감염 증상을 보이는 rockbream

Oplegnathusfasciatus(b.w.100.0±10.0g)의 비장으로부터 virus를 분

리,PCR amplification을 실시하여 PCR product를 확인하였다.그리고

PGIV-1과 같은 방법으로 분석한 결과 RSIV Sachunstrain으로 분류되

었고,이를 IVS-1(Table1)이라 명명하였다 (Jeongetal.,2006).

Iridovirus감염 진단은 비장에서 조직병리학적 관찰을 통한 비정형 비

대세포의 관찰과 함께 IV S11/IVS13Rprimersets(Table2)를 사용한
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PCR방법으로 band를 확인하였다.어류에 대한 감염 실험은 PGIV-K1

과 IVS-1을 각각 10마리의 rockbream 및 pearlgourami에 복강 주사

를 하여 감염시켰으며,감염 실험에 사용한 주사액은 다음과 같이 준비

하였다.전형적인 iridovirus감염 증상을 보이는 감염어 pearlgourami와

rock bream 10 마리의 비장으로부터 10 volume PBS를 첨가해

homogenizerpestle로 마쇄시킨 후,300×g에서 5분간 원심 분리,세포

debris의 pellet을 제거하여 상징액을 membrainfilter(0.45㎛ poresize)

에 통과시킨 후,실험 전까지 -80℃에서 보관하였다.
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Iridovirus

strain
Year

Fish

Commonname Scientificname

IVS-1 2000 Rockbream Oplegnathusfasciatus

PGIV-K1 2004 Pearlgourami Trichogasterleeri

Table1.Iridovirusstrainsusedinthisstudy
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3.바이러스의 핵산 분리

감염어의 비장 조직 1㎎을 사용하였다.ViralDNA분리에 사용한 kit

는 현재 시판되고 있는 AccuPrep
Ⓡ
Genomic DNA Extraction Kit

(K-3032,Bioneer)로,제조사의 protocol에 따라 최종 50㎕의 elution

buffer를 사용하여 totalnucleicacids를 분리하였다.분리한 DNA는 실

험 전까지 -20℃에서 보관하였다.

4.자연 감염된 담수 관상어 iridovirus의 특성

2003～2007년까지 5년 동안 부산 시내 관상어 도매상의 담수 관상어를

대상으로 iridovirus에 감염된 관상어들의 염기 서열을 분석하였다.실험

어는 원산지인 Singapore로부터 도매상에 도착한지 1일 이내에 구입하

여 외부 증상을 확인하고,해부하여 내부 장기의 상태를 확인하였다.내

부 장기 중 비장조직으로부터 AccuPrep
Ⓡ
GenomicDNA ExtractionKit

(K-3032,Bioneer)를 사용하여 totalnucleicacid를 분리하고 IK2F/IK2R

primer(Table2)로 PCRamplification을 실시하여 iridovirus에 걸린 담

수 관상어의 bandpattern을 분석하였다.PCRamplification시 30cycle까

지 실시하여 전기 영동 하였을 때 band개수가 2개 이상인 것을 multi,

오직 1개의 band만 보이는 것을 single이라고 정의하였다.



-10-

Genomic

region
Primers

Oligonucleotidesequence

(5'to3'direction)

Expected

sizeof

amplicons*

Reference

MCP
gene M2F GGCGGCGACAATGCCGTG

908bp
Oshimaetal.

(1996)
M3R ATAACGACCAGTTCAAAC

ATPase
gene A3F CAAACCACAGCGCGGCAAGT

562bp
Kuritaetal.

(1998)
A3R AGTAGCGCACCATGTCCTCC

PstⅠ IPF CTGCAGTTGCCGCTCAAAC

956bp
Miyataetal.

(1997)
IPR CTGTAGTGCAGACACATAC

ORF-1 HJ1F GTGTGGATGACATAAGTC

888bp Inthisstudy

HJ1R GTCATGTTGCATGTATATG

RSCR-K2 IK2F GTGCACAGTCGCAATAC

1556bp
Jeongetal.

(2006b)
IK2R CCATCTTTATAATAAACCAG

IGR-RR IG1F CGGATGGCATTGTAGGC

1551bp Inthisstudy

IG1R ACAAAAGAGTCCGAGAGATC

5.중합효소연쇄반응 (PCR)

5.1.Primers

Table2.PCRprimersusedinthisstudy

*
basedonthenucleotidesequenceofIVS-1isolate.
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5.2.PCRamplification

PCR amplification은 AppliedBiosystems2720thermalcycler(ABI)

를 사용하였다.0.2㎖ microtube에 10mM Tris-HCl(pH 8.3),50mM

KCl,1.5mM MgCl2,0.001% (w/v)gelatin,0.5% Tween-20,200μM의

각각의 dNTP,1μM의 각 각의 primer,1.25 U AmpliTaq DNA

polymerase(Perkin-Elmer,Norwalk,CT,USA)및 templateDNA로서

추출된 viralnucleicacids를 첨가한 후,증류수로 PCR 혼합물 최종

volume이 50 ㎕가 되게 하였다. PCR 조건은 94℃에서 3분간

pre-denaturation 시킨 후, 94℃ 30초 denaturation, 55℃ 30초

annealing,72℃ 30초 extension의 반응을 1cycle로 하여 30cycles를 반

응시켰다.그 후,72℃에서 7분간 post-extension시켰다.증폭된 산물은

0.5㎍/㎖ ethidium bromide(EtBr)가 첨가된 1% agarosegel을 완충액

0.5X TAEbuffer(40mM Tris-acetate,1mM EDTA)에 넣어 전기영

동을 실시하였다.Ultraviolet(UV)에서 나타나는 band를 관찰하여 증폭

여부 및 검출 한계를 확인하였다.
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5.3.담수 관상어에 자연 감염된 iridovirus를 검출하기 위한

PCRamplification

담수 관상어에 자연 감염된 iridovirus를 검출하기 위해 2003～2007년까

지 5년 동안 부산 시내 관상어 도매상의 담수 관상어를 대상으로 비장

조직을 분리하였다.AccuPrep
Ⓡ
GenomicDNA ExtractionKit(K-3032,

Bioneer)를 사용하여 totalnucleic acid를 분리하고 RSCR-K2부위를

target으로 하는 IK2F,IK2R primer를 사용하여 PCR을 실시하였다.그

리고 repeating sequence가 많다고 알려진 또 다른 부위인 IGR-RR

region을 target으로 하는 E3,S16Rprimer를 사용하여 PCR을 실시하였

다 (Table2,Fig.1).
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Fig.1.SchematicillustrationofthephysicalmapoftheK2genomic

regionoftheiridovirusIVS-1isolate.TheK2genomicregionofthe

iridovirusIVS-1isolateisshownasathickgraybox.Theposition

oftheORF-1,RSCR-K2,RNRS andRAD2regionisshownasa

whiteboxandRSCR-K2,IGR-RRisshownasablackbox.
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6.Cloning

PCRproducts는 GeneAll
Ⓡ
Expin

TM
GelSV (GeneAllBiotechnology,

Korea)를 사용하여 정제하였고,정제된 DNA는 pGEM
Ⓡ
-T EasyVector

System Ⅰ (Promega,USA)를 사용하여 ligation을 시킨 후,competent

cell(E.coliDH5α-T1)100㎕를 첨가하여 얼음에서 20분간 반응시키고,

42℃에서 40초간 heat-shock 시켰다.바로 얼음에 2～3분간 반응 후

SOC(Tryptone20g/L,Yeastextract24g/L,NaCl0.5g/L,250mM

KCl10㎎/L,10㎖ ofasterilesolutionof1M MgCl2,20㎖ filter

sterile1M glucose/L)배지 250㎕ 첨가하고,37℃,90분간 진탕 배양시

켰다.

배양액을 X-gal (5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-β

-D-galactopyranoside,Sigma,USA)40㎍/㎖과 Ampicillin50㎍/㎖가

첨가된 LB(Luria-Bertani,Difco,USA)평판배지에 도말하여,37℃에서

24시간 동안 배양시켰다.파란색과 흰색의 집락이 증식하는 것을 확인

하고 흰색으로 나타나는 집락을 선택하여 Ampicillin50㎍/㎖가 첨가된

LBbroth에 접종 후,37℃에서 24시간 배양하여,GeneAll
Ⓡ
PlasmidSV

Minikit(GeneAllBiotechnology,Korea)를 이용하여 plasmid를 분리하

였다.

7.염기 서열 분석

분리된 plasmid로부터 BigDyeTerminatorCycleDNA SequencingKit
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(ABIPRISM PEAppliedBiosystems,FosterCity,CA,USA)를 사용

하여 삽입된 염기서열을 밝혔다.MCP gene,ATPasegene,ORF-1과

RSCR-K2 부위,IGR-RR 부위에 대한 각 iridovirus의 염기서열은

MACAW program (Version2.0.5.,NationalCenterforBiotechnology

Information,NationalInstitutesofHealth,Bethesda,MD,USA)을 사용

하여 비교하였다.

8.교차 감염을 통한 PCRamplicon분석

Rockbream (Oplegnathusfasciatus)(b.w.4.0±1.0g),Pearlgourami

(Trichogaster leeri) (b.w. 3.5±1.0g) 각각 10마리씩을 대상으로

iridovirusIVS-1과 multi,single의 bandpattern을 보이는 PGIV-K1감

염 비장 조직 100㎍/fish의 농도로 복강 주사하였다.모든 공격 실험에

서의 감염어가 폐사한 직후,폐사어의 어체중 (g)을 측정하고 곧바로 개

복하여 비장을 적출한 다음 미량저울을 이용하여 비장무게 (㎎)를 측정

하였다.Spleenindex는 아래의 식과 같이 비장 무게 (g)를 어체중 (g)으

로 나눈 후 1000을 곱해주어 비장 무게를 ㎎ 단위로 환산하여 산출하였

다.
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9.Real-timePCR

9.1.Primers

Real-timePCR을 위한 primersets는 MCP(Oshima,1996)부위에서

IVS-1과 PGIV-K1의 conserved region으로부터 제작하였으며 (Table

3),conventionalPCR을 이용한 뚜렷한 양성 반응을 통해 디자인된

primer의 특이성을 확인하였다.

Table3.Primersusedinreal-timePCR

Genomic

region
Primers

Oligonucleotidesequence

(5'to3'direction)

Expected

sizeof

amplicons*

Reference

MCP RM6F GAAGTGGATGCGCACCTC

163bp Inthisstudy

RM6R CAAGATGATTGGCATGCG

*
basedonthenucleotidesequenceofIVS-1isolate.
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9.2.Standardcurve

Iridovirus IVS-1 isolate의 genomic DNA를 template로 하여

RM6F/RM6Rprimersets(Table3)를 사용하여 PCR을 실시하였고,생

성된 PCR product를 GeneAll
Ⓡ

Expin Gel SV kit(GeneAll

Biotechnology,Korea)로 agarosegel로부터 분리․정제하였다.정제된

DNA를 pGEM-TEasyvector(Promega,USA)에 ligation하여 E.coli

DH5α 균주에 cloning시켰다.Plasmid DNA는 GeneAll
Ⓡ
PlasmidSV

Minikit(GeneAllBiotechnology,Korea)로 분리하였고,real-timePCR

을 위한 standard로서 사용하였다.PlasmidDNA의 copy수를 정량하기

위하여 Quant-iT
TM
PicoGreen

Ⓡ
dsDNA ReagentandKits(Invitrogen

Co.,Carlsbad,CA,USA)를 사용하였다.그 과정은 양을 알고 있는 λ 

DNA를 단계 희석하여 100,200,300～1000pg/㎕에 이르기까지 10단계

의 sample을 만들었고,이것을 standard로 사용하였다.Sample로는 앞서

분리한 plasmidDNA를 사용하였다.단계 희석된 λ DNA의 값으로 직선

의 standardcurve를 구한 다음,이 standardcurve에 sample인 plasmid

DNA 양을 대입하여 정량하였다.Plasmid DNA의 분자량 (pg/㎕)과

plasmidDNA의 길이 (bp)를 곱하여 총 분자량을 구한 후,각 염기쌍의

평균 무게 (660Dalton)로 나누어 plasmidDNA의 mole수를 산출하였

다.구한 mole수에 아보가드로 상수 (약 6.02×10
23
)를 취하여 sample

인 plasmid DNA 1 ㎕ 당 copy 수를 계산하였다.이렇게 계산된

plasmidDNA를 10
1
～10

6
copy/㎕로 1/10씩 6단계로 희석하여 real-time

PCR시 standardcurve를 구하는데 사용하였다.plasmidDNA는 실험할

때마다 새로 희석하여 사용하였다.
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9.3.Real-timePCR을 이용한 iridovirus의 정량

Iridovirus DNA의 정량을 위해 Rotor-Gene
TM

6000 (Corbett

Research, AUS)을 사용하였다. 0.2 ㎖ microtube에 증류수와

SensiMixPlusSYBR(Quantace,USA)10㎕,1 M의 각각의 primer,

templateDNA로서 plasmidDNA 또는 추출된 viralnucleicacids를 첨

가한 후,PCR혼합물의 최종 volume이 20㎕가 되게 하였다.Real-time

PCR의 조건은 95℃에서 10분간 반응한 후,95℃ 10초,55℃ 15초,72℃

20초의 반응을 1cycle로 하여 40cycles를 반응시켰다.마지막 cycle후

에는 모든 반응물에 대하여 72℃부터 95℃까지의 영역에서 melting

curve분석을 실시하였다.
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Ⅲ.결 과

1.관상어와 해산어에서 분리한 iridovirus의 반복 서

열 분석

1.1.PCRamplification결과

1.1.1.담수 관상어에서 분리한 iridovirus의 반복 서열

본 실험에서 사용한 freshwaterornamentalfishiridovirus의 염기서열

비교,분석을 위해 conventionalPCR을 실시하였다.각각 다른 batch의

pearlgouramiTrichogasterleeri,dwarfgouramiColisalalia,silver

gourami Trichogaster microlepis, blue gourami Trichogaster

trichopterus sumatranus의 비장으로부터 분리한 DNA를 template로

PCR을 실시하였다. IK2F/IK2R primer sets를 사용하여 PCR

amplification을 실시했을 때,RSCR-K2region에서 amplicon의 major

band가 하나 이상의 multiamplicons로 나타난 batch도 있었고 amplicon

의 majorband가 하나인 singleamplicon으로 나타난 batch도 있었다

(Fig.2).Fig.2의 (A),1～8sample들은 iridovirus에 자연 감염된 담수

관상어로 모두 다른 그룹들로 그룹간 비교했을 때 같은 ampliconsize

나온 band들이 존재했으며,서로 다른 그룹인 1,2그룹 내의 개체를 비
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교한 결과 그룹 내에서도 그룹간과 같이 multimajorband(MMB)가 나

타나 그룹 간에서만 해당되는 현상이 아닌 것으로 나타났다 (Fig.2(C,

D)).(C),(D)에서 density가 낮게 나타난 600bp정도의 band들은 비특이

적인 band였다.그리고 가장 다양한 ampliconsize를 가지는 (A)의 1번

sample은 다른 sample들의 ampliconsize를 포함하고 있었다 (Fig.2).

sample1～7은 모두 multimajorband(MMB)로 나타났으며 sample8

은 singlemajorband(SMB)로 나타났다.sample8의 그룹 내 개체들을

분석한 결과 도무 SMB로 나타났다 (Fig.2(E,F)).Lane1은 가장 다양

한 길이의 bandpattern이 나타났으며 sequencing결과 길이는 1504bp,

1357bp,1201bp,1018bp,862bp로 나타났다(Fig.2(A)).각각의 길이를 비

교 분석한 결과 repeatingsequence의 addition/deletion에 따라 길이 차

이를 보였다.1504bp의 길이는 가장 많은 repeatingsequence를 포함하

고 있었으며 862bp는 repeatingsequence가 가장 많이 deletion된 현상

을 보였다.

RSCR-K2부위를 제외한 다른 부위에서도 bandpattern이 다양하게 나

타나는지 알아보기 위해 ATPaseregion,PstⅠregion,ORF-1region,

MCPgene부분의 PCR을 실시하였다.그 결과 (A)부터 (D)까지 각각

572bp,908bp,563bp,959bp로 singlemajorband가 뚜렷하게 나타났다

(Fig.3).
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Fig.2.Detectionofiridovirusfrom ornamentalfishbyPCR amplification

withIK2F/IK2Rprimers.Gelelectrophoresis(A),(C),(E)anditsdiagram of

band pattern (B),(D),(F) are showing variable length of amplicons

producedinPCR specifictoRSCR-K2region.(A)Intervariationappeared

variablelengthofampliconsincludingmultimajorbandsandsinglemajor

band;(B)Lane1～5and6～8wereindividuralnumberoflane1and2of

(A),respectively;(C)Lane1～6wereindividualnumberoflane8of(A)

singlelengthofampliconwasproduced.Allof(A)samplesweredifferent

batchs. Lane1.pearlgourami(Singapore);2.pearlgourami(Singapore);

3.pearlgourami(China);4.pearlgourami(China);5.silvergourami(Singapore);

6.blue gourami(Singapore); 7. blue gourami(Singapore); 8.pearl

gourami(Singapore).Allthesampleweredifferentbatchs,respectively.(C)

and (D)contained single length ofamplicon was produced.Allof(C)

samples were same batch.Lane 1 to 7;pearlgourami(Singapore);N,

negativecontrol;M,100bpDNAladder.
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Fig.3. Detection of iridovirus from ornamental fish by PCR

amplicationwithotherregion.(A)ATPasegene;(B)PstⅠregion;(C)

ORF-1region;(D)MCPregion.Allthesamplesidenticalwith(A)of

Fig.2.M,100bpDNAladder.
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1.1.2.해산어에서 분리한 iridovirus의 반복 서열

앞서 실험한 바와 같이 freshwater ornamental fish에서 분리한

iridovirus의 RSCR-K2부위를 PCR한 결과 amplicon이 다양한 길이의

multimajorband(MMB)로 나타나는 것을 볼 수 있었다.해산어에서

분리한 iridovirus에서도 위와 같이 RSCR-K2부위에서 amplicon이 다양

하게 나타나는지 알아보기 위해 똑같은 조건으로 PCR을 실시하였다.

IK2F/IK2R primer를 사용하여 실시한 결과 모두 singlemajorband

(SMB)로 나타난 것이 확인되었다 (Fig.4).RSCR-K2부위를 제외한 다

른 부위에서도 band pattern이 다양하게 나타나는지 알아보기 위해

ATPaseregion,PstⅠregion,ORF-1region,MCPgene,부분의 PCR을

실시하였다.그 결과 모두 singlemajorband로 뚜렷하게 나타났다.
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Fig.4.Singlemajorbandwasappearediniridovirusobtainedfrom

naturallyinfectedmarinefishinRSCR-K2region.M,100bpDNA

ladder;N,negativecontrol.Allthesamplesweretakenfrom different

batches.
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2.담수 관상어에서 분리한 iridovirus의 특정 부위에서 나타나

는 반복 염기 서열의 다양성

2.1.RSCR-K2region

본 연구에서는 관상어에서 분리한 iridovirus의 그룹간 그리고 그룹 내

sequencing을 비교 분석하였다.비교 분석에 사용한 부위는 RSCR-K2

부위로 FamilyIridoviridae에서 repeating과 deletion이 많이 존재한다고

알려진 부위이다. 그룹간에는 다양한 어종의 관상어로부터 분리한

iridovirus의 RSCR-K2부위를 sequencing하여 비교하였다.(Fig.5,6)

결과 서로 다른 종에서 같은 길이의 ampliconsize를 보이는 경우도 있

었고 다른 길이의 ampliconsize를 보이는 경우도 있었다.자연 감염된

담수 관상어에서 분리한 iridovirus의 RSCR-K2 부위 내 repeating

sequence는 32,17,13aminoacids의 세 가지 unit로 나타났으며,같은

국가에서 들어 온 sample이라도 repeating의 빈도 수에 차이가 있었다.

sample1을 기준으로 했을 때 repeatingsequence가 더해지고 빠짐에 따

라 전체 basepair길이가 달라졌다(Fig.5).32,17aminoacids로 구성된

repeating sequence는 0～200 amino acids 사이에서만 repeating과

deletion이 반복되었으며,이 사이에서 32aminoacids는 모든 sample에

서 하나 이상 나타났다.13aminoacids는 repeatingsequence이긴 하지

만 모든 sample에서 나타났으며 repeating이 되는 위치 또한 변화가 없

었다.amplicon length의 pattern은 1504bp,1357bp,1201bp,1045bp,

1018bp,862bp로 6가지가 나타났으며 가장 많은 비중을 차지하는

amplicon size는 1018bp인 것으로 나타났다.1018bp amplicon size는

mandarinfish에서 발견된 ISKNV와 같은 길이로 나타났다(Fig.6).그
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룹 내에서 가장 다양한 bandpattern을 보이는 fig.2의 (A),lane1의

amplicon을 이용하여 sequencing을 비교,분석하였다.1～5번이 이에

해당되는 sequence결과이며 그림에서 repeating부위가 빠진 빈 공간은

deletion부위이다 (Fig.5).
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Fig.5.SchematicpresentationofsequenceinRSCR-K2regionoffreshwater

ornamental fish iridovirus detected by IK2F/IK2R.variable length of

RSCR-K2region appearedininfectionby asingleiridovirusstrain.The

lengthofrepeatingregionsthat32,17,13aminoacidsrespectively.Lane1～

5.5ampliconsproducedinPCR withtheDNA templateobtainedfrom a

singlepearlgourami(Singapore)infectedbyiridoviruses;6～7.2amplicons

produced in PCR with theDNA templateobtained from a singlepearl

gourami(Singapore)infectedbyiridoviruses;8～9.2ampliconsproducedin

PCRwiththeDNA templateobtainedfrom asinglepearlgourami(China1)

infectedbyiridoviruses;10.1ampliconproducedinPCR withtheDNA

template obtained from a single pearl gourami(China 2) infected by

iridoviruses;11～14.4ampliconsproducedinPCR withtheDNA template

obtainedfrom asinglesilvergourami(Singapore)infectedbyiridoviruses;1

5～17.3ampliconsproducedinPCRwiththeDNA templateobtainedfrom a

singlebluegourami(Singapore)infectedbyiridoviruses;18～20.3amplicons

produced in PCR with theDNA templateobtained from a singlepearl

gourami(Singapore)infectedbyiridoviruses;21～23.3ampliconsproducedin

PCR with the DNA template obtained from a single dwarf

gourami(Singapore) infected by iridoviurses;24.Sequence ofRSCR-K2

regioninISKNV.
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47652total No.of amplicon

2-++--pearl gourami8

3+++--blue gourami7

3+++--blue gourami6

3-+++-silver gourami5

2-+-+-pearl gourami4

3++-+-pearl gourami3

3--+++pearl gourami2

5+++++pearl gourami1

amplicon862bp1018bp1201bp1357bp1504bp

total 
No.of

amplicon length of infected fish
fish species

fish 
number

47652total No.of amplicon

2-++--pearl gourami8

3+++--blue gourami7

3+++--blue gourami6

3-+++-silver gourami5

2-+-+-pearl gourami4

3++-+-pearl gourami3

3--+++pearl gourami2

5+++++pearl gourami1

amplicon862bp1018bp1201bp1357bp1504bp

total 
No.of

amplicon length of infected fish
fish species

fish 
number

Table 4. Comparison of multi amplicons size inter and intra

naturallyinfectedornamentalfish
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2.2.IGR-RRregion

앞서 한 실험에서 자연 감염된 담수 관상어에서 분리한 iridovirus의

RSCR-K2부위를 PCR한 결과 다양한 길이의 amplicon이 detection되는

것을 확인하였다.본 실험에서는 Fig.2의 sample들로 RSCR-K2region

외에 intergenicregion인 IGR-RRregion을 조사하였다.IGR-RRregion

은 RNRSregion과 RAD2사이에 있는 intergenicregion으로 이 부위

역시 repeating현상이 많이 일어난다고 알려져 있는 부위로 RSCR-K2

부위와 비교해 repeating현상이 어떻게 달라지는지 조사해보기 위해 실

험을 하였다.IG1F/IG1R primer를 이용해 PCR한 결과 RSCR-K2

region과는 달리,그룹간에는 amplicon의 길이가 달라 variation이 있는

것으로 나타났지만 그룹 내에서는 multimajorband가 아닌 single

majorband로 나타나 variation이 없는 것으로 나타났다 (Fig.6).Silver

gourami의 intergenicregion길이는 447bp,pearlgourami(Singapore)

은 452bp,pearlgourami(China1)는 451bp,pearlgourami(China2)는

452bp로 나타났다.Repeatingsequence또한 RSCR-K2부위의 길이와

비교했을 때 길이가 짧은 것으로 나타났다.가장 짧은 repeatingunit으

로는 ACAGGCCT와 GACGCG의 basepair로 구성된 unit으로 나타났다

(Fig.7).가장 긴 repeating unit으로는 silvergourami는 49bp,pearl

gourami(Singapore)44bp,pearlgourmi(China1)80bp,pearlgourami

(China2)51bp로 나타났다 (Table5).

자연 감염된 해산어에서 분리한 iridovirus의 IGR-RR region도 담수

관상어 iridovirus와 같은 양상을 보이는지 확인하기 위해 시험한 결과

해산어 iridovirus는 담수 관상어 iridovirus와 달리 그룹간에는 모두 같

은 길이의 amplicon으로 나타났으며 그룹 내에서는 담수 관상어
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iridovirus와 같이 모두 singlemajorband로 같은 결과를 보였다 (Fig.

8).
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Fig.6.RepeatsequenceofIGR-RRregionwithiridovirusinnaturally

infectedfreshwaterornamentalfish appearedsingleamplicon.Each

sampleinlane1～8iscorrespondingtothatofFig.2(A).M,100bp

DNAladder;N,negativecontrol.
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*SGIV
ACAGGCCT ×19
GACGCG ×13

TAACACACATGTACATAATGTGTGACCACAGACGACGACGCGCACCACAGGCCTGGCACCACAGGCCTGACAGGCCTGACGCGCACGACGCGTACCACAG       100
GCCTGACGCGCACCACAGGCCTGACGCGCACCACAGGCCTGACGCACACCACAGGCCTGACAGGCCTGACACGCACGACGCGTACCACAGGCCTGACGCG 200
CACCACAGGCCTGACACGCACGACGCGTACCACAGGCCTGACACGCACGACGCGCACCACAGGCCTGACGCGCACGACGCGTACCACAGGCCTGACGTGT       300
ACCACAGGCCTGACAGGCCTGACACGCACGACGCGCACCACAGGCCTGACAGGCCTGACGCACACCACAGGCCTGACATGTACCACAGGCCGACACGCAT       400
CATACAATAACCACATAACATGTGCTTGAGTATAATACATATTTATTGTTGC         452

*PGIV
ACAGGCCT ×18
GACGCG ×12

TAACACACATGTACATAATGTGTGACCACAGACGACGACGCGCACCACCACAGGCCTGACATGCACGACGCGTACCACAGGCCTGACGCGCACCACAGGC       100
CTGACAGGCCTGACGCGTACCACAGGCCTGACGCGCACCACAGGCCTGACAGGCCTGACGCGCACCACAGGCCTGACAGGCCTGACACGCACGACGCGTA       200
CCACAGGCCTGACACGCACGACGCGCACCACAGGCCTGACAGGCCTGACGCGCACGACGCGCACCACAGGCCTGACGCGCACGACGCGTACCACAGGCCT       300
GACAGGCCTGACACGCACGACGCGCACCACAGGCCTGACAGGCCTGACGCGCACGACGCGCACCACAGGCCTGACGCGCACCACAGGCCTGACACGCATC       400
ATACAATAACCACATAACATGTGCTTGAGTATAATACATATTTATTGTTGC           451

*PGIV-china 1
ACAGGCCT ×19
GACGCG ×16

TAACACACATGTACATAATGTGTGACCAGCACGACGCGTACCACAGGCCTGACGCGCACCACAGGCCTGACAGGCCTGACGCGTACCACAGGCCTGACGC 100
GCACCACAGGCCTGACAGGCCTGACGCGCACCACAGGCCTGACAGGCCTGACACGCACGACGCGTACCACAGGCCTGACACGCACGACGCGCACCACAGG       200
CCTGACAGGCCTGACGCGCACGACGCGCACCACAGGCCTGACGCGCACGACGCGTACCACAGGCCTGACGTGTACCACAGGCCTGACAGGCCTGACACGC       300
ACGACGCGCACCACAGGCCTGACAGGCCTGACGCACACCACAGGCCTGACACACACGACGCGCACCACAGGCCTGACGTGTACCACAGGCCTGACAGCAT       400
CATACAATAACCACATAACATGTGCTTGAGTATAATACATATTTATTGTTGC            452

*PGIV-china 2
ACAGGCCT ×20
GACGCG ×13

0             200           400           600           800     1000         1200          1400          1600         1800 2000         2200         2400       2500        2600 2677bp

RNRS gene (939 bp) RAD2 gene (897 bp)ORF-26

TAACACACATGTACATAATGTGTGACCACAGACGACGACGCGCACCAGCGTACCACAGGCCTGACGTGTACCACAGGCCTGACAGGCCTGACACGCACGA  100
CGCGCACCACAGGCCTGACAGGCCTGACGCGCACGACGCGCACCACAGGCCTGACGCGCACGACGCGTACCACAGGCCTGACAGGCCTGACGCACACCAC       200   
AGGCCTGACACGCACGACGCGCACCACAGGCCTGACGTGTACCACAGGCCTGACGCGCACCACAGGCCTGACAGGCCTGACGCGCACGACGCGTACCACA       300 
GGCCTGACGCGCACCACAGGCCTGACAGGCCTGACGCGCACCACAGGCCTGACAGGCCTGACACGCACGACGCGTACCACAGGCCTGACACGCATCATAC       400
AATAACCACATAACATGTGCTTGAGTATAATACATATTTATTGTTGC                 447

*SGIV
ACAGGCCT ×19
GACGCG ×13

TAACACACATGTACATAATGTGTGACCACAGACGACGACGCGCACCACAGGCCTGGCACCACAGGCCTGACAGGCCTGACGCGCACGACGCGTACCACAG       100
GCCTGACGCGCACCACAGGCCTGACGCGCACCACAGGCCTGACGCACACCACAGGCCTGACAGGCCTGACACGCACGACGCGTACCACAGGCCTGACGCG 200
CACCACAGGCCTGACACGCACGACGCGTACCACAGGCCTGACACGCACGACGCGCACCACAGGCCTGACGCGCACGACGCGTACCACAGGCCTGACGTGT       300
ACCACAGGCCTGACAGGCCTGACACGCACGACGCGCACCACAGGCCTGACAGGCCTGACGCACACCACAGGCCTGACATGTACCACAGGCCGACACGCAT       400
CATACAATAACCACATAACATGTGCTTGAGTATAATACATATTTATTGTTGC         452

TAACACACATGTACATAATGTGTGACCACAGACGACGACGCGCACCACAGGCCTGGCACCACAGGCCTGACAGGCCTGACGCGCACGACGCGTACCACAG       100
GCCTGACGCGCACCACAGGCCTGACGCGCACCACAGGCCTGACGCACACCACAGGCCTGACAGGCCTGACACGCACGACGCGTACCACAGGCCTGACGCG 200
CACCACAGGCCTGACACGCACGACGCGTACCACAGGCCTGACACGCACGACGCGCACCACAGGCCTGACGCGCACGACGCGTACCACAGGCCTGACGTGT       300
ACCACAGGCCTGACAGGCCTGACACGCACGACGCGCACCACAGGCCTGACAGGCCTGACGCACACCACAGGCCTGACATGTACCACAGGCCGACACGCAT       400
CATACAATAACCACATAACATGTGCTTGAGTATAATACATATTTATTGTTGC         452

*PGIV
ACAGGCCT ×18
GACGCG ×12

TAACACACATGTACATAATGTGTGACCACAGACGACGACGCGCACCACCACAGGCCTGACATGCACGACGCGTACCACAGGCCTGACGCGCACCACAGGC       100
CTGACAGGCCTGACGCGTACCACAGGCCTGACGCGCACCACAGGCCTGACAGGCCTGACGCGCACCACAGGCCTGACAGGCCTGACACGCACGACGCGTA       200
CCACAGGCCTGACACGCACGACGCGCACCACAGGCCTGACAGGCCTGACGCGCACGACGCGCACCACAGGCCTGACGCGCACGACGCGTACCACAGGCCT       300
GACAGGCCTGACACGCACGACGCGCACCACAGGCCTGACAGGCCTGACGCGCACGACGCGCACCACAGGCCTGACGCGCACCACAGGCCTGACACGCATC       400
ATACAATAACCACATAACATGTGCTTGAGTATAATACATATTTATTGTTGC           451

TAACACACATGTACATAATGTGTGACCACAGACGACGACGCGCACCACCACAGGCCTGACATGCACGACGCGTACCACAGGCCTGACGCGCACCACAGGC       100
CTGACAGGCCTGACGCGTACCACAGGCCTGACGCGCACCACAGGCCTGACAGGCCTGACGCGCACCACAGGCCTGACAGGCCTGACACGCACGACGCGTA       200
CCACAGGCCTGACACGCACGACGCGCACCACAGGCCTGACAGGCCTGACGCGCACGACGCGCACCACAGGCCTGACGCGCACGACGCGTACCACAGGCCT       300
GACAGGCCTGACACGCACGACGCGCACCACAGGCCTGACAGGCCTGACGCGCACGACGCGCACCACAGGCCTGACGCGCACCACAGGCCTGACACGCATC       400
ATACAATAACCACATAACATGTGCTTGAGTATAATACATATTTATTGTTGC           451

*PGIV-china 1
ACAGGCCT ×19
GACGCG ×16

TAACACACATGTACATAATGTGTGACCAGCACGACGCGTACCACAGGCCTGACGCGCACCACAGGCCTGACAGGCCTGACGCGTACCACAGGCCTGACGC 100
GCACCACAGGCCTGACAGGCCTGACGCGCACCACAGGCCTGACAGGCCTGACACGCACGACGCGTACCACAGGCCTGACACGCACGACGCGCACCACAGG       200
CCTGACAGGCCTGACGCGCACGACGCGCACCACAGGCCTGACGCGCACGACGCGTACCACAGGCCTGACGTGTACCACAGGCCTGACAGGCCTGACACGC       300
ACGACGCGCACCACAGGCCTGACAGGCCTGACGCACACCACAGGCCTGACACACACGACGCGCACCACAGGCCTGACGTGTACCACAGGCCTGACAGCAT       400
CATACAATAACCACATAACATGTGCTTGAGTATAATACATATTTATTGTTGC            452

TAACACACATGTACATAATGTGTGACCAGCACGACGCGTACCACAGGCCTGACGCGCACCACAGGCCTGACAGGCCTGACGCGTACCACAGGCCTGACGC 100
GCACCACAGGCCTGACAGGCCTGACGCGCACCACAGGCCTGACAGGCCTGACACGCACGACGCGTACCACAGGCCTGACACGCACGACGCGCACCACAGG       200
CCTGACAGGCCTGACGCGCACGACGCGCACCACAGGCCTGACGCGCACGACGCGTACCACAGGCCTGACGTGTACCACAGGCCTGACAGGCCTGACACGC       300
ACGACGCGCACCACAGGCCTGACAGGCCTGACGCACACCACAGGCCTGACACACACGACGCGCACCACAGGCCTGACGTGTACCACAGGCCTGACAGCAT       400
CATACAATAACCACATAACATGTGCTTGAGTATAATACATATTTATTGTTGC            452

*PGIV-china 2
ACAGGCCT ×20
GACGCG ×13

0             200           400           600           800     1000         1200          1400          1600         1800 2000         2200         2400       2500        2600 2677bp

RNRS gene (939 bp) RAD2 gene (897 bp)ORF-26
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RNRS gene (939 bp) RAD2 gene (897 bp)ORF-26

0             200           400           600           800     1000         1200          1400          1600         1800 2000         2200         2400       2500        2600 2677bp

RNRS gene (939 bp) RAD2 gene (897 bp)ORF-26

0             200           400           600           800     1000         1200          1400          1600         1800 2000         2200         2400       2500        2600 2677bp

RNRS gene (939 bp) RAD2 gene (897 bp)ORF-26RNRS gene (939 bp) RAD2 gene (897 bp)ORF-26

TAACACACATGTACATAATGTGTGACCACAGACGACGACGCGCACCAGCGTACCACAGGCCTGACGTGTACCACAGGCCTGACAGGCCTGACACGCACGA  100
CGCGCACCACAGGCCTGACAGGCCTGACGCGCACGACGCGCACCACAGGCCTGACGCGCACGACGCGTACCACAGGCCTGACAGGCCTGACGCACACCAC       200   
AGGCCTGACACGCACGACGCGCACCACAGGCCTGACGTGTACCACAGGCCTGACGCGCACCACAGGCCTGACAGGCCTGACGCGCACGACGCGTACCACA       300 
GGCCTGACGCGCACCACAGGCCTGACAGGCCTGACGCGCACCACAGGCCTGACAGGCCTGACACGCACGACGCGTACCACAGGCCTGACACGCATCATAC       400
AATAACCACATAACATGTGCTTGAGTATAATACATATTTATTGTTGC                 447

TAACACACATGTACATAATGTGTGACCACAGACGACGACGCGCACCAGCGTACCACAGGCCTGACGTGTACCACAGGCCTGACAGGCCTGACACGCACGA  100
CGCGCACCACAGGCCTGACAGGCCTGACGCGCACGACGCGCACCACAGGCCTGACGCGCACGACGCGTACCACAGGCCTGACAGGCCTGACGCACACCAC       200   
AGGCCTGACACGCACGACGCGCACCACAGGCCTGACGTGTACCACAGGCCTGACGCGCACCACAGGCCTGACAGGCCTGACGCGCACGACGCGTACCACA       300 
GGCCTGACGCGCACCACAGGCCTGACAGGCCTGACGCGCACCACAGGCCTGACAGGCCTGACACGCACGACGCGTACCACAGGCCTGACACGCATCATAC       400
AATAACCACATAACATGTGCTTGAGTATAATACATATTTATTGTTGC                 447

Fig.7.NucleotidesequenceoftheIGR-RR regioninthegenomeof

thenaturallyinfectedornamentalfishiridoviruses.Eachsamples(A),

(B),(C),(D)arecorrespondingtothoseoflane5,1,3,4ofFig.6.



-33-

298-310244-256181-193145-157134ACAGGCCTGACGC

214-226133-14597-10935-47134ACGACGCGCACCA

376-389

340-353313-326295-308241-254259-272223-236

196-209169-182142-155106-11970-8352-651413ACCACAGGCCTGAC

222-236195-209141-155153CACCACAGGCCTGAC

376-390340-354313-327

259-273223-236196-210169-183106-12070-84159ACCACAGGCCTGACA

295-309223-237142-15652-66154ACCACAGGCCTGACG

339-354312-327258-273195-210105-120165CACCACAGGCCTGACA

379-394352-36782-97163ACAGGCCTGACACGCA

325-341298-314271-287244-260145-161118-134176ACAGGCCTGACGCGCAC

374-39068-84172GTACCACAGGCCTGACA

239-25550-66172GTACCACAGGCCTGACG

372-389165-18248-65183GCGTACCACAGGCCTGAC

291-30948-66192GCGTACCACAGGCCTGACG

376-394196-214192ACCACAGGCCTGACACGCA

295-314241-260142-161203ACCACAGGCCTGACGCGCAC

333-353306-326252-272216-236135-155215GACGCGCACCACAGGCCTGAC

352-374199-221232ACAGGCCTGACACGCACGACGCG

145-167118-140232ACAGGCCTGACGCGCACGACGCG

340-362313-335259-281169-191106-12870-92236ACCACAGGCCTGACAGGCCTGAC

167-19168-92252GTACCACAGGCCTGACAGGCCTGAC

313-337259-283169-193106-130254ACCACAGGCCTGACAGGCCTGACGC

364-389283-308262CGCACGACGCGTACCACAGGCCTGAC

130-15594-119262CGCACGACGCGCACCACAGGCCTGAC

364-390157-183272CGCACGACGCGTACCACAGGCCTGACA

333-36299-128302GACGCGCACCACAGGCCTGACAGGCCTGAC

223-25452-83322ACCACAGGCCTGACGTGTACCACAGGCCTGAC

340-37470-104352ACCACAGGCCTGACAGGCCTGACACGCACGACGCG

306-34199-134362GACGCGCACCACAGGCCTGACAGGCCTGACGCGCAC

271-308145-182382ACAGGCCTGACGCGCACGACGCGTACCACAGGCCTGAC

325-362298-335244-281383ACAGGCCTGACGCGCACCACAGGCCTGACAGGCCTGAC

199-23682-119382ACAGGCCTGACACGCACGACGCGCACCACAGGCCTGAC

252-29399-140422
GACGCGCACCACAGGCCTGACAGGCCTGACGCGCACGACG
CG

293-341239-287492
GTACCACAGGCCTGACGCGCACCACAGGCCTGACAGGCCTG
ACGCGCAC

654321(nucleotides)repeats(5' to 3'in IRN region)

Position in IRN regionLength
Number 

of
subsequence

298-310244-256181-193145-157134ACAGGCCTGACGC

214-226133-14597-10935-47134ACGACGCGCACCA

376-389

340-353313-326295-308241-254259-272223-236

196-209169-182142-155106-11970-8352-651413ACCACAGGCCTGAC

222-236195-209141-155153CACCACAGGCCTGAC

376-390340-354313-327

259-273223-236196-210169-183106-12070-84159ACCACAGGCCTGACA

295-309223-237142-15652-66154ACCACAGGCCTGACG

339-354312-327258-273195-210105-120165CACCACAGGCCTGACA

379-394352-36782-97163ACAGGCCTGACACGCA

325-341298-314271-287244-260145-161118-134176ACAGGCCTGACGCGCAC

374-39068-84172GTACCACAGGCCTGACA

239-25550-66172GTACCACAGGCCTGACG

372-389165-18248-65183GCGTACCACAGGCCTGAC

291-30948-66192GCGTACCACAGGCCTGACG

376-394196-214192ACCACAGGCCTGACACGCA

295-314241-260142-161203ACCACAGGCCTGACGCGCAC

333-353306-326252-272216-236135-155215GACGCGCACCACAGGCCTGAC

352-374199-221232ACAGGCCTGACACGCACGACGCG

145-167118-140232ACAGGCCTGACGCGCACGACGCG

340-362313-335259-281169-191106-12870-92236ACCACAGGCCTGACAGGCCTGAC

167-19168-92252GTACCACAGGCCTGACAGGCCTGAC

313-337259-283169-193106-130254ACCACAGGCCTGACAGGCCTGACGC

364-389283-308262CGCACGACGCGTACCACAGGCCTGAC

130-15594-119262CGCACGACGCGCACCACAGGCCTGAC

364-390157-183272CGCACGACGCGTACCACAGGCCTGACA

333-36299-128302GACGCGCACCACAGGCCTGACAGGCCTGAC

223-25452-83322ACCACAGGCCTGACGTGTACCACAGGCCTGAC

340-37470-104352ACCACAGGCCTGACAGGCCTGACACGCACGACGCG

306-34199-134362GACGCGCACCACAGGCCTGACAGGCCTGACGCGCAC

271-308145-182382ACAGGCCTGACGCGCACGACGCGTACCACAGGCCTGAC

325-362298-335244-281383ACAGGCCTGACGCGCACCACAGGCCTGACAGGCCTGAC

199-23682-119382ACAGGCCTGACACGCACGACGCGCACCACAGGCCTGAC

252-29399-140422
GACGCGCACCACAGGCCTGACAGGCCTGACGCGCACGACG
CG

293-341239-287492
GTACCACAGGCCTGACGCGCACCACAGGCCTGACAGGCCTG
ACGCGCAC

654321(nucleotides)repeats(5' to 3'in IRN region)

Position in IRN regionLength
Number 

of
subsequence

Table5.Direct(>12bp)repeatingsequencesoftheIGR-RRDNA regionin

thegenomeofnaturallyinfectedornamentalfish.

(A)

Silvergouramioflane5ofFig.2(A)



-34-

349-361

259-271187-199133-145115-12797-10970-82137ACAGGCCTGACGC

363-375147-15943-55133CACCACAGGCCTG

382-395364-377

337-350301-314283-296256-269229-242202-215

184-197148-161130-143112-12594-10758-711414ACCACAGGCCTGAC

56-6942-55142GCACCACAGGCCTG

283-297256-270130-144112-126154ACCACAGGCCTGACG

363-377255-269129-143147-161111-125155CACCACAGGCCTGAC

382-396364-378337-351

301-315229-243202-216148-16258-72158ACCACAGGCCTGACA

313-328385-400160-175163ACAGGCCTGACACGCA

184-199130-14594-109163ACCACAGGCCTGACGC

380-395299-314281-296182-19792-107165GTACCACAGGCCTGAC

336-351363-378201-216147-16257-72165CACCACAGGCCTGACA

254-269128-143110-12556-71164GCACCACAGGCCTGAC

299-315227-243172GTACCACAGGCCTGACA

187-203115-13197-11370-86174ACAGGCCTGACGCGCAC

200-21656-72172GCACCACAGGCCTGACA

379-396298-315182TGTACCACAGGCCTGACA

382-400202-220192ACCACAGGCCTGACACGCA

195-213123-141105-12337-55194GACGCGCACCACAGGCCTG

256-275184-20394-113203ACCACAGGCCTGACGCGCAC

380-400227-247212GTACCACAGGCCTGACACGCA

330-350249-269195-215123-143105-125215GACGCGCACCACAGGCCTGAC

328-348247-26735-55213ACGACGCGCACCACAGGCCTG

330-351195-216222GACGCGCACCACAGGCCTGACA

313-335232-254205-227160-182234ACAGGCCTGACACGCACGACGCG

249-271123-145232GACGCGCACCACAGGCCTGACGC

337-359301-32358-80233ACCACAGGCCTGACAGGCCTGAC

336-359147-17057-80243CACCACAGGCCTGACAGGCCTGAC

229-254202-227262ACCACAGGCCTGACACGCACGACGCG

271-296217-24282-107263CGCACGACGCGTACCACAGGCCTGAC

271-297172-198272CGCACGACGCGTACCACAGGCCTGACG

249-275105-131272GACGCGCACCACAGGCCTGACGCGCAC

335-36156-82272GCACCACAGGCCTGACAGGCCTGACGC

349-378133-162302ACAGGCCTGACGCACACCACAGGCCTGACA

184-215112-143322ACCACAGGCCTGACGCGCACCACAGGCCTGAC

112-14594-127342ACCACAGGCCTGACGCGCACCACAGGCCTGACGC

301-335148-182352ACCACAGGCCTGACAGGCCTGACACGCACGACGCG

313-350232-269382
ACAGGCCTGACACGCACGACGCGCACCACAGGCCTGA
C

205-242160-197382ACAGGCCTGACACGCACGACGCGTACCACAGGCCTGAC

259-29770-108392
ACAGGCCTGACGCGCACGACGCGTACCACAGGCCTGAC
G

172-21582-125442
CGCACGACGCGTACCACAGGCCTGACGCGCACCACAG
GCCTGAC

654321(nucleotides)repeats(5' to 3'in IRN region)

Position in IRN regionLength
Number 

of
subsequence

349-361

259-271187-199133-145115-12797-10970-82137ACAGGCCTGACGC

363-375147-15943-55133CACCACAGGCCTG

382-395364-377

337-350301-314283-296256-269229-242202-215

184-197148-161130-143112-12594-10758-711414ACCACAGGCCTGAC

56-6942-55142GCACCACAGGCCTG

283-297256-270130-144112-126154ACCACAGGCCTGACG

363-377255-269129-143147-161111-125155CACCACAGGCCTGAC

382-396364-378337-351

301-315229-243202-216148-16258-72158ACCACAGGCCTGACA

313-328385-400160-175163ACAGGCCTGACACGCA

184-199130-14594-109163ACCACAGGCCTGACGC

380-395299-314281-296182-19792-107165GTACCACAGGCCTGAC

336-351363-378201-216147-16257-72165CACCACAGGCCTGACA

254-269128-143110-12556-71164GCACCACAGGCCTGAC

299-315227-243172GTACCACAGGCCTGACA

187-203115-13197-11370-86174ACAGGCCTGACGCGCAC

200-21656-72172GCACCACAGGCCTGACA

379-396298-315182TGTACCACAGGCCTGACA

382-400202-220192ACCACAGGCCTGACACGCA

195-213123-141105-12337-55194GACGCGCACCACAGGCCTG

256-275184-20394-113203ACCACAGGCCTGACGCGCAC

380-400227-247212GTACCACAGGCCTGACACGCA

330-350249-269195-215123-143105-125215GACGCGCACCACAGGCCTGAC

328-348247-26735-55213ACGACGCGCACCACAGGCCTG

330-351195-216222GACGCGCACCACAGGCCTGACA

313-335232-254205-227160-182234ACAGGCCTGACACGCACGACGCG

249-271123-145232GACGCGCACCACAGGCCTGACGC

337-359301-32358-80233ACCACAGGCCTGACAGGCCTGAC

336-359147-17057-80243CACCACAGGCCTGACAGGCCTGAC

229-254202-227262ACCACAGGCCTGACACGCACGACGCG

271-296217-24282-107263CGCACGACGCGTACCACAGGCCTGAC

271-297172-198272CGCACGACGCGTACCACAGGCCTGACG

249-275105-131272GACGCGCACCACAGGCCTGACGCGCAC

335-36156-82272GCACCACAGGCCTGACAGGCCTGACGC

349-378133-162302ACAGGCCTGACGCACACCACAGGCCTGACA

184-215112-143322ACCACAGGCCTGACGCGCACCACAGGCCTGAC

112-14594-127342ACCACAGGCCTGACGCGCACCACAGGCCTGACGC

301-335148-182352ACCACAGGCCTGACAGGCCTGACACGCACGACGCG

313-350232-269382
ACAGGCCTGACACGCACGACGCGCACCACAGGCCTGA
C

205-242160-197382ACAGGCCTGACACGCACGACGCGTACCACAGGCCTGAC

259-29770-108392
ACAGGCCTGACGCGCACGACGCGTACCACAGGCCTGAC
G

172-21582-125442
CGCACGACGCGTACCACAGGCCTGACGCGCACCACAG
GCCTGAC

654321(nucleotides)repeats(5' to 3'in IRN region)

Position in IRN regionLength
Number 

of
subsequence

Pearlgourami(Singapore)oflane1ofFig.2(A)

(B)



-35-

365-378266-279122-135104-11777-90145ACAGGCCTGACGCG

380-393

362-375326-339290-303263-276227-240200-213

164-177137-150119-13292-10574-8747-601413ACCACAGGCCTGAC

353-366317-330254-267218-23135-48145ACGACGCGCACCAC

380-394326-340

290-304200-214164-178137-15192-10647-61158ACCACAGGCCTGACA

361-375262-27646-60153CACCACAGGCCTGAC

302-317383-398176-191163ACAGGCCTGACACGCA

379-394

325-340226-241163-178136-15191-10646-61167CACCACAGGCCTGACA

338-354

365-381266-282239-255149-165122-13877-93178ACAGGCCTGACGCGCAC

380-398200-218192ACCACAGGCCTGACACGCA

119-138263-28274-93203ACCACAGGCCTGACGCGCAC

283-303193-213112-132213GACGCGTACCACAGGCCTGAC

373-393355-375256-276157-177130-15085-105216GACGCGCACCACAGGCCTGAC

319-340373-394220-241223GACGCGCACCACAGGCCTGACA

338-360266-288239-261233ACAGGCCTGACGCGCACGACGCG

203-225176-198232ACAGGCCTGACACGCACGACGCG

326-348290-312137-15992-114234ACCACAGGCCTGACAGGCCTGAC

279-303189-21363-87253GCACGACGCGTACCACAGGCCTGAC

350-375314-339251-276215-240264CGCACGACGCGCACCACAGGCCTGAC

278-304188-214272CGCACGACGCGTACCACAGGCCTGACA

319-348220-249157-186303GACGCGCACCACAGGCCTGACAGGCCTGAC

365-394149-178302ACAGGCCTGACGCGCACCACAGGCCTGACA

319-351220-25285-117333GACGCGCACCACAGGCCTGACAGGCCTGACGCG

362-394119-15174-106333ACCACAGGCCTGACGCGCACCACAGGCCTGACA

290-324164-198352ACCACAGGCCTGACAGGCCTGACACGCACGACGCG

319-354220-255130-165363GACGCGCACCACAGGCCTGACAGGCCTGACGCGCAC

149-186122-15977-114383ACAGGCCTGACGCGCACCACAGGCCTGACAGGCCTGAC

112-16267-117512
GACGCGTACCACAGGCCTGACGCGCACCACAGGCCTG
ACAGGCCTGACGC

302-381203-282802
ACAGGCCTGACACGCACGACGCGCACCACAGGCCTGAC
AGGCCTGACGCGCACGACGCGCACCACAGGCCTGACG
CGCAC

654321(nucleotides)repeats(5' to 3'in IRN region)

Position in IRN regionLengthNumber ofsubsequence

365-378266-279122-135104-11777-90145ACAGGCCTGACGCG

380-393

362-375326-339290-303263-276227-240200-213

164-177137-150119-13292-10574-8747-601413ACCACAGGCCTGAC

353-366317-330254-267218-23135-48145ACGACGCGCACCAC

380-394326-340

290-304200-214164-178137-15192-10647-61158ACCACAGGCCTGACA

361-375262-27646-60153CACCACAGGCCTGAC

302-317383-398176-191163ACAGGCCTGACACGCA

379-394

325-340226-241163-178136-15191-10646-61167CACCACAGGCCTGACA

338-354

365-381266-282239-255149-165122-13877-93178ACAGGCCTGACGCGCAC

380-398200-218192ACCACAGGCCTGACACGCA

119-138263-28274-93203ACCACAGGCCTGACGCGCAC

283-303193-213112-132213GACGCGTACCACAGGCCTGAC

373-393355-375256-276157-177130-15085-105216GACGCGCACCACAGGCCTGAC

319-340373-394220-241223GACGCGCACCACAGGCCTGACA

338-360266-288239-261233ACAGGCCTGACGCGCACGACGCG

203-225176-198232ACAGGCCTGACACGCACGACGCG

326-348290-312137-15992-114234ACCACAGGCCTGACAGGCCTGAC

279-303189-21363-87253GCACGACGCGTACCACAGGCCTGAC

350-375314-339251-276215-240264CGCACGACGCGCACCACAGGCCTGAC

278-304188-214272CGCACGACGCGTACCACAGGCCTGACA

319-348220-249157-186303GACGCGCACCACAGGCCTGACAGGCCTGAC

365-394149-178302ACAGGCCTGACGCGCACCACAGGCCTGACA

319-351220-25285-117333GACGCGCACCACAGGCCTGACAGGCCTGACGCG

362-394119-15174-106333ACCACAGGCCTGACGCGCACCACAGGCCTGACA

290-324164-198352ACCACAGGCCTGACAGGCCTGACACGCACGACGCG

319-354220-255130-165363GACGCGCACCACAGGCCTGACAGGCCTGACGCGCAC

149-186122-15977-114383ACAGGCCTGACGCGCACCACAGGCCTGACAGGCCTGAC

112-16267-117512
GACGCGTACCACAGGCCTGACGCGCACCACAGGCCTG
ACAGGCCTGACGC

302-381203-282802
ACAGGCCTGACACGCACGACGCGCACCACAGGCCTGAC
AGGCCTGACGCGCACGACGCGCACCACAGGCCTGACG
CGCAC

654321(nucleotides)repeats(5' to 3'in IRN region)

Position in IRN regionLengthNumber ofsubsequence

(C)

Pearlgourami(China1)oflane3ofFig.2(A)



-36-

322-334232-24488-10043-55134ACAGGCCTGACGC

232-24588-10170-8343-56144ACAGGCCTGACGCG

382-395274-287

364-377229-242166-179256-26985-98337-350

310-323193-206130-143103-11658-7140-531414ACCACAGGCCTGAC

363-377336-350228-242153CACCACAGGCCTGAC

382-396337-351310-324

274-288193-207166-180130-144103-11758-72159ACCACAGGCCTGACA

364-378256-270229-24385-9940-54155ACCACAGGCCTGACG

382-397337-352166-181163ACCACAGGCCTGACAC

385-400286-301142-157163ACAGGCCTGACACGCA

336-351309-324192-207129-144102-11757-72166CACCACAGGCCTGACA

380-395272-287254-26983-9838-53165GTACCACAGGCCTGAC

272-288171GTACCACAGGCCTGACA

232-248205-221164-180115-13188-10443-59175ACAGGCCTGACGCGCAC

229-24885-10440-59203ACCACAGGCCTGACGCGCAC

380-400164-184212GTACCACAGGCCTGACACGCA

159-17978-98212GACGCGTACCACAGGCCTGAC

357-377222-242123-14396-11651-71215GACGCGCACCACAGGCCTGAC

249-27078-99222GACGCGTACCACAGGCCTGACG

232-254205-227232ACAGGCCTGACGCGCACGACGCG

169-191142-164232ACAGGCCTGACACGCACGACGCG

310-332274-296193-215103-12558-80235ACCACAGGCCTGACAGGCCTGAC

300-323354-377183-206243CACGACGCGCACCACAGGCCTGAC

354-378219-243252CACGACGCGCACCACAGGCCTGACG

155-17929-53252GCACGACGCGTACCACAGGCCTGAC

298-323217-242181-206263CGCACGACGCGCACCACAGGCCTGAC

244-269154-179262CGCACGACGCGTACCACAGGCCTGAC

245-27029-54262GCACGACGCGTACCACAGGCCTGACG

303-332186-215123-152303GACGCGCACCACAGGCCTGACAGGCCTGAC

303-33496-12751-82323GACGCGCACCACAGGCCTGACAGGCCTGACGC

364-396256-288332ACCACAGGCCTGACGTGTACCACAGGCCTGACA

186-21851-83332GACGCGCACCACAGGCCTGACAGGCCTGACGCG

274-308130-164352ACCACAGGCCTGACAGGCCTGACACGCACGACGCG

186-22196-131362GACGCGCACCACAGGCCTGACAGGCCTGACGCGCAC

115-15288-12543-80383ACAGGCCTGACGCGCACCACAGGCCTGACAGGCCTGAC

286-334169-217492
ACAGGCCTGACACGCACGACGCGCACCACAGGCCTGA
CAGGCCTGACGC

78-12833-83512
GACGCGTACCACAGGCCTGACGCGCACCACAGGCCTG
ACAGGCCTGACGC

654321(nucleotides)repeats(5' to 3'in IRN region)

Position in IRN regionLengthNumber ofsubsequence

322-334232-24488-10043-55134ACAGGCCTGACGC

232-24588-10170-8343-56144ACAGGCCTGACGCG

382-395274-287

364-377229-242166-179256-26985-98337-350

310-323193-206130-143103-11658-7140-531414ACCACAGGCCTGAC

363-377336-350228-242153CACCACAGGCCTGAC

382-396337-351310-324

274-288193-207166-180130-144103-11758-72159ACCACAGGCCTGACA

364-378256-270229-24385-9940-54155ACCACAGGCCTGACG

382-397337-352166-181163ACCACAGGCCTGACAC

385-400286-301142-157163ACAGGCCTGACACGCA

336-351309-324192-207129-144102-11757-72166CACCACAGGCCTGACA

380-395272-287254-26983-9838-53165GTACCACAGGCCTGAC

272-288171GTACCACAGGCCTGACA

232-248205-221164-180115-13188-10443-59175ACAGGCCTGACGCGCAC

229-24885-10440-59203ACCACAGGCCTGACGCGCAC

380-400164-184212GTACCACAGGCCTGACACGCA

159-17978-98212GACGCGTACCACAGGCCTGAC

357-377222-242123-14396-11651-71215GACGCGCACCACAGGCCTGAC

249-27078-99222GACGCGTACCACAGGCCTGACG

232-254205-227232ACAGGCCTGACGCGCACGACGCG

169-191142-164232ACAGGCCTGACACGCACGACGCG

310-332274-296193-215103-12558-80235ACCACAGGCCTGACAGGCCTGAC

300-323354-377183-206243CACGACGCGCACCACAGGCCTGAC

354-378219-243252CACGACGCGCACCACAGGCCTGACG

155-17929-53252GCACGACGCGTACCACAGGCCTGAC

298-323217-242181-206263CGCACGACGCGCACCACAGGCCTGAC

244-269154-179262CGCACGACGCGTACCACAGGCCTGAC

245-27029-54262GCACGACGCGTACCACAGGCCTGACG

303-332186-215123-152303GACGCGCACCACAGGCCTGACAGGCCTGAC

303-33496-12751-82323GACGCGCACCACAGGCCTGACAGGCCTGACGC

364-396256-288332ACCACAGGCCTGACGTGTACCACAGGCCTGACA

186-21851-83332GACGCGCACCACAGGCCTGACAGGCCTGACGCG

274-308130-164352ACCACAGGCCTGACAGGCCTGACACGCACGACGCG

186-22196-131362GACGCGCACCACAGGCCTGACAGGCCTGACGCGCAC

115-15288-12543-80383ACAGGCCTGACGCGCACCACAGGCCTGACAGGCCTGAC

286-334169-217492
ACAGGCCTGACACGCACGACGCGCACCACAGGCCTGA
CAGGCCTGACGC

78-12833-83512
GACGCGTACCACAGGCCTGACGCGCACCACAGGCCTG
ACAGGCCTGACGC

654321(nucleotides)repeats(5' to 3'in IRN region)

Position in IRN regionLengthNumber ofsubsequence

(D)

Pearlgourami(China2)oflane4ofFig.2(A)
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500bp

1.0kb
1.4kb
2.0kb

M     1     2      3     N

500bp
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500bp
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Fig.8.RepeatsequenceofIGR-RRregionwithiridovirusinnaturally

infectedmarinefishappearedsingleamplicon.Eachsampleinlane

1～3iscorrespondingtothatofFig.4.M,1.0kbDNA ladder.N,

negativecontrol.



-38-

3.서로 다른 종에 iridovirus를 감염시켰을 때 나타나

는 repeatingsequence의 특성

3.1.담수 관상어 pearlgourami에서 분리한 iridovirus의

rockbream 감염에 따른 반복 서열의 변화 분석

본 실험에서는 자연 감염된 담수 관상어의 spleen조직을 공격 실험에

사용하였다.자연 감염된 담수 관상어 중에서 가장 다양한 multimajor

band를 나타내는 Fig.2(A)1번 sample과 singleampliconpattern을

나타내는 (E)의 1번 sample을 공격 실험에 사용하였다.Rockbream과

pearlgourami에 각각 challenge하여 bandpattern을 보았다 (Fig.9).그

결과 multimajorband를 공격하였을 때 rockbream과 pearlgourami

모두에서 multimajorband가 나타났으며,singlemajorband를 나타내

는 virus를 공격하였을 때에도 bandpattern현상이 그대로 유지되었다.

A,B,C,D 그룹의 폐사율은 모두 100%로 나타났다.폐사율이 100%로

나타난 rock bream과 pearlgourami의 band pattern은 모두 공격한

sample인 original과 같은 pattern으로 나왔다 (Fig.9).본 실험에서는

passage를 거쳐도 multimajorbandpattern현상이 유지되는지 알아보

기 위해 rockbream에 passage를 거친 공격 실험을 통해 확인하였다.

하나의 그룹에서 bandpattern이 각각 다르게 나온 두 sample을 rock

bream에 공격한 결과 개체 내 3마리 모두 공격한 sample과 같은 band

pattern을 보였으며 폐사율은 100%였다 (Fig.10-1).다른 그룹의

sample도 이와 같은 결과를 보이는지 rockbream에서 재실험을 하였다.
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가장 다양한 길이의 band pattern을 보이는 2번 sample을 두 번째

passage공격 실험에 사용,두 번째 passage의 4번 sample을 세 번째

passage에 사용하여,총 세 번의 passage를 거친 공격 실험을 하였다.

그 결과 첫 번째 passage에서는 bandpattern이 다양하게 나타났으나 두

번째,세 번째 passage에서는 bandpattern현상이 그대로 유지 되는 것

을 확인할 수 있었다 (Fig.10-2).첫 번째 passage에서의 폐사율은 60%

로 나타났으며,두 번째와 세 번째 passage의 폐사율은 모두 100%로 나

타났다.
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Fig.9.PatternofRSCR-K2regionvariationafterinvivopassagein

rockbream andpearlgourami.Lane1,2;PGIVsobtainedfrom pearl

gouramiinnaturalconditionasshowninthelanes1ofFig.2(A),

and1ofFig.2(C).(A)and(B);PGIV DNA obtainedfrom rock

bream andpearlgouramirespectivelyafterchallengingwithPGIV of

lane1.(C)and(D); PGIV DNA obtainedfrom rockbream andpearl

gouramirespectivelyafterchallengingwithPGIV oflane2.M,100

bpDNAladder.
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Fig.10-1.Bandpattern ofpassagedsamplesin rock bream.(A);

PGIVsobtained from pearlgouramiin naturalcondition in single

batch.(B);Lane1of(A)challengedinvivofirstpassageinrock

bream.(C);Lane2of(A)challengedinvivofirstpassageinrock

bream.M,100bpDNAladder.
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Fig.10-2.Bandpatternofpassagedsamplesinrockbream.(A)is

firstpassagedsample,(B)issecondpassagedsampleand(C)isthird

passagedsample.Lane1of(A),(B)and(C)ischallengingsample

used passageand numberisindividualnumber.M,100bp DNA

ladder.
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3.2.해산어인 rock bream에서 분리한 iridovirus의 pearl

gourami감염에 따른 반복 서열의 변화 분석

앞선 실험에서 담수 관상어에 감염된 iridovirus를 각각 해산어인 rock

bream과 pearlgourami에 감염시켰을 때 다양한 길이의 amplicon을 확

인하였다.본 실험에서는 해산어에 자연 감염된 iridovirus(IVS-1)를

rock bream과 pearlgourami에 공격하였을 때에도 다양한 길이의

amplicon이 나타나는지 확인해 보았다.앞서 한 실험과 같이 RSCR-K2

부위를 detection한 결과 해산어에서는 담수 관상어 iridovirus와는 다르

게 일정한 길이의 singleamplicon을 유지하였다 (Fig.11).
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M    1         A          M    2          BM    1         A          M    2          BM    1         A          M    2          B

Fig.11.AmpliconofsinglelengthappearedinIVS.Lane1,2IVS

obtained from rock bream in naturalcondition andused challenge

experiment.(A),IVS obtained from rock bream was used to

challengeexperimentto rock bream.(B),IVS obtained from rock

bream wasusedtochallengeexperimenttopearlgourami.M,100bp

DNAladder.
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individual dead fishin dead fishchallenged iridovirus

variation of 
ampliconmortalitypassage
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type

amplicon type of
fish species

same with original100%1st passagesingleIVS-1

same with original100%1st passagesinglePGIV single 3

same with original100%1st passagesinglePGIV single 2

same with original100%1st passagesinglePGIV single 1

(Trichogaster leeri)

pearl gourami

same with original100%1st passage

variable40%originalmultiPGIV multi

same with original100%1st passagesingleIVS-1

same with original100%1st passagesinglePGIV single 3

same with original100%1st passagesinglePGIV single 2

same with original100%1st passagesinglePGIV single 1

same with original100%3rd passage(Oplegnathus fasciatus)

same with original100%2nd passagerock bream

same with original60%1st passage

variable40%originalmultiPGIV multi

individual dead fishin dead fishchallenged iridovirus

variation of 
ampliconmortalitypassage

appeared band 
type

amplicon type of
fish species

Table6.Nucleoeidelengthandbandnumberofcrossinfectedrock

bream andpearlgourami(referedtoFig.10-2,11-1).

Multi,single 1,single 2,single 3 showed amplicons of(1504bp,

1357bp, 1201bp, 1018bp, 862bp), (1357bp), (1201bp), (1018bp)

respectively.
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Fig.11-1.AmpliconofsinglemajorbandappearedinPGIVs.Lane1,

4,7ofPGIVsobtainedfrom pearlgouramiinnaturalconditionand

used challenge experiment.Lane 2,3,5,6,8,9 are challenged

individualdeadfishofsingle1,single2,single3respectively.M,100

bpDNAladder.
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4.Iridovirus의 병원성과 repeatingsequence의 다양

성 사이의 관계

4.1.Repeatingsequence의 다양성과 폐사율 사이의 관계

앞서 실험한 바와 같이 IVS-1과 PGIV의 공격 실험을 통해 교차 감염

에서의 rockbream과 pearlgourami의 폐사율을 비교하였고,PGIV 공격

실험 내에서 multiband와 singleband와의 병원성 차이를 확인하기 위

해 폐사율을 비교하였다.그 결과,IVS에서는 rock bream이 pearl

gourami보다 훨씬 높은 폐사율을 보였으며,PGIV에서는 multiband

pattern이 singlebandpattern보다 높은 폐사율을 보였다.IVS-1의 공격

실험 결과 rockbream 100%,pearlgourami60%의 누적 폐사율을 보였

다.PGIV multiband는 rockbream과 pearlgourami모두에서 100%의

누적 폐사율을 보였으며 PGIV singleband는 rock bream에서 70%,

pearlgourami에서 89%의 폐사율을 보였다 (Fig.12).

IVS-1을 rockbream에 감염시켰을 때 에는 12일째부터 폐사가 일어나

기 시작하여 감염 후 13일째 100% 폐사하였고,pearlgourami에 감염시

켰을 때에는 5일째부터 16일째까지 60%의 누적 폐사율을 나타내었다

(Fig.12A).

PGIV multiamplicon을 rockbream에 감염시켰을 때에는 8일째부터

폐사가 일어나기 시작하여 13일째 100% 폐사하였고,pearlgourami에

감염시켰을 때에는 4일째부터 폐사가 일어나 5일째 100% 폐사하였다.

PGIV singleamplicon을 rockbream에 감염시켰을 때에는 10일째부터
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폐사가 일어나 21일째 70% 폐사하였고,pearlgourami에 감염시켰을 때

에는 4일째부터 폐사가 일어나 5일째 89%의 누적 폐사율을 나타내었다

(Fig.12B,C).돌돔에서 분리한 iridovirus의 ampliconbandpattern은 각

sample모두 처음 주사한 sample과 일정하게 나타나는 것을 볼 수 있었

다 (Fig.13).
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Fig.12.Cumulative mortality (%) of rock bream (Oplegnathus

fasciatus)and pearlgourami(Trichogaster leeri)challenged with

iridovirusIVS-1orPGIV,respectively.(A).IVS-1,(B).PGIV multi

typeand(C).PGIVsingletypechallenged.
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Fig.13.Eachsamplein(A),(B),(C)arecorrespondingtothatof

(A),(B),(C)ofFig.12,respectively.Lane1of(A),(B),(C)used

challengeexperimentand2～4samplesareindividualdeadfish.
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4.2.Iridovirus정량을 위한 standardcurve제작

Iridovirusgene이 포함되어 있는 plasmidDNA를 1.5×10
8
copies/㎕

부터 1.5 × 10
4
copies/㎕에 이르기까지 1/10씩 5단계로 희석하여

real-timePCR을 실시하여 Fig.13과 같은 standardcurve를 구하였다.

그 결과,각 plasmidDNA의 copy수와 thresholdcycle(CT)값 사이에

는 좋은 상관관계를 보였으며 (r
2
=0.99),standardcurve의 기울기도

-2.938로 확인되었다 (Fig.13).negativecontrol은 product를 생성하지

않았다.이에 이것을 iridovirus정량 분석을 위한 standardcurve로 사용

하였다 (Fig.14).
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Fig.14.(A)Amplification plotofreal-time PCR ofthe positive

plasmid DNA with different copy number. Lane 1-5, with

serially-dilutedplasmidDNA preparedfrom 1.5× 10
8
to1.5×10

4

copies/㎕;ntc,notemplatecontrol.(B)Standardcurveshowing a

linearrelationshipbetweenpositiveplasmidconcentrationandcycle

thresholdnumber.
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4.3.Repeating sequence의 다양성과 viralcopy 수 사이의

관계

multibandpattern과 singlebandpattern의 감염 실험 결과 가장 높은

폐사율을 나타낸 juvenilerockbream을 대상으로 감염어의 조직별 실제

viralcopy수를 정량하고자 하였다.IVS-1을 감염시킨 moribund상태

의 rockbream (Oplegnathusfasciatus) (b.w.11.0±3.0g)개체 3마리

의 비장 조직 1㎎으로부터 AccuPrep
Ⓡ
GenomicDNA ExtractionKit

(K-3032,Bioneer)를 이용,viralDNA를 분리하였고,PCRamplification

을 실시하여 양성반응을 확인하였다.양성반응을 확인한 viralNA에 대

하여 real-timePCR을 실시하여 viralcopy 수를 구하였다.그 결과

multimajorband가 singlemajorband에 비해 평균 viralcopy수가 10

배 정도 높았다 (Fig.15).

MMB와 SMB의 viralcopy수와 폐사율 관계를 봤을 때 폐사율이 높

다고 해서 viralcopy수가 높은 것은 아니었다.따라서 폐사율과 viral

copy수는 크게 상관관계가 없는 것으로 나타났다 (Table7).
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Ⅳ.고 찰

현재 담수 관상어에서 ISKNV-likevirus가 분리된 이후 담수 관상어에

대한 iridovirus감염증에 대한 연구가 활발히 이루어지고 있다.담수어

의 iridoviruses는 해산어의 경우와 마찬가지로 많은 관상어에 피해를 주

는 것으로 알려져 있고 이것은 관상어 iridovirus연구에 있어서 주요한

strain으로 사료된다.(Sudthongkongetal.,2001,Heetal.,Papernaet

al.,2002).또한 이러한 담수 관상어의 수입이 증가함에 따라 담수어와

해산어 사이의 교차 감염에 대한 위험성도 증가하고 있다.현재 다양한

종류의 iridovirus가 발견되고 있고,담수 관상어 iridovirus에 대한 위험

성도 증가하고 있지만 연구는 거의 이루어지지 않고 있다.또한

iridovirus의 singlestrain이 새로운 형태 또는 type으로 진화 발전해 나

가는 것을 구명하고자 하는 유전적 연구는 전혀 되어 있지 않고 동일한

iridovirus가 여러 다른 host에서 어떠한 특징을 가지고 replication하고

있으며 어떻게 새로운 type으로 변화해 나갈 수 있는지에 대한 연구 또

한 전혀 이루어지지 않고 있다.따라서 본 연구는 환경 또는 종간의 차

이가 큰 열대 담수어에서 분리한 iridovirus는 해산어 iridovirus에 비해

더 높은 유전적 variation이 있을 것이라는 추정 하에 담수 관상어

iridovirus의 유전적 특징을 밝힌 데에 의미가 있다고 할 수 있다.

본 연구에서는 부산의 관상어 도매상에서 폐사가 일어난 담수 관상어를

분석하여 ISKNV-likevirus에 감염된 것을 확인하였다.그리고 감염된

관상어들의 PCRampliconbandpattern과 염기서열을 분석하였다.그리

고 공격 실험을 통해 이러한 다양한 bandpattern들이 유지되는지 확인
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하였고 realtimePCR을 통해 ISKNV-likevirus의 양적 비교를 분석하

였다.

먼저 자연 감염된 관상어에서 분리한 iridovirus의 DNA로 RSCR-K2

부위를 detection하는 primer를 이용해 PCR하여 진단하고 전기영동으로

확인한 결과 amplicon의 길이가 하나가 아닌 다양한 길이로 나타난 것을

확인할 수 있었다.그리고 이런 현상들이 다른 여러 batch에서도 확인되

었다.amplicon의 majorband가 한 개 이상으로 나타나는 multimajor

band（MMB)의 그룹도 있었지만 한 그룹 내에서 각각의 개체가 모두

한 개의 majorband를 나타내는 singlemajorband(SMB)를 가지는 경

우도 있었다 (Fig.2).국가별로 비교했을 때 visibleband수는 싱가폴산

의 경우 5개,중국산의 경우는 3개로 싱가폴산이 중국산에 비해

variation이 많았으며,같은 중국산의 경우라도 majorband의 density차

이가 있었다.어종별로 비교했을 때 ampliconband길이 상에는 차이가

있었으나 모두 가장 다양한 amplicon을 나타내는 lane1에 포함되었다

(Fig.2).자연감염된 관상어에서 분리한 iridovirius를 모두 sequencing한

결과 1,504bp,1,357bp,1,201bp,1,018bp,862bp의 sequence를 확인할 수

있었으며 모두 ISKNV-likeiridovirus임이 확인되었다.자연 감염된 관

상어에서 분리한 iridovirus의 repeatingsequence는 모두 세 가지로 나

타났으며 32,17,13aminoacids가 확인되었다.이 중 Fig.5의 1번

sample인 pearlgourami(Sinagapore)에서 분리한 DNA에서 나타나는

repeatingsequence는 다른 sample들의 repeatingsequence와 비교했을

때 17aminoacids가 더 포함되어 있었다.sample1에서 하나의 17

aminoacids가 더 포함된 sequence의 앞쪽으로는 7aminoacids,뒤쪽

으로는 25개의 aminoacids가 더 추가되어 있었으며 이 aminoacids는



-58-

다른 sample에서도 나타났지만 repeatingsequence는 아니었다 (Fig.5).

가장 길이가 긴 sample이 repeatingsequence를 더 많이 가지고 있었으

며,따라서 amplicon의 길이가 더 길어질수록 더 많은 repeating

sequence를 가질 것으로 생각된다.IVS-1에서도 repeatingsequence가

발견되긴 하지만 repeatingunit과 빈도가 ISKNV,PGIV와 많이 달랐다.

다른 연구에서 repeating sequence의 길이가 많이 보고 되었는데

ranavirus에 속하는 GIV의 repeatingsequence는 1,533bp로 지금까지 보

고된 iridoviridaerepeatingsequence중에서 가장 긴 길이로 판명되었

다. GIV의 repeating sequence는 ranavirus에서 보다 높은

recombination과 genomic rearrangement를 일으킨다는 보고가 있다

(Tsaietal.,2004).LCDV-C에서는 repeatingsequence가 66bp로 구성

되어 있고 6개의 nucleotide가 처음 7번의 반복내에서 변화가 일어난다

는 보고가 있다.이와 비교했을 때 본 실험의 repeatingsequence는 염

기서열 상에서의 변화는 없었다.다른 virus에서의 repeatingesequence

길이는 CIV는 16bp,ISKNV 496bp의 길이로 존재하는 것으로 알려졌으

며 기능이나 특징은 밝혀져 있지 않다(Tsaietal.,2004).

amplicons의 길이가 짧아짐에 따라 repeatingsequence의 deletion현상

이 자주 보였으며 가장 긴 길이의 amplicon은 repeatingsequence가 가

장 많이 addition된 것을 확인할 수 있었다.이러한 repeatingsequence

가 RSCR-K2부위만 일어나는 현상인지 확인하기 위해 다른 부위를

detection하는 primer를 사용하여 MCP,PstⅠ,ATPase,ORF-1부위를

PCR한 결과 모두 singlemajorband로 나타났다 (Fig.3).

본 연구에서는 RNRS와 RAD2 사이에 위치하는 intergenic region

(IGR-RR)의 repeatingsequence에 대해서도 분석하였다.이 부위 또한
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RSCR-K2부위와 같이 repeatingsequence가 많이 존재한다고 알려진

부위이다.가장 길이가 긴 repeating sequence의 unit를 비교한 결과

silver gourami는 49bp,pearlgourami (Singapore)는 44bp,pearl

gourami(China1)는 80bp,pearlgourami(China2)는 51bp로 나타났다

(Table.5)가장 짧은 repeating sequenceunit를 비교한 결과 4개의

sample모두 같은 sequence를 가진 unit을 보였으며 그 길이는 8bp,6bp

로 나타났다.다른 iridovirusstrain에서도 IGR-RRregion의 repeating

sequence가 존재하였으며 가장 긴 repeatingsequence의 길이는 ISKNV

59bp,Lymphocystisvirus53bp,RSIV 61bp,IVS-180bp,RBIV 48bp,

CH-193bp였다 (datanotshown).다른 연구에서 intergenicregion의

repeating sequence가 다양하게 나타나는 이유로 대부분의 이런

repeating sequence는 짧고 불완전한 palindromes를 가지고 있으며,

sequence의 길이가 다양한 hairpin을 형성하기 때문이라고 보고하고 있

다 (Tsaietal.,2004).본 연구에서 IGR-RRregion의 그룹 내 amplicon

은 SMB로 나타났으며,그룹간에도 amplicon의 길이 차이는 있지만 모

두 SMB로 나타났다.따라서 repeatingsequnece가 multiamplicons로

나타나는 현상은 RSCR-K2region만의 특성으로 여겨진다.

이런 repeatingsequence가 나타나는 원인에 대해서는 아직 밝혀진 바

가 없지만 어떤 환경적 변화에 의한 virus의 regulation기작으로 나타나

는 것이라고 추측된다. 사람에 대해 실험한 다른 연구에서는 repeating

sequence가 인간 피부에 virulence를 일으키는 데 유리하게 작용한다는

보고가 있다(Moffatetal.,1998).Epstein-Barrvirus(EBV) 그리고

Kaposi's sarcoma-associated herpesvirus (KSHV) 같은

gammaherpesvirus에서는 repeatingsequence가 latencyamplification과
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viralgeneexpression의 조절에 관여한다는 보고가 있다(Thakuretal.,

2007).

지금까지 연구되어진 iridovirus의 특성을 분석하여 보면,유전자의 끝

부분 근처에 많은 repeatingsequence를 가지고 있으며 이러한 sequence

는 virus의 genomicDNA variation형성에서 가장 먼저 target이 되는

부분으로 알려져 있다 (Schnitzleretal.,1987;Fisheretal.,1988;

Bugert et al.,1993).게다가 Bahr 등(1999) 등의 연구에 의하면

Herpesvirus를 포함한 많은 doublestrandedDNA virus의 genome에서

특이적인 현상은 DNA polymerasegene근처에 많은 유전자가 cluster

형태로 존재한다고 밝혔다.이러한 보고들은 iridovirus의 genome에서

DNA polymerasegene의 proximalregion근처에 virus의 structural유

전자들과 terminalregion들이 존재할 수 있으며,결과 이 부위는

nucleotidevariation과 함께 structural또는 nonstructural부위에 있는

nonessential region들이나 repeating sequence들의 addition 또는

deletion이 많이 나타날 것으로 추정된다. 어류 virus에 있어서의

repeating sequence에 대한 보고는 herpesvirus에 속하는 Channel

catfishvirus(Rovinetal),iridovirus에 속하는 LCDV-1(Samalecoset

al.,1986),CIV (Fischeretal.,1988),RSIV (Walkeretal.,1980),

ISKNV (Heetal.,2001)가 보고되었으며 LCDV-Cgenome내에서 가장

넓고 집중된 repeatingsequence가 보고되었다(Zhangetal.,2004).

본 연구에서는 rockbream과 pearlgourami에서의 공격 실험을 통해

이런 multiamplicons의 bandpattern변화와 repeatingsequence의 변화

를 알아보고자 하였다.자연감염 된 pearlgourami에서 multimajor

band와 singlemajorbandpattern을 보이는 각각의 비장 조직을 공격
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실험에 사용하였고 그 결과 bandpattern현상이 그대로 유지되는 것을

확인하였다 (Fig.9).돌돔에서 첫 번째 passage실험 결과 모두 공격한

sample과 같은 pattern의 band가 나왔으며(Fig.10-1),반복 실험으로 세

번의 passage를 통한 공격 실험에서는 첫 번째 passage를 제외한 두 번

째,세 번째 passage에서는 bandpattern현상이 그대로 유지되는 것을

확인할 수 있었다(Fig.10-2).첫 번째 passage에서는 폐사율이 60%로

나타났으며 두 번째,세 번째 passage에서는 폐사율이 100%에 달하였다.

따라서 virus와 host의 관계로 봤을 때 host가 virus에 저항성이 없는 경

우,즉 폐사율이 100%가 되면 bandpattern현상이 공격한 sample과 같

은 pattern으로 나타나며 host가 virus에 저항해 virus가 replication을 하

는 것에 방해를 받게 될 경우,즉 폐사율이 낮으면 공격한 sample과는

다른 bandpattern인 여러 형태의 bandpattern으로 나타날 수 있다고

추정한다.rockbream에서의 폐사율은 대부분 100%로 나타나지만,첫

번째 passage의 경우는 특이한 경우로 60%로 나타나 다양한 pattern을

나타냈다 (Fig.10-2).원래의 PGIV는 singlemajorband로 나타나지만

multimajorband는 virus가 host에 대항해 생존하기 위해 replication하

는 과정에서 여러 multiband로 복제를 한다고 생각된다.하지만 multi

majorband와 singlemajorband가 동일한 viralload인지,동일하다면

환경에 의해 변화했는지,이 또한 공격 실험을 통해 여러 번의 passage

를 거쳐 bandpattern을 확인하는 과정이 필요하다.

혹시 host의 특성 때문인지 확인하기 위해 같은 iridovirusstrain인

IVS-1을 rockbream과 pearlgourami에 crossinfection한 결과 여전히

SMBtype,PGIV는 MMBtype으로 동일하게 나타났다 (Fig.11).또한

IVS-1에 자연감염 된 sample 분석 결과 PGIV와 달리 band 간
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variation이 없었으며 rockbream과 pearlgourami에 실시한 공격 실험

에서도 band간 variation이 없이 일정한 singlebandpattern을 유지하

였다.passage를 거친 실험에서 bandpattern현상이 변화하는지 알아보

기 위해 실험한 결과 세 번의 passage를 거친 실험에서도 rockbream,

pearlgourami모두에서 일정한 SMB을 유지하는 것이 확인되었다.따라

서 host의 특성에 의한 것이 아니라 virus에 의존적인 것이라 생각된다.

본 실험에서는 공격 실험을 통해 bandpattern뿐만 아니라 폐사율도

보았다.폐사율에서는 IVS-1를 공격하였을 때 rockbream은 100%의 폐

사율을 보이고 pearlgourami는 60%의 폐사율을 보였다.따라서 해산어

에서 유래한 IVS-1이 rockbream에 sensitive한 것으로 여겨진다.담수

관상어 iridovirus내에서 bandpattern에 따른 폐사율을 비교한 결과는

multiamplicons를 공격한 batch가 rock bream과 pearlgourami에서

100%를 보이는 반면 singleamplicon을 공격한 batch는 rockbream에서

70%,pearlgourami에서는 89%의 폐사율을 보였다.이로 보아 MMB와

SMB의 병원성에는 큰 차이가 없는 것으로 나타났다.즉,virus가 생존

하기 위한 기작으로 multi란 형태로 복제하게 되더라도 원래의 single

majorband와 폐사율에서는 큰 차이가 없다는 것을 확인할 수 있었다.

repeatingsequence가 병원성에 관여한다는 보고는 수두와 대상포진을

일으키는 herpesvirus인 varicella-zostervirus(VZV)에서 보고된 바가

있다.이 연구에서 repeatingsequence를 포함하고 있는 ORF14부위는

glycoproteinC를 encoding하는 부위로 glycoproteinC가 VZV의 독성에

결정적인 역할을 할 것이라고 보고하고 있다 (Sauerbreietal.,2007).

iridovirus의 질병을 진단하는데 있어 monoclonalantibody를 이용한

immunofluorescence(IF)test(Nakajimaetal.,1995)와 같은 면역학적
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기법과 현미경적 기법,분자생물학적 진단법 특히 초기에 viruses를 검

출 할 수 있는 PolymeraseChainReaction(PCR)기법이 보편화되어 사

용되고 있다(Tamaietal.,1997;Rodgeretal.,1997,Jeong etal.,

2003).하지만 PCR기법은 iridovirus의 검출 유무만 판별할 수 있을 뿐

감염된 조직 내 viralparticles의 양을 측정하는 정량적인 진단이 불가능

하다.최근 간편하고 빠르며,viralparticles의 정량적인 진단이 가능하

다.그리고 conventionalPCR과 달리 실시간 자동화 시스템을 갖고 있어

서 많은 수위 sample을 짧은 시간에 진단할 수 있는 장점을 가지고 있

다.real-timePCR을 이용하여 본 연구에서는 비장 내의 iridovirus를 검

출함과 동시에 정량적 분석을 시도하였다.

iridovirus의 RSCR-K2부위는 variation이 많기 때문에 real-timePCR

에 사용한 primer로는 conserve한 부위인 MCP region을 사용하였다.

real-time PCR의 copy 수 분석에는 각각 폐사율이 높았던 multi

amplicons와 singleamplicon에 감염된 rockbream의 비장 1mg을 kit

분리하여 copy수를 분석하였다.본 연구에 사용한 plasmid는 DNA의

copy수와 thresholdcycle(CT)값 사이에 좋은 상관관계를 보였다(r
2
=

0.99).real-time 실험 결과 copy수는 single major band group이

6.84E+00,multimajorbandgroup이 7.10E+00으로 MMB가 10배 정도

높았다 (Fig.15).앞서 말한 바와 같이 multiamplicons로 나타나는 현

상이 virus가 replication하는 과정에서 일어나는 repeating과 deletion현

상 때문이라고 하였다. 하지만 multiamplicons와 singleamplicon사이

의 viralcopy수에 따른 연구는 좀 더 많은 sample들을 가지고 더 연구

해 볼 필요가 있다.

본 연구에서는 담수 관상어의 분자 생물학적인 특성을 연구하였다.
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conventional PCR을 통해 담수 관상어의 bandpattern과 sequencing을

확인하였으며,rockbream과 pearlgourami에서 공격 실험을 통해 band

pattern현상과 repeating sequence의 frequency정도를 보았다.그리고

real-timePCR을 통한 실험에서는 multiamplicons와 singleamplicon사

이의 viralDNA 정량 분석을 비교하였다.하지만 cellline을 통한 in

vitro실험에서는 아직 확인된 바가 없다.따라서 invitro실험에서도 담

수 관상어에서 분리한 iridovirus를 공격 실험하여 invivo와 같이 실험

결과가 나올 것인가에 대해서 더 연구해 봐야 할 것이다.본 연구는 담

수 관상어의 iridovirus 분자생물학적 분석 비교는 무역을 통한

iridovirus의 교차 감염성과 위험성을 시사하는 바가 크다.또한 담수 관

상어 내에서의 정량적 분석에 관한 연구로는 최초이며 앞으로 담수 관상

어 iridovirus의 진단과 연구에 대한 방향을 제시할 것으로 기대한다.



-65-

Ⅴ.요 약

본 연구에서는 담수 관상어 산업에 심각한 경제적 손실을 일으키는

iridoviurs의 교차 감염성 및 정량적 분석을 하고자 하였다.자연 감염된

담수 관상어와 해산어로부터 각각 ISKNV-likeiridovirus와 IVS-1을 분

리하였고,RSCR-K2부위의 bandpattern분석한 결과 해산어에서 분리

된 IVS-1은 band가 1개인 singlemajorband(SMB)를 보이는 반면,담

수 관상어에서 분리된 iridovirus는 band가 2개 이상인 multimajor

band(MMB)가 나타났다.담수 관상어 iridovirus(FOV)를 sequencing

한 결과 156bp,183bp의 repeating sequence가 확인되었다.그리고

RSCR-K2부위에서는 repeatingsequence의 addition/deletion현상에 의

해 amplicon이 multi길이로 나타나는 것이 확인되었다.Repeating

sequence가 많이 존재한다고 알려진 다른 부위 intergenic region

(IGR-RR)을 분석한 결과 inter간의 band길이는 달랐지만 intra간에는

모두 SMB로 나타나는 것을 확인했다.을 또 다른 부위인 MCP,

ATPase,PstⅠ,ORF-1부위를 확인한 결과 MMB현상은 보이지 않았

다.따라서 이런 현상은 RSCR-K2만의 특이적인 현상인 것으로 보여진

다.자연 감염에 나타난 MMB와 SMB의 비장 조직을 rockbream과

pearlgourami에 공격 실험한 결과 bandpattern현상이 그대로 유지됐

으며 rockbream에 세 번의 passage를 걸친 공격 실험에서 첫 번째

passage를 제외한 두 번째,세 번째 passage에서는 bandpattern현상이

그대로 유지되는 것을 확인할 수 있었다.MMB와 SMB으로 공격 실험

한 폐사율 결과는 MMB는 rockbream과 pearlgourami모두에서 100%
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의 폐사율을 보였으며 SMB에서는 rockbream은 70%,pearlgourami에

서는 89%의 폐사율을 보였다.이는 교차 감염성의 위험성이 매우 크다

는 것을 나타내고 있다.realtimePCR결과에서는 MMB와 SMB를 나

타내는 rockbream의 비장 조직 1mg을 분리하여 분석하였으며 그 결과

viralcopy수는 MMB group이 7.10E+00,SMB group이 6.84E+00으로

10배 높았다.이것은 담수 관상어에서 분리된 iridovirus의 감염성과

repeatingsequence를 밝힌 최초의 연구이며,viralcopy수를 이용한 정

량적 분석은 앞으로 담수 관상어 iridovirus의 진단에 방향을 제시할 것

으로 기대된다.
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