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<국문초록>

제주 Scoria미생물의 종다양성과

생리활성 물질에 관한 연구

이 동 완

제주대학교 교육대학원 생물교육전공

지도교수 이 순 동

본 연구는 제주도 구좌읍 지역 다랑쉬 오름 근처의 제주 화산석 송이

(Jejuscoria)를 색상별로 채집하여 배양 가능한 미생물을 분리한 후 Rep-PCR과

16SrRNA 유전자 염기서열 분석을 통해 화산석 송이 미생물의 종다양성을 분석

하고 선발된 균주에 대해 다상적 분류방법을 적용하여 분류·동정을 수행하였다.

또한,항진균활성과 chitin분해능을 조사하여 생리 활성물질을 탐색하였다.

5개 색상의 Jejuscoria에서 총 100균주의 배양 가능한 미생물이 분리되었다.분

리 균주들의 colony의 색소는 yellow,orange,cream,pink또는 brown등으로

다양하게 나타났으며 그람양성균은 63균주이고 그람음성균은 37균주 이었다.운

동성 관찰에서는 총 84균주 중에서 47균주가 운동성을 나타내었다.균주의 형태

는 70균주가 간균 (rod-shaped)이었고 관찰되었고 14균주가 구균 (coccus)이었

다.그리고 균사를 생성하는 16개의 균주의 포자사슬의 형태는 직쇄 형

(rectiflexibile),갈고리 형 (hooked)및 방사형 (spiral)을 띠었다.

Rep-PCR분석을 통해서 각 균주에서 분리한 DNA의 bandpattern을 비교 분

석하여 유전적 다양성을 검토하였다.각 균주들의 DNA fingerprintingpattern

분석을 통해 UPGMA형태의 dendrogram을 작성하였고 유사도를 결정하였다.유

사도 65% 이상의 수준에서 grouping한 결과,송이 미생물들은 붉은색 (A;red)
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에서 28개의 Rep-group,갈색 (B;brown)에서 21개의 Rep-group,적갈색 (C;

reddish-brown)에서 6개의 Rep-group,황갈색 (D;yellow brown)에서 22개의

Rep-group,그리고 검정색 (E;black)에서 6개의 서로 다른 Rep-group으로 분류

되었다.분리된 총 100균주 전체를 grouping했을 때 79개의 Rep-group으로 분

류되었다.

다랑쉬 지역 Jejuscoria에서 분리된 100균주의 배양 가능한 세균의 Rep-PCR과

16SrRNA 유전자 염기서열을 해석한 결과 Actinobacteria,Bacilli,Deinococci,

α-,β-과 γ-Proteobacteria의 6개 계통군이 확인되었다.58%는 Actinobacteria로

우점을 이루는 것으로 확인되었으며 20%는 β-Proteobacteria로 확인되었고 14%

는 α-Proteobacteria,4%는 Bacilli,3%는 γ-Proteobacteria 그리고 1%는

Deinococci에 속하는 것으로 나타났다.시료별로 보면,A (red)시료는 cream 색

상을 갖는 Arthrobacter가,B (brown)시료는 yellow 색상을 갖는 Nocardioides

와 균사생성 방선균인 Streptomyces가 많이 분포하여서 Actinobacteria분류군이

70% 이상 분리되었다.반면,D (yellow brown)시료는 yellow 혹은 orange색상

을 띠는 Massilia균주들을 포함한 Proteobacteria분류군이 60% 이상 나타났다.

C(reddish-brown)와 E(black)시료는 분리균주가 많지 않지만 각 그룹별로 골

고루 분포하고 있었다.

생리활성 물질 탐색결과 chitin을 분해하는 균주는 총 100균주 중에 18균주로 나

타났다.투명환의 크기는 1cm 미만이 8균주,1cm 이상 2cm 미만이 5균주 그리

고 2cm 이상인 균주가 5균주로 확인되었다.감귤저장 중 부패를 발생시키는 푸

른곰팡이 (Penicillium italicum)에 대한 항진균활성은 3균주가 억제환을 나타내

었다.Paenibacillus에 속하는 1균주와 Steptomyces에 속하는 1균주가 2cm 이상

의 억제환을 나타내었다.

Rep-PCR과 16SrRNA 유전자 염기서열을 바탕으로 한 계통분석 결과 31균주

가 새로운 속 (genus)또는 종 (species)으로 분류될 가능성을 나타냈다.이 균주

들 중에서 A36과 D01은 표준균주들과 95.9-98.6%의 염기서열 유사도,생리·생화

학적 특성 비교 및 낮은 DNA-DNA relatedness값 (16.5-35.4%)을 바탕으로

Marmoricolakorecussp.nov.(typestrainSco-A36
T
=KCTC19596

T
=DSM

22128
T
)그리고 Marmoricolascoriaesp.nov.(typestrainSco-D01

T
=KCTC
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19597
T
=DSM 22127

T
)으로 제안되었다.또한,Micromonosporaceae(family)에

속하는 균주 B14는 표준균주들과 95.8% 이하의 낮은 염기서열 유사도,계통분석

그리고 화학적 특성 (DAP,sugar,menaquinone,polarlipids및 fattyacid)분석

비교를 통하여 새로운 속 (genus)및 종 (species)으로 동정 및 분류 되었다.균

주 이름은 Allocatelliglobisporascoriae로 제안되었다.
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Ⅰ.서 론

고등 동·식물과 달리 미생물은 남극 빙하,온천수나 심해저,빛이 전혀 없는 동

굴 등 극한 환경에서도 생존하고 성장할 수 있으며,높은 방사능의 노출,고농도

의 염분이나 강산성 혹은 알칼리 환경,그리고 무기물이 유일한 영양공급원인 환

경에서도 살아갈 수 있다.이러한 다양한 서식처과 대사능력으로 미생물은 신물

질 창출,식품소재,환경 정화,생물 농약 및 비료 등의 생명공학의 중요한 소재

로 활용되고 있다.현재 미생물 및 관련 분야의 세계시장 규모는 연간 8천억불로

추정되고 있고 향후에도 신기능 신규 유용 미생물 산업의 시장 규모가 크게 증

대될 것으로 예측하고 있다.이렇게 경제적으로 잠재적 부가가치가 높은 미생물

자원을 국내 뿐 아니라 국외의 특수 환경 및 특이서식지로부터 미생물 자원 확

보에 열을 올리고 있다.하지만 현재의 배양기술로서는 지구상에 분포한 전체 미

생물 중 5%미만만을 배양하여 확보할 수 있다.이처럼 무수히 많은 미생물 자원

이 아직 개발되지 않고 있으므로 보다 장기적이고 체계적인 계획의 수립을 통해

국내 토착의 유용물질 생산 미생물 균주 및 다양한 자연환경에서 신규 미생물의

분리 및 탐색을 병행하여야 할 것이다.

제주도의 오름은 신생대 제3-4기에 화산 활동시 분출된 용암이나 가스에 의해

형성된 기생화산으로 제주도 전역에 360여개가 분포되어 있다.이 오름들을 구성

하고 있는 제주 화산석 송이 (Jejuscoria)는 마그마 분출시 점토가 고열의 불에

타 소성된 돌숯 (volcanicash)으로 기공이 많고 가벼우며 굳어지는 시간에 따라

적갈색,황갈색,흑색 및 암회색을 띤다(소,2002;오,2005).Scoria의 주성분은

산화규소,산화알미늄,산화철로 함량이 75%에 달하며 황토,옥,맥반석,게르마

늄석등 에는 없는 이산화티타늄이 천연상태로 3-7% 존재하여 광촉매작용을 통

해 항균,살균,탈취기능을 지닌다.또한,납과 구리 같은 중금속에 대한 흡착력

이 뛰어나고 빗물의 필터 역할을 수행하여 청정한 제주 삼다수를 만드는데 일조

한다(감 등,2002;이 등,2002).현재까지 제주 화산석 송이(Jejuscoria)을 이용한

강도,중금속 흡착 및 광촉매 특성에 관한 연구와 송이팩을 비롯한 각종 건강·뷰

티 제품개발은 활발하게 진행되고 있으나 제주 화산석 송이에서 미생물 탐색과

연구는 이루어지지 않았다.
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배양 가능한 미생물의 16SrRNA 유전자 염기서열 분석을 통해 계통 진화학적

관계의 규명은 기존의 형태,생리 및 유전적 데이터를 이용한 데이터를 이용한

전통적인 분류체계에 큰 변화를 가져왔다.이를 바탕으로 아열대의 기후 조건을

가진 제주도의 해양 및 천연동굴을 비롯한 다양한 자연 환경에서 분리한 미생물

들의 유전적 다양성 분석,분류 및 동정에 관한 연구를 수행해 왔다(Lee,2006;

Leeetal.,2008;LeeandLee,2008).원핵미생물은 형태 분화가 빈약한 단세포

생물로 종 (species)수준에서 형태학적 특징을 식별하거나 파악하기가 매우 어

렵다.현대 미생물 분류와 미생물 군집해석을 위한 연구방법으로 균체 구성성분

이나 유전정보가 적극적으로 도입되어 왔으며 분자생물학의 발전과 더불어 다양

한 분자기법을 이용한 미생물 계통분류가 가능하게 되었다(박진숙 외,2005).

Rep-PCR(repetitivesequencebasedpolymerasechainreaction)은 세균의 유전

체내에 반복적으로 존재하는 DNA element들을 증폭 후 strain-specificpattern

들을 상호 분석할 수 있는 fingerprinting의 한 방법이다(Versalovicetal.,1991).

Rep-PCR은 미생물의 유전적 다양성을 간편하고 신속하게 파악하기 때문에 미지

의 미생물을 효과적으로 탐색하는 방법으로 사용되고 있다.반복적인 단편들은

사용하는 primer에 따라 REP (repetitive extragenic palindromic)단편,ERIC

(enterobacterial repetitive consensus)단편과 BOX 단편들이 있다. 또한,

Rep-PCR은 16SrRNA 유전자 또는 16S-23Sspacerregion에 대한 restriction

analysis방법보다 구별력이 더 양호하다고 보고되었다(Vilaetal.,1996).

미생물을 분류하는 데 있어서 크게 미생물의 형태,에너지원,효소 그리고 다른

여러 가지 특징들을 포함하는 표현형 분류 (phenotypictaxonomy)와 균체의 세

포벽 아미노산 조성,세포내 당,세포막의 지질조성 등을 포함하는 화학적 분류

(chemotaxonomy)그리고 16SrRNA의 염기서열 비교,G+C 함량,DNA-DNA

hybridization을 포함하는 분자생물학적 분류 (molecularsystematics)가 있다.이

것들을 통합적으로 분석하는 것을 다상적 분류 (polyphasictaxonomy)라고 한다.

다상적 분류 방법을 적용하여 분리한 scoriabacteria에서 Marmoricola속의 새

로운 종들과 Micromonosporaceae과의 새로운 속 및 종을 동정하였다.

Propionibacterineae아목/Nocardioidaceae과/Marmoricola속은 처음으로

Urzìetal.2000에 의해서 제안되었고 표준종으로 Marmoricolaaurantiacus
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DSM 12652
T
을 포함하였다.최근에,Marmoricola aequoreus Lee 2007와

MarmoricolabigeumensisDastageretal.2008종들이 이 속에 첨가되었다.

Marmoricola 속의 종들은 Gram-positive 하고,내생포자를 형성하지 않는

coccoid혹은 짧은 rod형태의 cell들로 단일,쌍 혹은 무리를 지어서 관찰되었다.

색상은 yellow에서 lemon까지 띠었다. 한편, Micromonosporineae 아목/

Micromonosporaceae 과는 Krasil'nikov 1938에 의해서 처음으로 기술되었고

Kochetal.1996과 Stackebrandtetal.1997에 의해 개정되었다.처음 7개의

속들 (Micromonospora, Actinoplanes, Dactylosporangium, Catellatospora,

Catenuloplanes,Couchioplanes그리고 Pilimelia)에서 16SrRNA 유전자 서열,

signaturenucleotides에 의한 계통발생학적 위치와 화학분류적인 특징들을 바탕

으로 6개의 속들 (Spirilliplanes,Verrucosispora,Virgisporangium,Asanoa,

Longispora 그리고 Salinispora)이 순차적으로 기술되었다. 이후에,

Actinocatenispora(Thawaietal.,2006)와 Polymorphospora(Tamuraetal.,

2006)가 보고되었고 Luedemannella(Araandkudo,2007a)와 Krasilnikovia

(Araandkudo,2007d)가 공식적으로 인정되었다.또한,Araetal.2008a에 의해

Catellatospora koreensis에서 Catelliglobosispora koreensis로 Catellatospora

tsunoensis에서 Hamadaeatsunoensis로 개정되었고 Araetal.2008b에 의해

Pseudosporangium이 보고 되었다.현재까지 Micromonosporaceae과는 20개의

속들을 포함한다.

유용물질 생산 미생물을 탐색하는 데 있어 가장 먼저 접근한 것이 chitin이다.

Chitin은 N-acetylglucosamine이 β-1,4결합으로 중합된 것으로 자연계에 가장

풍부하게 존재하는 유기분자이다.또한,chitin은 절지동물의 딱딱한 표피나 껍데

기의 골격을 만들 뿐만 아니라 곰팡이의 세포벽의 중요한 구성요소를 이루고 있

다.지구상에서 생합성되는 chitin의 양은 연간 약 1천억 톤으로 추정되며,이는

식물이 생산하는 셀룰로오스에 필적하는 양이다.그러나,많은 양이 생합성 되는

동시에 각종 효소들에 의해 생분해되어야만 생태계는 순환될 수 있다.이 효소

즉,chitinase역할을 할 수 있는 물질은 식물,곰팡이,척추동물과 bacteria같은

유기체에서 발견된다.chitinase는 chitin을 단당류나 다당류로 분해할 뿐 아니라

항균물질로도 작용할 수 있다(RobertandSelitrennikoff,1988).따라서,chitin을
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분해할 수 있는 bacteria의 탐색은 유용물질을 찾을 수 있는 방법이라 할 수 있

다.두 번째 접근한 것이 감귤 저장병에 관련된 것이다.제주에서 1차 산업의 근

간을 이루고 있으며 연간 1조원을 넘는 산업이 바로 감귤산업이다. 그러나,저

장과 유통시기에 따라 수익률의 차이가 많이 발생한다.실제 원예산물을 수확 한

후 진균류 발생에 의한 부패로 인해 저장과 유통과정 중 전체 생산물의 25-80%

가 손실되고 있다.감귤류에는 녹색곰팡이병 (lemongreenmold;Penicillium

digitatum)과 푸른곰팡이병 (bluemold;Penicillium italicum)등으로 인한 저장

중 과실 연화 및 부패의 피해가 크다(이 등,2004).따라서 이번 연구에서는 분리

한 세균들이 푸른곰팡이의 성장을 억제할 수 있는지 항진균 활성 능력을 탐색

하였다.

본 연구에서는 제주 화산석 송이 (Jejuscoria)미생물의 종다양성과 생리 활성

물질을 탐색하기 위하여 미생물을 분리한 후 Rep-PCR기법과 16SrRNA 유전

자 염기서열 분석을 통해 송이 미생물의 종다양성을 분석하고 선발된 균주에 대

해 다상적 분류방법 (polyphasictaxonomicstudy)을 적용하여 분류·동정을 수행

하였다.또한,항진균활성과 chitin분해능을 조사하여 생리 활성물질을 탐색하였

다.
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Ⅱ.재료 및 방법

1.시료 채취 및 방법

본 연구에서는 제주특별자치도 제주시 구좌읍 세화리 월랑봉 (다랑쉬 오름)근

방에 위치하고 있는 Jejuscoria채석장 (Fig.1)에서 적색 (red),갈색 (brown),적

갈색 (reddish-brown),황갈색 (yellow brown)및 흑색 (black)Jejuscoria를 색

상별로 채집하였다.Jejuscoria시료는 멸균된 폴리비닐 백에 담아 실험실로 옮겨

서 6시간 이내에 sample들을 처리하였다.

Fig.1.SamplingsiteofJejuscorianearDarangshioreum
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Fig.2.Scoriasamplesofdifferentcolorscollectedfrom layersofJejuscoria.

(A),redlayer;(B),brownlayer;(C),reddish-brownlayer;(D),yellow brown

layer;(E),blacklayer.

A

D E

B C
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2.분리 및 배양

2.1.Jejuscoria미생물의 선택적 분리 및 보존

2.1.1.연속희석법

각 시료 1g을 막자사발에 곱게 간 후 멸균된 증류수 10 ml에 현탁하여

rotamix(SLRM-1,SeouLinBioscience)으로 30분간 섞었다.현탁액은 멸균된 증

류수로 연속 희석하여 적정 최종 희석비가 10
-1
,10

-3
과 10

-5
이 되도록 희석액을

만들었다.희석액은 항진균제인 cyclohexamide(50μg/ml)를 포함한 빈영양고체배

지 (starchcaseinagar;SCA)와 육즙영양배지 (nutrientagar;NA)에 유리봉으

로 도말 한 후 30°C에서 2주간 배양하였다.

Fig3.SerialdilutionmethodforisolationofJejuscoriabacteria
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2.1.2.Stamping방법

시료 1g을 막자사발로 곱게 간 후 유리 페트리디쉬에 넣고 hood안에서 24시

간 건조시켰다. 직경이 14mm인 멸균된 마개를 이용하여 항진균제인

cyclohexamide(50μg/ml)를 포함한 빈영양고체배지 (SCA)와 영양배지 (ISP 2

medium;YEME)에 원을 그리면서 7-8회 찍은 후 30°C에서 3-7일간 배양하였

다.

Fig4.StampingmethodforisolationofJejuscoriabacteria
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Ingredients Amounts

Solublestarch 10g

Casein 0.3g

KNO3 2g

NaCl 2g

CaCO3 0.02g

KH2PO4 2g

MgSO4·7H2O 0.05g

FeSO4·7H2O 0.01g

Agar 18g

Cyclohexamide 50mg(50μg/ml)

Distilledwater 1L

Ingredients Amounts

Yeastextract 4g

Glucose 4g

Maltextract 10g

Agar 18g

Cyclohexamide 50mg(50μg/ml)

Distilledwater 1L

2.1.3.분리 배지

Table1.Compositionofstarch-caseinagar(SCA)

Table2.CompositionofISP2medium (YEME)
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Ingredients Amounts

Beefextract 3g

Peptone 5g

Agar 15g

Cyclohexamide 50mg(50μg/ml)

Distilledwater 1L

Table3.Compositionofnutrientagar(NA)

2.2.순수 배양체 확인 및 보관

연속 희석법과 stamping 방법으로 접종한 plate에서 각 colony를 선정하여

YEME에 2-3회 계대 배양하였다.순수 배양체는 배양상 특성을 기록한 후 20%

(v/v)글리세롤에 현탁하고 초저온 냉동고 (-70°C)에 보관하였다.

3.표현형질에 따른 특징

3.1.배양상 특징

일반세균들은 YEME에 3-5일 배양한 후 콜로니의 색상을 기록하였다.또한,일

부 균사 생성 방선균은 ISP4medium (Difco)에서도 7일 배양 후 포자의 색상

과 기균사 (substratemycelium)색상을 함께 기록하였다.

3.2.형태학적 특징

Plate에 배양된 콜로니를 증류수에 현탁시켜서 위상차 현미경 (AFX-IIA,

Nikon)과 광학 현미경 (ALPHAPHOT,Nikon)을 통해서 운동성과 형태를 확인하

였다.그람 양성균과 음성균을 구분하기 위하여 그람염색을 하였다.그람염색은

ColorGram 2kit(bioMérieux)을 이용하여 균체를 slideglass에 열고정,crystal
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violet으로 3분 염색 후 세척,Gram'siodine으로 3분간 고정 후 세척,95%

ethylalcohol로 탈색과 safranin으로 30초 대응염색하는 과정을 통해 수행하였다.

4.분자생물학적 방법

4.1.DNA의 분리 (1)

DNA분리는 WizardGenomicPurificationKit(Promega,USA)을 사용하여 분

리 하였다.Manual에 따라 plate에 배양된 균체를 면봉을 긁어서 50mM EDTA

용액 240μl에 현탁시킨 후 lysozyme(10mg/ml)60μl를 넣고 vortex하여 37°C

에 1시간 동안 배양 시켜서 세포벽을 용해 시켰다.Nucleilysis(NL)용액 300

μl넣고 80°C에서 5분간 배양 후 실온에서 3분간 정체 시켰다.RNaseA

(4mg/ml)를 3μl넣고 상하로 2-3번 섞어 37°C에서 1시간 배양 시켜서 RNA를

제거하였다.단백질 제거는 proteinprecipitationsolution(PPS)을 200μl넣고 30

초간 vortex시켰다.얼음속에 5-10분간 방치 후에 원심분리 (12,000rpm,5분)

하였다.상층액 600μl를 isopropanol600μl에 넣고 상하로 부드럽게 섞으면서

DNA가 감기는 것을 확인 하였다.그 후에 원심분리 (12,000rpm,30초)후에 상

층액을 버리고 70% ethanol로 2번 세척하였다.실온에서 건조 후에 침전된 양에

따라서 TEbuffer50-100μl를 넣고 실온에서 녹였다.1-2일 후에 DNA가 완전히

녹은 것을 확인한 후에 UV-VisSpectrophotometer(UVmini1240,Shamdzu)로

DNA농도를 측정하고 농도가 측정된 DNA는 4°C에 보관하였다.

4.2.DNA의 분리 (2)

WizardGenomicPurificationKit(Promega,USA)로 분리하기 힘든 균사생성

방선균이나 G+C 함량을 분석하기 위한 균주들은 액체배양을 통해서

chromosomalDNA를 추출하였다.YEME에 계대하여 단일 colony를 확인 한 후

YMGbroth(0.4% yeastextract,1% maltextract,0.4% glucose,pH 7.0)에 접

종하여 shakingincubater에서 3일간 배양하였다.무균대에서 오염확인 후에 배
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양액 10ml를 50mlfalcontube에 넣고 원심분리 (3,500rpm,10분)하고 상층액

제거 후 증류수로 1회 세척했다.세포벽을 용해시키기 위해 TEbuffer10ml를

넣고 lysozyme(Sigma)을 20-25mg첨가하여서 30°C에 1시간 반응시키면서 부

드럽게 섞어주었다.단백질 제거는 상층액 기준으로 EDTA (50mM),SDS

(0.5%)과 protenase(100μg/μl)를 넣고 55°C에서 4-10시간 배양하였다.DNA 추

출 및 침전을 위해서 phenol10ml를 넣고 부드럽게 흔든 후 원심분리 (3,500

rpm,15분)하였다.실온에 20분간 방치 후에 깨끗한 상층액 부분을 멸균된 tip으

로 50mlfalcon tube로 옮겼다.옮겨진 부피에 2배의 100% ethanol과 3M

sodium acetate(600μl/상층액 10ml)를 첨가하여 상하로 부드럽게 흔들어서 흰

색의 DNA를 확인하였다.끝이 짤린 tip을 이용해 흰색의 DNA를 1.5mltube에

옮긴 후 spin-down(12,000rpm,10초)하였다.세척을 위해 70% ethanol400μl를

첨가하여 상하로 2-3회 섞은 후 spin-down(12,000rpm,10초)하였다.상층액을

버리고 미니건조대에 뒤집어서 10분 정도 건조하여 ethanol을 제거한다.RNA를

제거하기 위해 TEbuffer1.4ml를 넣고 RNase(4mg/ml)을 10μl를 첨가하여 37

°C에서 1시간 배양하였다.재추출 및 정제를 위하여 1.5mltube에 700μl씩 분

주한 후 phenol600μl를 넣었다.상하로 흔든 후 microcentrifuge(MICRO17TR,

Hanilscience)에서 원심분리 (12,000rpm,5분)하였다.상층액 600μl를 새로운

1.5mltube에 넣고 chloroform:isoamylalchol(24:1)을 600μl넣고 상하로 섞은

후 원심분리 (12,000rpm,5분)하는 과정을 2회 반복하였다.상층액 400μl를 새로

운 1.5mltube에 넣고 100% ethanol800μl과 3M sodium acetate24μl를 넣고 상

하로 2-3회 흔든 후 원심분리 (12,000rpm, 30초)한다.상층액을 버린 후 70%

ethanol400μl를 첨가하여 2-3회 섞은 후 원심분리 (12,000rpm,30초)하여 세척

하였다.상층액을 버린 후 미니 건조대에 30분-1시간 건조하여 ethanol을 제거한

후 침전된 양에 따라 TEbuffer100μl기준으로 첨가하여 DNA를 상온에서 녹였

다. 1-2일 후에 DNA가 완전히 녹은 것을 확인한 후에 UV-Vis

Spectrophotometer(UVmini1240,Shamdzu)로 DNA농도를 측정하였다.

4.3.RepetitiveDNA증폭 (Rep-PCR)및 분석
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Repetitive DNA 증폭에 이용된 oligonucleotide primer는 BOX A1R

(5'-CTACGGCAAGGCGACGCTGACG-3')을 단일 primer로 사용하였다.추출된

DNA (50ng) 1μl,BOX A1R (100pmol/μl) primer 0.3μl,dNTP mixture

(Promega,각 10mM) 0.9μl,DyNAzyme (Finnzymes,2.5U/μl) 1.0μl,10X

DyNAzymebuffer3.0μl,H2O 23.8μl를 0.2mlPCR tube에 넣고 잘 혼합한 후

95°C에서 7분간 반응한 다음 95°C에서 denaturation1분,52°C에서 annealing

1분,65 °C에서 extention 8분을 30회 반복하고,65 °C에서 16분간 final

extention의 조건으로 PCR(GeneAmp27200,AppliedBiosystems)반응을 실시

하였다.PCR 증폭산물은 0.8% agarose gel에서 전기영동 (Powerpac Basic,

Bio-Rad)하여 확인 하였다.Rep-PCR product의 전기영동 (Buffer-circulated

system)은 2.0% agarosegel을 사용하였고 10°C에서 70V,18시간 동안 수행하

였다.DNA marker는 1kbBenchTopladder (Promega)를 사용하였다.염색은

ethidium bromide(10mg/ml)100μl를 1XTAEbuffer1L에 넣고 10분간 염색하

였다.염색한 겔은 UV 상에서 디지털 카메라 (C-3020zoom,Olympus)를 가지

고 촬영하여 균주 각각에 고유한 DNA fingerprint를 얻었다.겔 이미지는

BioNumerics(ver3.0;AppliedMaths,Belgium)프로그램을 통해 DNA band

pattern을 비교 분석하고 UPGMA형태의 dendrogram을 작성하였다(Fig.5).

Fig.5.MethodofRep-PCRgenomicDNAfingerprinting
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4.4.16SrRNA유전자 증폭

16S rRNA 유전자 증폭에 이용된 primer는 27F (E.colinumbering 8-27;

5'-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3')primer와 1492R (E.colinumbering

1492-1511;5'-AAGGAGGTGATCCAGCCGC-3')primer를 사용하였다.추출된

DNA (50ng)1μl에 27forwardprimer(100pmol/μl)0.5μl,1492reverseprimer

(100pmol/μl)0.5μl,dNTP mixture(Takara,각 2.5mM)4.0μl,GoTaqDNA

polymerase(Promega,5U/μl)0.25μl,5X ColorlessGoTaqbuffer10.0μl,H2O

33.75μl를 0.2mlPCRtube에 넣고 잘 혼합한 후 95°C에서 5분간 반응한 다음

94°C에서 denaturation1분,55°C에서 annealing1분,72°C에서 extention3분

을 30번 반복하고,72°C에서 20분간 finalextention의 조건으로 PCR(GeneAmp

27200,AppliedBiosystems)반응을 실시하였다.PCR 증폭산물은 0.8% agarose

gel에서 전기영동 (PowerpacBasic,Bio-Rad)하여 확인 하였다.

4.5.16SrDNAPCR증폭산물의 정제 및 농도 측정

PCR 증폭산물의 정제는 WizardPCR PrepsDNA Purification System Kit

(Promega)을 사용해서 정제 하였다.Protocol에 따라서 1.5mltube에 direct

purificationbuffer를 100μl넣고 PCR증폭산물을 첨가하여 vortex하였다.여기

에 resin 1ml를 첨가한 후 1분 이내에 3번 vortex 하였다.Mini-column과

syringebarrel을 연결 한 후 vacuum manifold(Promega)에 삽입하였다.Resin

과 PCR증폭산물 혼합물을 syringebarrel에 첨가한 후 aspirator(Jeiotech)를

이용하여 용액을 빼내었다.80% isopropanol2ml을 넣고 1회 세척하고 syringe

barrel를 제거한 후 새로운 1.5 mltube에 mini-column을 넣고 원심분리

(12,000rpm,2분)하였다.하층액을 버린 후 새로운 1.5mltube에 mini-column

을 넣고 증류수 20-40μl를 넣고 20분간 상온에서 기다렸다.원심분리 (12,000

rpm,20초)후에 하층액을 새로운 1.5mltube에 넣고 -20°C에서 임시 보관하였

다.정제된 PCR증폭산물은 50배 희석 후 UV-VisSpectrophotometer(UVmini

1240,Shamdzu)으로 농도를 측정하였다.
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4.6.염기서열 분석 및 계통학적 분석

정제된 16S rRNA 유전자는 마크로젠에 의뢰하여 ABI Prism BigDye

TerminatorcycleSequencingkit와 automaticDNA sequencer(model3730xl)

를 이용하여 유전자의 염기서열을 결정하였다.결정된 16SrRNA 유전자 염기서

열은 BLAST (BasicLocalAlignmentSearchTool)searchprogram을 이용하

여 NCBI(NationalCenterforBiotechnologyInformation)의 Genbankdatabase

의 유사한 염기서열을 비교하여 가장 근연속이나 종으로 나타나는 서열을 확인

하였다.본 연구에 의해서 결정된 염기서열과 database에서 회수된 표준 미생물

염기서열은 PHYLIPprogram (ver3.5c;Felsenstein,1993)에 포함된 ClustalX

multiplealignment로 정렬하였다.진화적 거리는 JukesandCantor(1969)방법

을 이용하여 계산하고 neighbor-joining방법 (SaitouandNei,1987)을 이용하여

계통수를 작성하였다.Tree topology의 신뢰성을 평가하기 위하여 1000회의

replication을 적용한 bootstrap분석 (Felsenstein,1993)을 하였다.50% 이상의

bootstrap값을 계통수의 node에 나타냈다.또한,JukeandCantor(1969)방법을

이용해서 계산한 진화적 거리를 다음 식에 대입하여 염기서열 유사도를 구하였

다.

Sequencesimilarity(%)={3/4xexp(-4/3xdistance)+1/4}x100

5.생리활성 물질 탐색

5.1.키틴 (Chitin)분해능 탐색

Colloidalchitin제조를 위해 15g의 chitin(Sigma)을 35% HCl150ml에 현탁

시켜 4°C에 24시간 방치하였다.거즈로 여과하여 액상을 추출하였다.증류수

1.5L를 넣은 후 4°C에 12시간 방치하여 colloidalchitin을 침천시켰고 상층액을

버린 후 4°C의 증류수 2L로 pH 5.0이상이 되도록 반복하여 세척하여 침전시켰

다.최종 침전시킨 후 aspirator로 상층액을 제거하고 남은 하층액은 공기중에 말

렸다.키틴 분해 배지는 0.12% colloidalchitin 함유된 배지 (Chitin-Yeast
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extractagar;CY medium)를 사용하였다. CY medium은 0.7% K2HPO4,0.2%

KH2PO4,0.1% (NH4)2SO4,0.01% MgSO4·7H2O,0.05% sodium citrate,0.1%

yeastextract와 0.12% colloidalchitin을 넣고 pH 7.0으로 조정 후 1.5% agar을

넣어 제조하였다.고체 평판배지인 CY medium에 분리한 균주들을 20μl접종하

여 30°C에서 3주간 배양 후 균체 주위에 생성된 투명환의 유무로서 chitinase

생성능을 확인하였다.

5.2.항진균활성 탐색

위에서 분리한 균주들은 YEME에 점 접종하여 3-5일간 배양하였다.억제환의

생성 여부 및 환의 크기를 측정하기 위하여 0.3% topagar을 사용하였다.0.3%

topagar는 육즙영양배지 (nutrientbroth;peptone5g,beefextract3g,증류수

1000ml)를 50ml분주한 후 0.3% agar(Difco)를 넣고 습윤멸균 하였다.멸균

후 상온에서 50°C까지 식혔다.590nm에서 흡광도가 0.9로 조정된 시험 균주인

Penicillum italicum 1ml를 넣은 후 무균대에서 잘 섞고 위에서 점 접종한 plate

에 골고루 퍼지게 부었다.30°C에서 2-3일 경과 후 점 점종 주위에 억제환의

생성 여부를 관찰하여 기록하였다.

6.신종의 다상적 분류 및 동정

6.1.세포형태 관찰

미생물의 형태 및 운동성은 광학현미경,위상차 현미경과 투과 전자 현미경

(TransmissionElectronMicroscope;TEM)을 이용하여 관찰 하였다.균사생성

방선균의 포자 형태 및 배열은 주사 전자현미경 (ScanningElectronMicroscope

;SEM)을 이용하여 관찰하였다.

6.1.1.투과 전자 현미경 (TEM)을 이용한 관찰
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시료의 제작을 위해 깨끗한 슬라이드 글라스를 0.5% formvar용액 (0.5g/100ml

chloroform)에 살짝 담궜다.공기 중에 말린 후 면도칼로 슬라이드 글라스 세 방

향을 긁어준 후 물 위에 수직으로 세워서 지지막을 띠웠다.Grid를 지지막에 올

리고 코팅된 paper에 붙여 실온에서 24시간 건조시켰다.현미경 관찰을 위하여

음성염색 (negativestaining)을 하였다.플레이트에서 배양된 균체를 증류수에

현탁시킨 후 parafilm에 20μl떨어뜨렸다.지지막이 입혀진 grid를 떨어뜨린 후 2

분간 놓았다.2% PTA (phosphotungsticacid,pH 7.0)를 가지고 10초간 염색시

켰다.증류수로 세척 후 TEM (JEM-1200EXII,JEOL)holder에 넣고 관찰하였

다.

6.1.2.주사 전자 현미경 (SEM)을 이용한 관찰

균사 생성 방선균은 SEM을 이용하여 포자의 형태를 관찰하였다.배지는 ISP2,

3,4,5,6과 7medium (ShirlingandGottlieb,1966)및 oatmeal-nitrateagar

(Prauserand Bergholz,1974)에 30°C,14-30일간 배양하였다.1% osmium

tetroxide를 가지고 1시간 동안 고정한 후 날카로운 면도칼로 균체가 붙어 있는

agarblock(lmm
3
)을 잘랐다.25%,50%,75%,95%,100% ethanol과 25%,50%,

75%,100% isoamylacetate를 20분씩 차례로 탈수시켰다.탈수된 시료는 CPD

(criticalpointdryer)를 이용하여 건조시켰고 시료는 stub에 올려놓고 Osmium

PlasmaCoater(OPC80T,FILGEN)를 이용하여 100초간 금박 (Au)으로 코팅

(coating)한 후 SEM (JSM-6700F,JEOL)holder에 놓고 관찰하였다.

6.2.Oxidase,catalase활성 및 생리·생화학적 특성 분석

Oxidase활성은 1% (w/v)tetramethyl-ρ-phenylenediamine용액을 colony에

떨어뜨린 후 10-15초 이내에 보라색 (purple)으로 변하면 양성 (positive)로 기록

하였다.Catalase활성은 3% (v/v)H2O2를 colony에 떨어뜨렸을 때 기포가 발생

하는 것을 양성 (positive)으로 판단하였다.

생리적 특성은 배지,온도 (4,10,20,30,37와 42°C),pH 생장범위 (4.1-12.1),
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NaCl내성 (0-12%,v/v)을 측정하였고 생화학적 특성은 APIKitZYM과 20E

(bioMérieux,France)를 이용하였다.탄소원 이용능은 ISP9medium (Shirling

andGottileb,1966)을 이용하였다.각각 filter멸균된 탄수화물 (carbohydrate)과

알코올 (alcohols)들은 최종 농도가 1% (w/v)되도록 하고 유기산 (organicacid)

들은 0.1% (w/v)되도록 하였다.접종원은 YMG broth에서 30°C,5일간 배양

후 멸균된 증류수로 2-3차례 세척하여 사용하였다.대조구 (control)와 생장 정도

를 비교하여 탄소원 이용여부를 결정하였다.분해능은 0.4% hypoxanthine,0.4%

xanthine,0.5% DL-tyrosine,1.0% casein(skim milk),0.5% chitin,0.4% elastin

과 0.5% CM-cellulose(Gordonetal.,1974;MacFaddin,1980)을 이용하였다.

6.3.화학적 특성 분석

6.3.1.G+C함량 결정

DNA의 G+C함량의 결정은 Mesbahetal.(1989)에 기술된 방법에 따라 분석하

였다.시료 준비를 위하여 DNA 용액 25μl(2-25μg)을 5분간 가열 후 재빨리 얼

음 속에 담궜다.여기에 30mM sodium acetatebuffer(pH 5.3)5μl,20mM

ZnSO45μl,NucleaseP1(USBiological)용액 5μl을 넣고 37°C에 2시간 반응

시켰다.에스테르 (ester)결합을 깨기 위해 0.1M glycine/NaOH buffer(pH

10.4)5μl,alkalinephosphatase(Roche)용액 5μl을 넣고 37°C,6시간 반응시켰

다.원심분리 (12,000rpm,1분)후에 용액 중 상층액 60μl을 vial에 넣고 역상 컬

럼 (Supelcosil
TM

LC-18-S, Supelco)을 이용하여 HPLC (Spectrasystem,

Spectra-PhysicsCo.)로 분석하였다.이동상 전개 용매는 0.03M NH4H2PO4(pH

5.3)buffer:methanol=97.5:2.5혼합액을 filter여과 후 사용하였다.G+C함

량은 분석하여 나온 히스토그램 면적의 값을 다음 식에 넣어서 평균값을 구하였

다.

(G+C)mol% ={1/(1+dA/dG)x100+1/(1+dT/dC)x100}/2
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6.3.2.Diaminopimelicacid(DAP)분석

Peptidoglycan에 존재하는 diaminopimelicacid(DAP)의 형태 (form)를 결정하

기 위하여 StaneckandRobert(1974)방법을 따랐다.동결건조 균체 30mg을

screw captube에 넣고 6NHCl1ml를 첨가한 후 100°C,18시간동안 가수분해

(hydrolysis) 시켰다. 원심분리 (12,000 rpm, 5분) 후에 상층액을 rotary

evaporater에서 건조시켰다.증류수로 2-3회 세척하고 1.5mltube에 옮긴 후 1N

NaOH로 pH 7.0으로 조정하였다.CelluloseHPTLC plate(Merck)에 standard

와 함께 점적하여 전개용매 (methanol:water:6N HCl:pyridine=80:26:

4 :10)로 포화된 chamber에 넣고 전개시켰다.공기 중에서 말린 후 0.2%

ninhydrin용액 (0.2gninhydrin/100mlwater-saturatedbutanol)을 뿌렸다.plate

를 100°C에서 5분간 가열한 후 isomer(LL-,meso-또는 3-OH)form를 검출

하였다. 표준부품 (standard)으로 L-ornithine (sigma), L-lysine (sigma),

L-2,4-diaminobutyric acid (sigma),LL-DAP (sigma) 그리고 meso-DAP

(sigma)를 증류수에 현탁시켜서 사용하였다.

6.3.3.Whole-cellsugar분석

세포벽의 특징적인 sugar분석은 StaneckandRobert(1974)방법을 따라 수행

하였다.동결 건조 균체 30mg을 15mltube에 넣고 0.5M HCl1ml을 첨가 후

tube를 parafilm으로 감싸서 습윤멸균 (120°C,15분)하였다.원심분리 (3000

rpm,10분)후 상층액을 새로운 15mltube에 옮겨서 12M ammonia용액 200μl

과 2-octanol을 5μl첨가 하였다.여기에 sodium borohydride용액 (100mg/3M

ammonia1ml)을 200μl첨가하고 vortex후 40°C,1시간 동안 반응 시켰다.

Gacialaceticacid200μl을 첨가하여 반응물을 산화시키고 산화된 반응 혼합액

중 200μl를 새로운 tube에 옮겼다.n-methyl-imidazole300μl와 aceticanhydride

2ml를 첨가하여 vortex하였다.실온에 식힌 후 증류수 5ml와 dichloromethane

1ml를 첨가하여 vortex후 원심분리 (3000rpm,10분)하였다.Aspirator로 상층

액 제거하고 하층액을 1.5mltube에 넣고 Centravac(VS-802,vison)으로 진공
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건조하였다.건조된 시료는 dichloromethane50μl에 녹인 후 원심분리 (12,000

rpm,5분)하였다.상층액을 vial속에 옮긴 후 SP
TM
-2380Capillary column

(30m x 0.53mm x 0.2μm,Supelco)이 장착된 Gas chromatograph (6850,

Agilent)에서 분석하였다.표준부품 (standard)은 L-rhamnose(sigma),D-ribose

(sigma), D-arabinose (sigma), D-xylose (sigma), D-mannose (sigma),

D-galactose(sigma)및 D-glucose(sigma)를 dichloromethane에 녹여서 사용하

였다.

6.3.4.Menaquinone(MK)및 polarlipid분석

원핵세균 세포막의 전자전달계 성분인 menaquinone추출은 Collins(1985)방법

을 이용하였다.동결건조 균체 50mg을 15mltube에 넣고 M1용액 (methanol

:0.3% NaCl=100:10,v/v)2ml와 petroleum ether2ml첨가 후 vortex하

였다.Tube회전기 (rotamix)에 넣고 60rpm,30분간 혼합시킨 후 원심분리

(3000rpm,5분)하였다.상층액을 1.5mltube에 넣고 진공 건조시켰다.남아 있

는 하층액에 petroleum ether1ml를 넣고 30분간 혼합 시킨 후 원심분리 (3000

rpm,5분)하였다.상층액을 앞에서 추출한 tube에 넣고 건조 시켰다.건조된 시

료는 용액 (chloroform :methanol=2:1,v/v)에 녹인 후 상층액을 ODS

hypersil column (Thermo)이 창착된 HPLC (Spectra)로 분석하였다

(Kroppenstedt,1985).전개 용매는 Acetonitril(Merck) :Tetrahydrofuran

(Jensei)=7:3용액을 사용하였다.동정을 위해서 기존에 분석을 통해서 알려

진 관련 종들을 함께 추출하여 분석하였다.

Polarlipid추출을 위해서 menaquinone추출 후 남아 있는 하층액을 100°C,5

분간 가열하였다.실온에서 식힌 후 L1용액 (chloroform :methnol:3% NaCl

=90:100:30,v/v/v)2.3ml첨가 하여 vortex후 tube회전기에서 1시간 혼

합하였다.원심분리 (3000rpm,5분)후 상층액을 새로운 15mltube에 옮긴다.

남은 하층액에 L2용액 (chloroform :methnol:3% NaCl=50:100:40,

v/v/v)0.75ml넣고 vortex 후 tube회전기에서 30분간 혼합하였다.원심분리

(3000rpm,5분)후 상층액을 앞의 tube에 옮겼다.L3용액 (0.3% NaCl)1.3ml



- 21 -

과 L4용액 (chloroform)1.3ml넣고 vortex한 후 원심분리 (3000rpm,5분)하

였다.Aspirator로 상층액을 제거하고 남은 하층액을 1.5mltube에 옮기고 진공

건조기에서 열을 가하여 건조 시켰다(Minnikinetal.,1977).건조된 시료는 용

액 (chloroform :methanol=2:1,v/v)에 녹인 후 2D TLC(silicagelplate,

Merck)로 분석하였다.전개액 A (chloroform :methanol:water=65:25:4,

v/v/v)로 1차 전개 시켜서 공기중에 건조 후 전개액 B(chloroform :aceticacid

:methanol:water=80:1512:4,v/v/v/v)를 이용하여 전개 시켰다.검출은

0.2% ninhydrin reagent 와 zinzade reagent를 가지고 동정하였다.0.2%

ninhydrinreagent는 아미노기 (-NH2)를 포함하는 lipid를 검출하기 위한 발색 시

약으로 뿌려서 보라색 (purple)을 띠면 ninhydrin에 positive한 lipid를 검출할 수

있다.Zinzadereagent는 모든 phospholipid를 검출하기 위한 시약으로 뿌렸을 때

파란색 (blue)색상을 띠면 positive한 것으로 판단하였다.표준부품 (standard)으

로 diphosphatidylglycerol (sigma), phosphatidylcholine (sigma),

phosphatidylethnolamine (sigma), phosphatidylglycerol (sigma) 및

phosphatidylinositol(sigma)를 사용하였다.

6.3.5.Fattyacid분석

균사 생성 방선균은 표준 균주와 함께 동일한 배지,시간 그리고 온도에서 배양

한 후 alkalinemethanolysis방법 (Minnikinetal.,1984)으로 fattyacidmethyl

esters(FAMEs)를 제조 및 추출하였다.건조 균체 50mg을 15mltube에 넣고

15% (v/v)tetrabutylammonium hydroxide(TBAH)2ml을 첨가하여 75°C,3

시간 가열 후 상온에서 20분간 방치하였다.Iodomethane (Aldrich) 25μl과

dichloromethane(Jensei)2ml첨가하여 tuberotator에서 1시간 혼합한 후 원심

분리 (3000rpm,5분)하였다.Aspirator로 상층액을 제거 한 후 하층액에 6%

aqueousHCl2ml와 증류수 2ml를 첨가하여 vortex하였다.원심분리 (3000

rpm,5분)후 aspirator로 상층액을 제거 하였다.남은 하층액은 1.5mltube에

옮겨서 진공건조 시켰고 분석 전에 hexane에 녹인 후 사용하였다.

일반 세균은 MIDI표준 방법으로 Fattyacidmethylesters(FAMEs)를 제조
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및 추출하였다.표준 균주와 함께 동일한 조건으로 고체 배지에 배양한 후 면봉

을 이용하여 250mg정도의 균체를 15mltube에 넣는다.Saponification을 위해

서 reagent1용액 (sodium hydroxide9.0g,methanol50ml,증류수 50ml)1

ml를 첨가하여 5-10초간 vortex한 후 100°C에서 5분간 중탕한 다음 다시

vortex(5-10초)한 후 100°C에서 25분간 중탕하였다. Methlylation은 첫 번째

단계 산물에 reagent2(6N HCl52.0ml,methanol44.0ml)를 2ml를 첨가하여

vortex(5-10초)후 80°C에서 25분간 중탕한 후 급냉 시켰다.Extraction은 두

번째 산물에 reagent3(hexane50.0ml,methyl-tertbutylether50.0ml)을

1.25ml넣고 10분간 혼합하여 하층액을 제거하였다.마지막으로 basewash단

계는 세 번째 산물에 reagent4(sodium hydroxide1.2g,증류수 100.0ml)를 3

ml을 첨가하여 5분간 혼합하여 원심분리 (2000rpm,5분)하였다.상층액 (유기

용매층)을 GCsamplevial로 옮긴 후 분석 전까지 4°C에 보관 하였다.

위 두 가지 방법으로 추출한 FAMEs는 미생물 분류동정장치 (HP5890II&

MIDI,Hewlett-Packard.Co.)로 분석하였다.

6.3.6.DNA-DNAhybridization

DNA-DNA homology 측정은 독일의 DSMZ (Deutsche Sammlung von

MikroorganismenundZellkulturenGmbH)에 의뢰하여 분석하였다.DNA-DNA

잡종화 실험을 위한 genomicDNA는 Frenchpresscell(ThermoSpectroni)을

가지고 분리하였고 hydroxyapatite에서 chromatography로 정제했다(Cashionet

al.,1977).DNA-DNA hybridization은 Hussetal.(1983)의 방법을 바탕으로 변

형된 DeLeyetal.(1970)방법에 의해서 수행되었다.그 값이 70% 미만일 때는

새로운 bacteria의 종 (species)으로 보고 될 수 있다(Wayneetal.,1987).
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Sample ColorofJejuscoria Medium CFU/g No.ofisolates

A Red SCA 9.90X10
3

32

NA 6.50X10
3

B Brown SCA 3.10X103 25

NA 1.02X10
4

C Reddish-brown SCA 1.99X10
4

6

NA 1.64X10
4

D Yellow brown SCA 1.87X10
4

30

NA 1.46X10
4

E Black SCA 4.10X103 7

NA 1.35X10
3

Ⅲ.결과 및 고찰

1.Jejuscoria미생물의 순수 분리

1.1.평판배양법에 의한 세균수 측정

평판배지에 적정한 희석비의 현탁액을 떨어뜨려서 도말한 후 생장한 단일

colony의 수를 세는 것을 생균수 측정법 또는 평판배양법이라고 한다.평판배지

에 나타난 적정 콜로니 수는 30-300개이다.

일반적으로 bacteria는 토양 1g당 10
6
정도의 CFU/g을 보인다.그러나, 분리한

Jejuscoria의 모든 시료에서 10
3
-10

4
의 CFU/g를 보였고 특히, 시료 C

(reddish-browncolored)와 시료 E (blackcolored)에서는 colony색상에 따른

diversity가 훨씬 낮게 관찰 되었다.한편,배지에 의한 colony의 수는 크게 차이

가 나지 않았다(Table4).

Table4.Colonyformingunitpergram (CFU/g)ofJejuscoriasampleson

solidmedium
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1.2.분리균주의 배양상 특성

5개의 scoria색상에서 분리된 배양 가능한 미생물 총 100균주가 분리되었다.

분리 균주들의 colony의 색소는 ISP2medium에서 yellow,orange,cream,pink

또는 brown등으로 다양하게 나타났으며 그람양성균은 63균주이고 그람음성균

은 37균주로 그람양성균이 다소 많게 분포하는 것으로 나타났다.시료별로 보면

A시료 (red)과 B시료 (brown)에서는 그람양성균 80% 이상 차지하는 것으로 나

타난 반면, D시료 (yellow brown)에서는 그람양성균이 66%로 다소 높게 분포

하는 것이 관찰되었다.나머지 C시료 (reddish-brown)과 E시료 (black)에서는 분

리된 균주수가 작지만 거의 동일하게 그람양성균과 음성균이 분포하였다.운동성

실험에서는 총 84균주 중에서 47균주가 운동성을 나타내었다.나머지 16균주는

Steptomyces를 포함하는 균사생성 방선균이므로 측정하지 않았다.균주의 형태

는 간균 (rod-shaped)이 70균주가 관찰되었고 구균 (coccus)이 14균주가 관찰되

었다.균사를 생성하는 16개의 균주는 coverglass를 덮은 후 위상차 현미경으로

관찰하였다.포자사슬의 형태는 직쇄 형 (rectiflexibile),갈고리 형 (hooked)및

방사형 (spiral)을 띠었다.4개의 균주는 포자가 생성이 되지 않고 단지 기균사

(substratemycelium)만 관찰되었다(Table5-9).
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No. StrainNo. Gram stain ColorofcolonyonISP2medium Morphology Motility

1 Sco-A01 P Cream R +

2 Sco-A02 P Cream R +

3 Sco-A03 P Cream R +

4 Sco-A04 P Cream R +

5 Sco-A05 P Cream C +

6 Sco-A06 P Cream R -

7 Sco-A07 P Cream R -

8 Sco-A08 P Yellow R -

9 Sco-A09 N Vividgreenish-yellow C +

10 Sco-A10 N Vivid-pink R -

11 Sco-A11 P Cream R -

12 Sco-A12 P Cream R -

13 Sco-A15 P Cream R -

14 Sco-A16 P Light-yellow R +

15 Sco-A17 P Brilliantorange-yellow R +

16 Sco-A18 P Brilliantgreenish-yellow R +

17 Sco-A19 P Cream R -

18 Sco-A20 P Cream R -

19 Sco-A21 P Cream C -

20 Sco-A22 P Brilliantgreenish-yellow R -

21 Sco-A23 P Cream R -

22 Sco-A24 N Cream R +

23 Sco-A25 P Strong-yellow R -

24 Sco-A26 N Brilliant-yellow R +

25 Sco-A27 N Vivid-pink R +

26 Sco-A28 P White/vividorange-yellow onlySM Nd

27 Sco-A29 P Noneorwhite/green Hook Nd

28 Sco-A30 P Noneorwhite/green onlySM Nd

29 Sco-A31 P Noneorwhite/green Spiralorhooked Nd

30 Sco-A34 P Cream R -

31 Sco-A35 N Light-yellow R +

32 Sco-A36 P Vivid-yellow C -

Table5.PhenotypiccharacteristicsofJejuscoriaA(redcolored)strains

P,Gram-positive;N,Gram-negative;R,rod-shaped;C,coccus;S/SM,spore/substratemycelium
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No. StrainNo. Gram stain ColorofcolonyonISP2medium Morphology Motility

1 Sco-B01 P Pinkorgray/oliveblack Hooked Nd

2 Sco-B02 P Pink/strongorange-yellow Rf Nd

3 Sco-B03 P Gray/oliveblack Rf Nd

4 Sco-B04 P Noneorwhite/deep-yellow Rf Nd

5 Sco-B05 P White/deep-yellow Rf Nd

6 Sco-B06 P Light-yellow R -

7 Sco-B07 P Brilliant-yellow C +

8 Sco-B08 P Vividorange-yellow R -

9 Sco-B09 P Brilliant-yellow R +

10 Sco-B10 P Vivid-yellow R -

11 Sco-B11 P Brilliantgreenish-yellow R +

12 Sco-B12 N Yellow R +

13 Sco-B13 P Gray/oliveblack Hookedorspiral Nd

14 Sco-B14 P Brown OnlySM Nd

15 Sco-B15 P Deep-yellow Rf Nd

16 Sco-B16 P Cream R -

17 Sco-B17 N Cream R +

18 Sco-B18 N Vividgreenish-yellow R +

19 Sco-B19 P Brilliant-yellow R +

20 Sco-B20 P Deep-yellow OnlySM Nd

21 Sco-B21 P Vividorange-yellow R +

22 Sco-B22 P Brilliant-yellow C +

23 Sco-B23 P Cream R +

24 Sco-B24 P None/lightyellow Rf Nd

25 Sco-B25 P Grayorpink/olive black Rf Nd

Table6.PhenotypiccharacteristicsofJejuscoriaB(browncolored)strains

P,Gram-positive;N,Gram-negative;R,rod-shaped;C,coccus;Rf,rectiflexibile;S/SM,spore/substratemycelium;Nd,notdetermined
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No. StrainNo. Gram stain ColorofcolonyonISP2medium Morphology Motility

1 Sco-C01 P Paleorange-yellow C -

2 Sco-C02 N Cream R -

3 Sco-C03 N Light-yellow C +

4 Sco-C04 P Paleyellow R +

5 Sco-C05 P Vividgreenish-yellow C +

6 Sco-C06 N Strongyellowish-pink R -

Table7.PhenotypiccharacteristicsofJejuscoriaC (reddish-browncolored)

strains

P,Gram-positive;N,Gram-negative;R,rod-shaped;C,coccus;Nd;notdetermined
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No. StrainNo. Gram stain ColorofcolonyonISP2medium Morphology Motility

1 Sco-D01 P Vivid-yellow C -

2 Sco-D02 P Brilliant-yellow C -

3 Sco-D03 P Brilliant-yellow C -

4 Sco-D04 P Vivid-yellow R +

5 Sco-D05 N Vividorange-yellow R +

6 Sco-D06 P Vivid-yellow R -

7 Sco-D07 N Vivid-yellow R +

8 Sco-D08 N Vivid-oragne R +

9 Sco-D09 N Brilliant-yellow R +

10 Sco-D10 N Vivid-orange R +

11 Sco-D11 N Light-yellow R -

12 Sco-D12 P Deepred-orange R -

13 Sco-D13 N Light-pink R -

14 Sco-D14 P WhiteorGray/pale-yellow Rf Nd

15 Sco-D15 N Light-yellow R +

16 Sco-D16 N Light-yellow R +

17 Sco-D17 N Strong-yellow R +

18 Sco-D18 N Strong-yellow R +

19 Sco-D19 N Vividorange-yellow R -

20 Sco-D20 N Vividorange-yellow R -

21 Sco-D21 P Cream R -

22 Sco-D22 N Moderate-yellow R +

23 Sco-D23 N Moderate-yellow R +

24 Sco-D24 N Strongyellow R +

25 Sco-D25 P Light-brown R -

26 Sco-D26 N Pale-yellow R +

27 Sco-D27 N Light-pink R -

28 Sco-D28 N Light-pink R -

29 Sco-D29 P Strong-yellow R +

30 Sco-D30 N Light-yellow R +

Table8.PhenotypiccharacteristicsofJejuscoriaD (yellow browncolored)

strains

P,Gram-positive;N,Gram-negative;R,rod-shaped;C,coccus;Rf,rectiflexibile;S/SM,spore/substratemycelium;Nd,notdetermined
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No. StrainNo. Gram stain ColorofcolonyonISP2medium Morphology Motility

1 Sco-E01 N Cream R -

2 Sco-E02 N Brilliant-yellow R -

3 Sco-E03 N Deep-orange R +

4 Sco-E04 N Vivid-yellow R +

5 Sco-E05 N Moderate-yellow C +

6 Sco-E06 P Deep-orange R +

7 Sco-E07 P Light-yellow C +

Table9.PhenotypiccharacteristicsofJejuscoriaE(blackcolored)strains

P,Gram-positive;N,Gram-negative;R,rod-shaped;C,coccus;Nd;notdetermined
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2.Rep-PCR을 이용한 Jejuscoria내 세균군집의 계통학적 해석

2.1.Rep-PCRpattern의 분석

본 연구에서는 색상이 다른 Jejuscoria에서부터 분리한 균주들의 DNA를 16S

rRNA 유전자 염기서열 분석 전에 신속하게 전체적인 bacteria의 유전학적인 다

양성을 파악하기 위해 Rep-PCR을 수행하였다.각 균주에서 분리한 DNA를

BOX A1R (5'-CTACGGCAAGGCGACGCTGACG-3')primer를 이용하여 PCR

을 한 후 DNA fingerprinting을 얻었다.얻은 이미지는 BioNumerics(ver3.0;

AppliedMaths,Belgium)를 통해 DNA bandpattern을 비교 분석하고 미생물

계통분류학적 차이 및 군집 다양성을 검토하였다.각 균주들의 pattern분석을

통해 UPGMA형태의 dendrogram을 작성하였고 유사도를 확인 하였다.유사도

65% 이상의 수준에서 grouping한 결과,붉은색 (A;red)에서 분리된 총 33균주

들은 28Rep-group(Fig.6),갈색 (B;brown)에서 분리된 총 25균주들은 21

Rep-group(Fig.7),적갈색 (C;reddish-brown)에서 분리된 총 6균주들은 6

Rep-group(Fig.8),황갈색 (D;yellow brown)에서 분리된 총 30균주들은 22

Rep-group(Fig.9),그리고 검정색 (E;black)에서 분리된 총 7균주들은 6개의

서로 다른 Rep-group으로 분류되었다 (Fig.10).Scoria에서 분리된 총 100균주

들은 bandpattern유사도 65% 이상에서 79개의 Rep-group으로 분류되었다(Fig.

11).
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Fig.6.Dendrogram ofRep-PCR DNA fingerprints ofJejuscoria A (red

colored)bacteria
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Fig.7.Dendrogram ofRep-PCR DNA fingerprintsofJejuscoriaB (brown

colored)bacteria
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Fig. 8. Dendrogram of Rep-PCR DNA fingerprints of Jejuscoria C

(reddish-browncolored)bacteria
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Fig.9.Dendrogram ofRep-PCR DNA fingerprintsofJejuscoriaD (yellow

browncolored)bacteria
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Fig.10.Dendrogram ofRep-PCR DNA fingerprintsofJejuscoriaE (black

colored)bacteria
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3.Rep-PCR대표 strain의 16SrDNA염기서열 해석

3.1.JejuscoriaA(redcolored)내 세균군집의 계통학적 특성

붉은색 (red)Jejuscoria에서 분리한 32개의 균주들 중에서 대표 균주들을 부분

염기서열 분석한 결과 Actinobacteria,Fimicutes와 Proteobacteria의 3개의 문

(phylum)이 확인 되었다. Proteobacteria에는 α-Proteobacteria 와 β

-Proteobacteria 2개의 강(class)을 보였다. Actinobacteria (phylum)/

Actinobacteria (class)/ Actinomycetales (order) 에는 Corynebacterineae,

Micrococcineae, Propionibacterineae 와 Streptomycineae의 4개의 아목

(suborder)를 나타내었다.다시,Corynebacterineae에는 Nocardiaceae(family)/

Nocardia (genus)에 1균주 (A28)를 나타내었다.A28은 균사생성 방선균인

NocardianiigatensisIFM 0833
T
(AB092565) 와 98.9%의 16S rRNA 유전자

염기서열 유사도를 보였다.

Micrococcineae에는 Intrasporangiaceae(family)/Terrabacter(genus)에 1균

주 (A15)와 Micrococcaceae (family)/Arthrobacter(genus)에 15균주 (A01,

A02,A03,A04,A05,A06,A07,A17,A18,A19,A20,A21,A22,A23과 A34)들

이 분리 되었다.이들 균주 중 5균주 (A02,A06,A18,A22과 A23)들은 69.8% 이

상의 Rep-PCR band pattern으로 동정되었다.A15는 Terrabactertumescens

DSM 20308
T
(X83812)와 99.0% 16S rRNA 유전자 염기서열 유사도를 보였고

Arthrobacter분리주들은 A.defluvii4C1-a
T
(AM409361),A.globiformisDSM

20124
T
(X80736),A.nitroguaiacolicus CCM 4924

T
(AJ512504),A.oryzae

KV-651
T
(AB279889)과 A.ramosusDSM 20546

T
(X80742)사이에 98.9-99.9%

16SrRNA유전자 염기서열 유사도를 나타내었다.

Propionibacterineae에는 Nocardioidaceae(family)/Marmoricola(genus)에 1

균주 (A36),Nocardioides(genus)에 2균주 (A08과 A25)들이 분리 되었고 표준

균주인 M.aurantiacus DSM 12652
T
(Y18629),N.furvisabuli SBS-26

T

(DQ411542),N.platarum NCIMB 12834
T
(AF005008)와 각각 98.1%,97.9% 그

리고 97.4%의 염기서열 유사도를 보였다.
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Streptomycineae에는 Streptomycetaceae(family)/Streptomyces(genus)에 3

균주들 (A29,A30과 A31)이 분리되었다.A29는 S.cinerochromogenseNBRC

13822
T
(AB184507)과 A30은 S.capoamusJCM 4734

T
(AB045877)과 100% 염기

서열 유사도를 보였다.반면,A31은 S.panayensisJCM 5042
T
(AB045859)과

99.0% 염기서열 유사도를 나타내었다.앞에서 언급한 A28를 포함해서 A시료

(red)에서 4균주의 균사생성 방선균을 분리하였다.

Fimicutes (phylum)/ Bacilli (class)/ Bacillales (order)에는 Bacillaceae

(family)/Bacillus(genus)에 속하는 2균주 (A11과 A12)와 Paenibacillaceae

(family)/Paenibacillus(genus)에 속하는 1균주 (A16)가 분리되었다.A11은 B.

velezensis BCRC 14193
T
(EF433408)과 99.9% 유사도를 A12는 B.subtilis

BCRC14718
T
(EF423597)과 100% 염기서열 유사도를 보였다.A16은 P.jamilae

CECT5266
T
(AJ271157)과 99.2% 염기서열 유사도를 보였다.

α-Proteobacteria (class)/ Rhizobiales (order)에는 Methylobacteriaceae

(family)/ Methylobacterium (genus)에 속하는 2균주 (A10과 A27)와

Sphingomonadales (order)/ Sphingomonadaceae (family)/ Sphingomonas

(genus)에 속하는 1균주 (A09)가 분리되었다.A10과 A27은 M.tardum RB677
T

(AB252208)와 100%,A09는 S.azotifigensNBRC 15496
T
(AB217473)와 99.9%

염기서열 유사도를 보였다.

β-Proteobacteria(class)/Burkholderiales(order)/Oxalobacteraceae(family)

에는 Burkhoderia (genus)에 1균주 (A24),Herbaspirillum (genus)에 1균주

(A35)와 Masillia(genus)에 1균주가 포함되었다.A24는 CandiatusBurkholderia

verschuerenii19750204
T
(AY277699)와 99.2%,A35는 H.seropedicae DSM

6445
T
(Y10146)와 97.1% 그리고 A26은 M.brevitaleabyr23-80

T
(EF546777)와

는 98.3% 염기서열 유사도를 보였다(Fig.12& Table10).

이상 붉은색(red)Jejuscoria에서 동정된 총 32개의 균주 중 23균주 (71.8%)가

Actinobacteria 계통군에 속하였고,각각 3균주 (9.4%)씩 Bacilli계통군,α

-Proteobacteria계통군 그리고 β-Proteobacteria계통군에 속하는 것이 확인

되었다.또한,7개의 목 (order)및 아목 (sub-order),10개의 과 (family)와 13개

의 속(genus)을 나타냈다.관련된 종들과 16SrRNA 유전자 염기서열 비교를 통
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한 계통분석을 통해서 32균주 중에서 7균주가 새로운 종으로 보고될 가능성 있

다고 판단되어 진다.향후 표준균주들과 함께 생리·생화학 분석 및 DNA-DNA

hybridization분석이 수행되어야 할 것이다.Cream 색상을 띠고 있는 colony들

이 많이 분포하였고 염기서열 분석결과 Arthrobacter(genus)에 속하는 균주들이

많이 있음을 알 수 있었다.
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No.of

Isolate

Taxonomic

affiliation
Closestrelativespecies

Sequence

similarity
Rep-Group

A28 Actinobacteria Nocardianiigatensis 98.9% 13

A15 Terrabactertumescens 99.0% 38

A07 Arthrobacterdefluvii 99.9% 22

A19 Arthrobacterdefluvii 100% 23

A01 Arthrobacterglobiformis 99.4% 21

A17 Arthrobacternitroguaiacolicus 99.0% 7

A18 Arthrobacternitroguaiacolicus - 7

A22 Arthrobacternitroguaiacolicus - 7

A02 Arthrobacteroryzae - 1

A03 Arthrobacteroryzae 99.2% 5

A04 Arthrobacteroryzae 99.9% 1

A05 Arthrobacteroryzae 99.2% 5

A06 Arthrobacteroryzae - 1

A21 Arthrobacteroryzae 98.9% 36

A23 Arthrobacteroryzae - 78

A34 Arthrobacteroryzae 99.3% 78

A20 Arthrobacterramosus 99.7% 27

A36 Marmoricolaaurantiacus 98.1% 47

A08 Nocardioidesfurvisabuli 97.9% 34

A25 Nocardioidesplatarum 97.4% 57

A30 Streptomycescapoamus 100% 6

A29 Streptomycescinerochromogense 100% 53

A31 Streptomycespanayensis 99.0% 73

A11 Bacilli Bacillusamyloliguefaciens 99.9% 56

A12 Bacillussubtilis 100% 30

A16 Paenibacillusjamilae 99.2% 14

A10 α-Proteobacteria Methylobacterium tardum 100% 4

A27 Methylobacterium tardum 100% 3

A09 Sphingomonasazotifigens 99.9% 72

A24 β-Proteobacteria CandiatusBurkholderiaverschuerenii 99.2% 63

A35 Herbaspirillum seropedicae 97.1% 77

A26 Massiliabrevitalea 98.3% 50

Total 4 21

Table10.ThephylogeneticrelativesofJejuscoriaA (redcolored)strains
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Nocardioides nitrophenolicus KCTC 0457BP
T
 (AF005024) 

Nocardioides oleivorans DSM 16090T (AJ698724) 
Nocardioides ganghwensis JC2055

T
 (AY423718) 

Nocardioides hwasunensis HFW-21T (AM295258) 
Nocardioides furvisabuli SBS-26T (DQ411542) 
Strain Sco-A08T (FN386702) 

Nocardioides kongjuensis KCTC 19054T (DQ218275) 
Nocardioides simplex KCTC 9106T (AF005009) 

Nocardioides plantarum NCIMB 12834T (AF005008) 
Strain Sco-A25T (FN386714) 

Marmoricola aurantiacus DSM 12652T (Y18629) 
Strain Sco-A36T (FN386723) 
Marmoricola aequorens SST-45

T
 (AM295338) 

Marmoricola bigeumensis MSL 05T (EF466120) 
Nocardia niigatensis IFM 0833T (AB092565) 
Strain Sco-A28T (FN386717) 

Nocardia nova IFM 10265T (AB162790) 
Streptomyces capoamus JCM 4734T (AB045877) 
Strain Sco-A30 (FN386719) 

Streptomyces hygroscopicus subsp. limoneus ATCC 21431T (X79853) 
Streptomyces lincolnensis NRRL 2936

T
 (X79854) 

Streptomyces griseus KCTC 9080T (M76388) 
Streptomyces vinaceus NBRC 13425T (AB184394) 

Streptomyces cinerochromogenes NBRC 13822T (AB184507) 
Strain Sco-A29 (FN386718) 
Strain Sco-A31 (FN386720) 

Streptomyces eurythermus ATCC 14975T (D63870) 
Streptomyces panayensis JCM 5042T (AB045859) 
Streptomyces albidoflvus DSM 40455T (Z76676) 
Arthrobacter pascens DSM 20545T (X80740) 
Arthrobacter ramosus DSM 20546T (X80742) 
Strain Sco-A04 (FN386699) 
Strain Sco-A21 (FN386712) 

Arthrobacter polychromogenes DSM 20136
T
 (X80741) 

Arthrobacter oxydans DSM 20119
T
 (X83408) 

Arthrobacter oryzae KV-651T (AB279889) 
Strain Sco-A03 (FN386698) 
Strain Sco-A05 (FN386700) 

Arthrobacter globiformis DSM 20124T (X80736) 
Arthrobacter sulfonivorans DSM 14002T (AF235091) 

Strain Sco-A34 (FN386721) 
Arthrobacter defluvii 4C1-aT (AM409361) 
Strain Sco-A01 (FN386697) 
Strain Sco-A19 (FN386710) 
Strain Sco-A07 (FN386701) 

Arthrobacter nitroguaiacolicus CCM 4924T (AJ512504) 
Strain Sco-A17 (FN386709) 

Strain Sco-A20 (FN386711) 
Terrabacter tumescens DSM 20308T (X83812) 

Terrabacter terrae PPLB
T
 (AY944176) 

Terrabacter lapilli LR-26
T
 (AM690744) 

Terrabacter aerolatus 5516J-36T (EF212039) 
Strain Sco-A15 (FN386707) 

Bifidobacterium bifidum KCTC 3202T (U25952) 
Bacillus velezensis BCRC 14193T (EF433408) 
Bacillus subtilis BCRC 14718T (EF423597) 
Strain Sco-A11 (FN386705) 
Strain Sco-A12 (FN386706) 

Bacillus licheniformis DSM 13T (X68416) 
Bacillus pumilus TUT1009T (AB098578) 

Bacillus flexus IFO15715
T
 (AB021185) 

Bacillus circulans ATCC 4513T (AY724690) 
Paenibacillus jamilae CECT 5266

T
 (AJ271157) 

Strain Sco-A16 (FN386708) 
Paenibacillus agaridevorans DSM 1355T (AJ345023) 

Lactobacillus delbrueckii subsp. delbrueckii ATCC 9649T (AY050172) 
Massilia brevitalea byr23-80T (EF546777) 

Strain Sco-A26T (FN386715) 
Massilia aurea AP13T (AM231588) 

Naxibacter haematophilus CCUG 38318T (AM774589) 
Naxibacter varians CCUG 35299T (AM774587) 

Massilia aerolata 5516S-11T (EF688526) 
Herbaspirillum seropedicae DSM 6445T (Y10146) 

Strain Sco-A35T (FN386722) 
Herbaspirillum autotrophicum IAM 14942T (AB074524) 

Candidatus Burkholderia verschuerenii 19750204T (AY277699) 
Strain Sco-A24T (FN386713) 

Burkholderia cepacia ATCC 25416T (M22518) 
Xanthomonas campestris LMG 568T (X95917) 

Sphingomonas azotifigens NBRC 15496
T
 (AB217473) 

Strain Sco-A09 (FN386703) 
Sphingomonas yabuuchiae GTC 868T (AB071955) 
Sphingomonas insulae DS-28T (EF363714) 

Sphingopyxis witflariensis W-50T (AJ416410) 
Methylobacterium tardum RB677T (AB252208) 
Strain Sco-A10 (FN386704) 
Strain Sco-A27 (FN386716) 
Methylobacterium salsuginis MP1T (EF015477) 

Methylobacterium adhaesivum AR27T (AM040156) 
Thermotoga maritima DSM 3109T (M21774) 
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Fig.12.Neighbor-joining tree based on 16S rRNA gene sequences of

Sco-A (red Jejuscoria)bacteria.Numbers on branch nodes are bootstrap

valuesexpressedaspercentages(1000resamplings).Bar,0.01substitutions

pernucleotideposition.
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3.2.JejuscoriaB(browncolored)내 세균군집의 계통학적 특성

갈색 (brown)Jejuscoria에서 분리한 25개의 균주들 중에서 대표 균주들을 염기

서열 분석한 결과 Actinobacteria와 Proteobacteria의 2개의 문 (phylum)이 확

인 되었다.Proteobacteria에는 α-Proteobacteria와 γ-Proteobacteria2개의 강

(class)을 보였다. Actinobacteria (phylum)/ Actinobacteria (class)/

Actinomycetales (order) 에는 Corynebacterineae, Micrococcineae,

Micromonosporinea,Propionibacterineae 와 Streptomycineae의 5개의 아목

(suborder)를 나타내었다.

Corynebacterineae에는 Mycobacteriaceae(family)/Mycobacterium (genus)에

2균주 (B08과 B21)가 분리되었다.B08과 B21은 M.wolinskyiATCC 700010
T

(AY457083)과 97.0%의 16S rRNA 유전자 염기서열 유사도를 보였다.B21은

B08과 Rep-PCRbandpattern유사도가 83.6%로 동일한 균주로 동정하였다.

Micrococcineae에는 Intrasporangiaceae(family)/Phycicoccus(genus)에 1균

주 (B23),Microbacteriaceae(family)/Microbacterium (genus)에 1균주 (B11)

와 Micrococcaceae(family)/Arthrobacter(genus)에 2균주 (B06과 B16)들을 포

함하였다.B23은 P.dokdonensis DS-8
T
(EF555583)과 98.7%,B11은 M.

hydrocarbonoxydans DSM 16089
T
(AJ698726)과 99.5%,B06은 A.defluvii

4C1-a
T
(AM409361)과 100% 그리고 B16은 A.oryzaeKV-651

T
(AB279889)과

99.8% 유사도 염기서열을 보였다.

Micromonosporinea에는 Micromonospraceae(family)에 속하는 1균주 (B14)가

분리되었고 Catellatosporachokoriensis2-25(1)
T
(AB200231)와 95.8% 염기서열

유사도를 나타내었다.낮은 염기서열 유사도와 관련된 표준 종들과 화학적 특성

분석 비교를 통해서 새로운 속 (genus)으로 보고될 가능성 있다고 여겨진다.

Propionibacterineae에는 Nocardioidaceae (family)/Nocardioides (genus)에

속하는 5균주 (B10,B07,B09,B19과 B22)들을 포함한다.B10은 N.furvisabuli

SBS-26
T
(DQ411542)와 99.0%,B07,B09과 B19는 N.oleivoransDSM 16090

T

(AJ698724)과 각각 98.4,98.3그리고 98.4%의 염기서열 유사도를 보였다.또한,

B22는 N.kongjuensisKCTC19054
T
(DQ218275)와 97.0%의 염기서열 유사도를
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나타내었다.

Streptomycineae에는 Streptomycetaceae(family)/Streptomyces(genus)에 속

하는 10균주 (B15,B24,B05,B20,B04,B01,B02,B03,B13과 B25)들이 분리되

었다.이들 균주 중 B03,B24와 B25는 75.1% 이상의 Rep-PCRbandpattern유

사도에 의해서 16SrRNA 유전자 염기서열 분석을 수행하지 않고 동정되었다.

표준균주들 S.caeruleusNBRC 12804
T
(AB184160),S.griseusKCTC 9080

T

(M76388),S.lincolnensisNRRL 2936
T
(X79854)그리고 S.vinaceusNBRC

13425
T
(AB184394)와 98.8-100%의 유사도를 보였다.총 10균주가 Streptomyces

로 분리되었지만 Rep-PCR과 16SrRNA 유전자 염기서열 분석 결과 기존에 알

려진 5종으로 확인할 수 있었다.

α-Proteobacteria (class)/ Sphingomonadales (order)/ Sphingomonadaceae

(family)/Sphingopyxis(genus)에 속하는 1균주 (B12)가 분리되었다.B12는 S.

witflariensisW-50
T
(AJ416410)과 96.1% 염기서열 유사도를 보였다.

γ-Proteobacteria (class)/ Pseudomonadales (order)/ Pseudomonadaceae

(family)에는 Pseudomonas(genus)에 1균주 (B17)과 Xanthomonadales(order)/

Xanthomonadaceae(family)/Stenotrophomonas(genus)에 1균주 (B18)가 포함

되었다.B17은 P.frederiksbergensisSS17
T
(AB365797)와 99.9%,B18은 S.

maltophiliaLMG 10857
T
(AJ131117)와 99.7%의 염기서열 유사도를 나타내었다

(Fig.13& Table11).

이상 갈색 (brown)Jejuscoria에서 분리된 총 25개의 균주 중 22균주들 (88.0%)

이 Actinobacteria계통군에 속하였으며,2균주 (8.0%)는 γ-Proteobacteria계통

군 그리고 1균주 (4.0%)는 α-Proteobacteria계통군에 속하는 것이 확인 되었다.

또한,8개의 목(order)및 아목 (suborder),10개의 과(family)와 10개의 속

(genus)을 나타냈다.관련된 종들과 16SrRNA 유전자 염기서열 비교를 통한 계

통분석을 통해서 25균주 중에서 12균주가 새로운 속 (genus)및 종 (species)으

로 보고될 가능성 있다고 판단되어 진다.B14를 포함하여 균사를 생성하는 방선

균이 11균주로 5개의 시료에 중에서 가장 많이 분포 하였다.
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No.of

Isolate

Taxonomic

affiliation
Closestrelativespecies

Sequence

similarity
Rep-Group

B08 Actinobacteria Mycobacterium wolinskyi 97.0% 40

B21 Mycobacterium wolinskyi - 40

B23 Phycicoccusdokdonensis 98.7% 31

B11 Microbacterium hydrocarbonoxydans 99.5% 29

B06 Arthrobacterdefluvii 100% 61

B16 Arthrobacteroryzae 99.8% 46

B14 Catellatosporachokoriensis 95.8% 71

B10 Nocardioidesfurvisabuli 99.0% 17

B07 Nocardioidesoleivorans 98.4% 15

B09 Nocardioidesoleivorans 98.3% 20

B19 Nocardioidesoleivorans 98.4% 66

B22 Nocardioideskongjuensis 97.0% 9

B15 Streptomycescaeruleus 98.2% 28

B24 Streptomycescaeruleus - 28

B05 Streptomycesgriseus 99.3% 59

B20 Streptomycesgriseus 99.9% 24

B04 Streptomyceslincolnensis 98.8% 48

B01 Streptomycesvinaceus 99.9% 25

B02 Streptomycesvinaceus 99.7% 68

B03 Streptomycesvinaceus - 26

B13 Streptomycesvinaceus 100% 26

B25 Streptomycesvinaceus - 26

B12 α-Proteobacteria Sphingopyxiswitflariensis 96.1% 58

B17 γ-Proteobacteria Pseudomonasfrederiksbergensis 99.9% 37

B18 Stenotrophomonasmaltophilia 99.7% 33

Total 3 17

Table11.ThephylogeneticrelativesofJejuscoriaB(browncolored)strains
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0.1 

Phycicoccus aerolatum 5413S-25
T
 (EF493848) 

Phycicoccus bigeumensis MSL 03
T
 (EF466128) 

Phycicoccus dokdonensis DS-8
T
 (EF555583) 

Strain Sco-B23
T
 (FN386744)  

Phycicoccus aerophilus 5516T-20T (EF493847) 
Terrabacter terrae PPLB

T
 (AY944176) 

Lapillicoccus jejuensis R-Ac013
T
 (AM398397) 

Microbacterium hydrocarbonoxydans DSM 16089
T
 (AJ698726) 

Strain Sco-B11 (FN386733) 
Arthrobacter oryzae KV-651

T
 (AB279889) 

Strain Sco-B16 (FN386738) 
Arthrobacter polychromogenes DSM 20136

T
 (X80741) 

Arthrobacter globiformis DSM 20124T (X80736) 
Arthrobacter sulfonivorans DSM 14002

T
 (AF235091) 

Arthrobacter defluvii 4C1-a
T
 (AM409361) 

Strain Sco-B06 (FN386728) 
Arthrobacter nitroguaiacolicus CCM 4924

T
 (AJ512504) 

Streptomyces vinaceus NBRC 13425
T
 (AB184394) 

Strain Sco-B02 (FN386725) 
Strain Sco-B13 (FN386735) 
Strain Sco-B01 (FN386724) 
Strain Sco-B05 (FN386727) 

Strain Sco-B20 (FN386742) 
Streptomyces griseus KCTC 9080

T
 (M76388) 

Streptomyces microflavus NRRL B-2156
T
 (DQ445795) 

Streptomyces caeruleus NBRC 12804
T
 (AB184160) 

Strain Sco-B15
T 

(FN386737) 
Streptomyces hygroscopicus subsp. limoneus ATCC 21431

T
 (X79853) 

Streptomyces capoamus JCM 4734
T
 (AB045877) 

Streptomyces lincolnensis NRRL 2936T (X79854) 
Strain Sco-B04 (FN386726) 

Streptomyces eurythermus ATCC 14975
T
 (D63870) 

Nocardioides oleivorans DSM 16090T (AJ698724) 
Nocardioides ganghwensis JC2055

T
 (AY423718) 

Nocardioides furvisabuli SBS-26T (DQ411542) 
Strain Sco-B10

T 
(FN386732) 

Nocardioides hwasunensis HFW-21
T
 (AM295258) 

Strain Sco-B19T (FN386741) 
Strain Sco-B09T (FN386731) 
Strain Sco-B07

T 
(FN386729) 

Nocardioides nitrophenolicus KCTC 0457BPT (AF005024) 
Nocardioides kongjuensis KCTC 19054

T
 (DQ218275) 

Nocardioides simplex KCTC 9106T (AF005009) 
Strain Sco-B22

T 
(FN386743) 

Nocardioides plantarum NCIMB 12834
T
 (AF005008) 

Mycobacterium wolinskyi ATCC 700010
T
 (AY457083) 

Strain Sco-B08T (FN386730) 
Catellatospora citrea IMSNU 22008

T
 (AF152106) 

Hamadaea tseunoensis IMSNU 22005
T
 (AF152110) 

Strain Sco-B14
T
 (FN386736)  

Catelliglobosispora koreensis LM 042
T
 (AF171700) 

Bifidobacterium bifidum KCTC 3202
T
 (U25952) 

Pseudomonas frederiksbergensis SS17T (AB365797) 
Strain Sco-B17 (FN386739) 

Pseudomonas pseudoalcaligenes LMG 1225
T
 (Z76666) 

Pseudomonas flavescens B62
T
 (U01916) 

Stenotrophomonas maltophilia LMG 10857
T
 (AJ131117) 

Strain Sco-B18 (FN386740) 
Xanthomonas campestris LMG 568T (X95917) 

Sphingomonas azotifigens NBRC 15496
T
 (AB217473) 

Sphingomonas yabuuchiae GTC 868
T
 (AB071955) 

Sphingomonas insulae DS-28T (EF363714) 
Sphingopyxis witflariensis W-50

T
 (AJ416410) 

Strain Sco-B12
T 

(FN386734) 
Lactobacillus delbrueckii subsp. delbrueckii ATCC 9649

T
 (AY050172) 

Paenibacillus agaridevorans DSM 1355
T
 (AJ345023) 

Thermotoga maritima DSM 3109T (M21774) 
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Fig.13.Neighbor-joiningtreebasedon16SrRNA genesequencesofSco-B

(brownJejuscoria)bacteria.Numbersonbranchnodesarebootstrapvalues

expressed as percentages (1000 resamplings).Bar,0.1 substitutions per

nucleotideposition.
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3.3.JejuscoriaC(reddish-browncolored)내 세균군집의 계통학적 특성

적갈색 (redish-brown)Jejuscoria에서 분리한 6개의 균주들 중에서 대표 균주

들은 염기서열 분석한 결과 Actinobacteria과 Proteobacteria의 2개의 문

(phylum)이 확인되었다.Actinobacteria (phylum)/ Actinobacteria (class)/

Actinomycetales (order) 에는 Corynebacterineae, Micrococcinea와

Propionibacterineae의 3개의 아목 (suborder)들을 나타내었다.

Corynebacterineae에는 Nocardiaceae(family)/Rhodococcus(genus)에 1균주

(C01)가 분리되었고 R.erythropolisMPU33
T
(AB334770)과 99.9% 염기서열 유

사도를 보였다. Micrococcinea에는 Micrococcaceae (family)/ Arthrobacter

(genus)에 1균주 (C04)가 76.4%의 Rep-PCR bandpattern유사도를 바탕으로

A04와 같은 종으로 확인되었다.한편,C05는 16SrRNA 유전자 염기서열 분석결

과 A36과 100% 일치하는 것으로 확인되어서 Propionibacterineae/

Nocardioidaceae(family)/Marmoricola(genus)에 새로운 종으로 여겨진다.

α-Proteobacteria (class)/ Rhizobiales (order)에는 Methylobacteriaceae

(family)/ Methylobacterium (genus)에 속하는 1균주 (C06)와 Rhizobiaceae

(family)/Sinorhizobium (genus)에 속하는 1균주 (C02)가 분리되었다.C06은 M.

salsuginisMP1
T
(EF015477)와 99.7%,C02는 S.terangaeLMG7834

T
(X68388)

와 96.5%의 염기서열 유사도를 보였다.

γ-Proteobacteria(class)/Pseudomonadales(order)/Moraxellaceae(family)/

Enhydrobacter (genus)에 1균주 (C03)은 E. aerosaccus LMG 21877
T

(AJ550856)과 99.6%의 염기서열 유사도를 나타내었다(Fig.14& Table12).

이상 적갈색 (reddish-brown)Jejuscoria에서 동정된 총 6개의 균주 중 3균주

(50%)가 Actinobacteria계통군에 속하였으며,2균주 (33%)는 α-Proteobacteria

계통군 그리고 1균주 (17%)는 γ-Proteobacteria계통군에 속하는 것이 확인 되

었다.또한,5개의 목(order)및 아목 (suborder),6개의 과 (family)와 6개의 속

(genus)을 나타냈다.관련된 종들과 16SrRNA 유전자 염기서열 비교를 통한 계

통분석을 통해서 6균주 중에서 2균주가 새로운 종 (species)으로 보고될 가능성

있다고 판단되어진다.
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No.of

Isolate

Taxonomic

affiliation
Closestrelativespecies

Sequence

similarity
Rep-Group

C01 Actinobacteria Rhodococcuserythropolis 99.9% 52

C04 Arthrobacteroryzae - 1

C05 Marmoricolaaurantiacus 98.1% 79

C06 α-Proteobacteria Methylobacterium salsuginis 99.7% 45

C02 Sinorhizobium terangae 96.5% 76

C03 γ-Proteobacteria Enhydrobacteraerosaccus 99.6% 62

Total 3 6

Table12.ThephylogeneticrelativesofJejuscoriaC(reddish-browncolored)

strains
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0.1 

Sinorhizobium terangae LMG 7834T (X68388) 

Sinorhizobium saheli 7837
T
 (X68390) 

Strain Sco-C02
T 

(FN386746) 

Rhizobium leguminosarum bv. viciae ATCC 10004
T
 (U29386) 

Methylobacterium salsuginis MP1
T
 (EF015477) 

Strain Sco-C06 (FN386749) 

Methylobacterium tardum RB677
T
 (AB252208) 

Methylobacterium adhaesivum AR27T (AM040156) 

Enhydrobacter aerosaccus LMG 21877
T
 (AJ550856) 

Strain Sco-C03 (FN386747) 

Pseudomonas frederiksbergensis SS17
T
 (AB365797) 

Xanthomonas campestris LMG 568T (X95917) 

Limnobacter thiooxidans CS-K2T (AJ289885) 

Burkholderia cepacia ATCC 25416T (M22518) 

Lactobacillus delbrueckii subsp. delbrueckii ATCC 9649
T
 (AY050172) 

Paenibacillus agaridevorans DSM 1355
T
 (AJ345023) 

Marmoricola aurantiacus DSM 12652
T
 (Y18629) 

Strain Sco-C05 (FN386748) 

Marmoricola aequorens SST-45T (AM295338) 

Marmoricola bigeumensis MSL 05
T
 (EF466120) 

Nocardioides plantarum NCIMB 12834
T
 (AF005008) 

Nocardioides simplex KCTC 9106T (AF005009) 

Rhodococcus erythropolis MPU33
T
 (AB334770) 

Strain Sco-C01 (FN386745) 

Streptomyces griseus KCTC 9080
T
 (M76388) 

Bifidobacterium bifidum KCTC 3202
T
 (U25952) 

Thermotoga maritima DSM 3109
T
 (M21774) 
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Fig.14.Neighbor-joiningtreebasedon16SrRNA genesequencesof Sco-C

(reddish-brownJejuscoria)bacteria.Numbersonbranchnodesarebootstrap

valuesexpressedaspercentages(1000resamplings).Bar,0.1substitutionsper

nucleotideposition.
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3.4.JejuscoriaD(yellow browncolored)내 세균군집의 계통학적 특성

황갈색 (yellow brown)Jejuscoria에서 분리한 30개의 균주들 중에서 대표 균주

들은 염기서열 분석한 결과 Actinobacteria, Firmicutes, Proteobacteria과

Deinococcus-Thermus의 4개의 문 (phylum)이 확인되었다.Proteobacteria에는

α-Proteobacteria와 β-Proteobacteria2개의 강(class)을 보였다.

Actinobacteria(phylum)/ Actinobacteria(class)/Actinomycetales(order)에

는 Micrococcinea, Propionibacterineae와 Steptomycineae의 3개의 아목

(suborder)들을 나타내었다.

Micrococcinea에는 Intrasporangiaceae(family)/Terrabacter(genus)에 1균주

(D21)와 Microbacteriaceae(family)/Cutobacterium (genus)에 1균주 (D29)가

분리되었다.D21은 T.tumescensDSM 20308
T
(X83812)와 99.3%,D29는 C.

flaccumfaciensLMG3645
T
(AJ312209)와 99.6%의 염기서열 유사도를 보였다.

Propionibacterinea/Noacardioidaceae(family)에는 Marmoricola(genus)에 2

균주 (D01과 D06)와 Nocardioides(genus)에 1균주 (D04)가 분리되었다.D01은

M.aurantiacusDSM 12652
T
(Y18629)와 98.7%의 염기서열 유사도를 보였고

D06은 71.0% Rep-PCRbandpattern유사도를 바탕으로 A36과 같은 종으로 확

인되었다.

Steptomycineae에는 Streptomycetaceae(family)/Streptomyces(genus)에 1균

주 (D14)가 분리되었고 S.scabrisporusNBRC 100760
T
(AB249946)와 95.9%의

염기서열 유사도를 보였다.

Firmicutes(phylum)/Bacilli(class)/Bacillales(order)/Bacillaceae(family)/

Bacillus(genus)에 속하는 1균주 (D25)가 분리되었고 B.circulansATCC4513
T

(AY724690)와 100%의 유사도 염기서열을 나타내었다.

α-Proteobacteria (class)에는 Rhizobiales (order)/ Methylobacteriaceae

(family)/ Methylobacterium (genus)에 속하는 3균주 (D13,D27과 D28)와

Sphigomonadales(order)/Sphingomonadaceae(family)/Sphingomonas(genus)

에 속하는 1균주 (D10)가 분리되었다.D27과 D28은 M.adhaesivum AR27
T

(AM040156)과 98.9%,D13은 M.salsuginisMP1
T
(EF015477)과 99.9%의 염기
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서열 유사도를 나타내었다.D10은 S.insulaeDS-28
T
(EF363714)과 99.7%의 염

기서열 유사도를 보였다.

β-Proteobacteria(class)/Burkholderiales(order)/Oxalobacteraceae(family)

에는 Herbaspirillum (genus)에 2균주 (D19와 D20)와 Massilia(genus)에 14균

주 (D05,D07,D08,D09,D11,D15,D16,D17,D18,D22,D23,D24,D26과 D30)

가 분리되었다.D19와 D20은 H.autotrophicum IAM 14942
T
(AB074524)와

97.4%,Massilia에 속하는 분리균주들은 M.aerolata5516S-11
T
(EF688526)과

97.6-99.5%의 염기서열 유사도를 나타내었다.이 균주들 중 5균주들은 67.1% 이

상의 Rep-PCRbandpattern유사도에 의해서 동정되었다.

Deinococcus-Thermus(phylum)/Deinococci(class)/Deinococcales(order)/

Deinococcaceae (family)/Deinococcus (genus)에 속하는 1균주 (D12)는 D.

yunnanensis7
T
(DQ344634)과 99.8%의 염기서열 유사도를 보였다(Fig.15&

Table13).

이상 황갈색 (yellow brown)Jejuscoria에서 동정된 총 30개의 균주 중 16균주

(53.3%)는 β-Proteobacteria 계통군에 속하였으며, 8균주 (26.7%)는

Actinobacteria 계통군,4균주 (13.3%)는 α-proteobacteria계통군,1균주 (3.3%)

는 각각 Bacilli와 Deinococci계통군에 속하는 것으로 확인 되었다.또한,

8개의 목(order)및 아목 (suborder),9개의 과(family)와 11개의 속(genus)들을

나타냈다.관련된 종들과 16SrRNA 유전자 염기서열 비교를 통한 계통분석을

통해서 30균주 중에서 9균주가 새로운 종 (species)으로 보고될 가능성 있다고

판단되어 진다.다른 시료 보다 yellow을 띠고 있는 colony들을 많이 확인 할

수 있었다.염기서열 분석결과 Massilia(genus)에 속하는 균주들이 많은 것을

알 수 있었다.그래서 다른 시료보다 Proteobacteria에 속하는 균주들의 비율이

높게 나타났다.
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No.of

Isolate

Taxonomic

affiliation
Closestrelativespecies

Sequence

similarity
Rep-Group

D21 Actinobacteria Terrabactertumescens 99.3% 8

D02 Lapillicoccusjejuensis 99.2% 35

D03 Lapillicoccusjejuensis - 35

D29 Cutobacterium flaccumfaciens 99.6% 11

D01 Marmoricolaaurantiacus 98.7% 16

D06 Marmoricolaaurantiacus - 47

D04 Nocardioidesoleivorans 98.4% 67

D14 Streptomycesscabrisporus 95.9% 19

D25 Bacilli Bacilluscirculans 100% 41

D27 α-Proteobacteria Methylobacterium adhaesivum 98.9% 55

D28 Methylobacterium adhaesivum 98.9% 65

D13 Methylobacterium salsuginis 99.9% 64

D10 Shingomonasinsulae 99.7%　 2

D19 β-Proteobacteria Herbaspirillum autotrophicum 97.4% 70

D20 Herbaspirillum autotrophicum 97.4% 39

D05 Massiliaaerolata 99.5% 12

D07 Massiliaaerolata 99.4% 42

D08 Massiliaaerolata 99.4% 12

D09 Massiliaaerolata 99.2% 54

D11 Massiliaaerolata 99.1% 69

D15 Massiliaaerolata 99.2% 60

D16 Massiliaaerolata - 60

D17 Massiliaaerolata - 60

D18 Massiliaaerolata - 60

D22 Massiliaaerolata - 49

D23 Massiliaaerolata 97.6% 49

D24 Massiliaaerolata 99.5% 60

D26 Massiliaaerolata 97.7% 52

D30 Massiliaaerolata - 60

D12 Deinococci Deinococcusyunnanensis 99.8% 74

Total 4 15

Table13.ThephylogeneticrelativesofJejuscoriaD (yellow browncolored)

strains
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Thermus aquaticus YT-1T (L09663) 

Thermotoga maritima DSM 3109T (M21774) 
Bacillus circulans ATCC 4513T (AY724690) 

Strain Sco-D25 (FN386768) 
Bacillus flexus IFO15715T (AB021185) 

Bacillus licheniformis DSM 13T (X68416) 
Bacillus pumilus TUT1009T (AB098578) 

Paenibacillus agaridevorans DSM 1355T (AJ345023) 
Lactobacillus delbrueckii subsp. delbrueckii ATCC 9649T (AY050172) 
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Nocardioides oleivorans DSM 16090T (AJ698724) 
Nocardioides ganghwensis JC2055T (AY423718) 
Nocardioides hwasunensis HFW-21T (AM295258) 

Strain Sco-D04T (FN386752) 
Nocardioides furvisabuli SBS-26T (DQ411542) 

Nocardioides nitrophenolicus KCTC 0457BP
T
 (AF005024) 

Nocardioides kongjuensis KCTC 19054T (DQ218275) 
Nocardioides simplex KCTC 9106T (AF005009) 
Nocardioides plantarum NCIMB 12834T (AF005008) 

Marmoricola aurantiacus DSM 12652T (Y18629) 
Strain Sco-D01T (FN386750) 

Marmoricola aequorens SST-45T (AM295338) 
Marmoricola bigeumensis MSL 05T (EF466120) 

Streptomyces albidoflvus DSM 40455T (Z76676) 
Streptomyces panayensis JCM 5042T (AB045859) 
Streptomyces eurythermus ATCC 14975T (D63870) 
Streptomyces griseus KCTC 9080

T
 (M76388) 

Streptomyces scabrisporus NBRC 100760T (AB249946) 
Strain Sco-D14T (FN386761) 

Terrabacter lapilli LR-26T (AM690744) 
Terrabacter aerolatus 5516J-36T (EF212039) 

Terrabacter tumescens DSM 20308T (X83812) 
Strain Sco-D21 (FN386765) 
Terrabacter terrae PPLBT (AY944176) 
Phycicoccus dokdonensis DS-8T (EF555583) 
Lapillicoccus jejuensis R-Ac013

T
 (AM398397) 

Strain Sco-D02 (FN386751) 

Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens LMG3645T (AJ312209) 
Strain Sco-D29 (FN386772) 

Bifidobacterium bifidum KCTC 3202T (U25952) 
Deinococcus grandis DSM 3963T (Y11329) 

Deinococcus indicus W t/1aT (AJ549111) 
Deinococcus yunnanensis 7T (DQ344634) 
Strain Sco-D12 (FN386759) 

Deinococcus apachensis KR-36T (AY743264) 
Deinococcus hopiensis KR-140

T
 (AY743262) 

Deinococcus sonorensis KR-87T (AY743283) 

Marinithermus hydrothermalis T1
T
 (AB079382) 

Oceanithermus profundus DSM 14977T (AJ430586) 

Vulcanithermus mediatlanticus TRT (AJ507298) 
Meiothermus ruber ATCC 35948T (Z15059) 

Strain Sco-D28T (FN386771) 

Strain Sco-D27 (FN386770) 
Methylobacterium adhaesivum AR27T (AM040156) 

Methylobacterium salsuginis MP1T (EF015477) 
Strain Sco-D13 (FN386760) 

Methylobacterium tardum RB677T (AB252208) 
Sphingomonas insulae DS-28T (EF363714) 

Strain Sco-D10 (FN386757) 
Sphingomonas yabuuchiae GTC 868T (AB071955) 

Sphingomonas azotif igens NBRC 15496T (AB217473) 
Sphingopyxis witflariensis W -50T (AJ416410) 

Massilia aerolata 5516S-11T (EF688526) 

Strain Sco-D07
T 

(FN386754) 
Strain Sco-D24

T 
(FN386767) 

Strain Sco-D05 (FN386753) 
Strain Sco-D08 (FN386755) 
Strain Sco-D09 (FN386756) 

Strain Sco-D26T (FN386769) 
Strain Sco-D15 (FN386762) 

Strain Sco-D11T (FN386758) 
Massilia brevitalea byr23-80T (EF546777) 

Strain Sco-D23T (FN386766) 
Massilia aurea AP13T (AM231588) 

Naxibacter haematophilus CCUG 38318T (AM774589) 
Naxibacter varians CCUG 35299T (AM774587) 

Strain Sco-D19T (FN386763) 
Strain Sco-D20T (FN386764) 

Herbaspirillum seropedicae DSM 6445T (Y10146) 
Herbaspirillum autotrophicum IAM 14942T (AB074524) 

Limnobacter thiooxidans CS-K2T (AJ289885) 
Xanthomonas campestris LMG 568T (X95917) 

Escherichia coli ATCC 11775T (X80725) 
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Fig.15.Neighbor-joiningtreebasedon16SrRNA genesequencesofSco-D

(yellow brownJejuscoria)bacteria.Numbersonbranchnodesarebootstrap

valuesexpressedaspercentages(1000resamplings).Bar,0.1substitutionsper

nucleotideposition.
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3.5.JejuscoriaE(blackcolored)내 세균군집의 계통학적 특성

검정색 (blackcolored)Jejuscoria에서 분리한 7개의 균주들 중에서 대표 균주들

은 염기서열 분석한 결과 Actinobacteria와 Proteobacteria의 2개의 문 (phylum)

이 확인되었다.Proteobacteria에는 α-Proteobacteria와 β-Proteobacteria2개의

강(class)을 보였다.

Actinobacteria(phylum)/ Actinobacteria(class)에는 Actinomycetales(order)/

Propionibacterineae/Nocardioidaceae(family)/Nocardioides(genus)에 1균주

(E06)가 분리 되었고 N.exalbidusRC825
T
(AB273624)와 99.7%의 유사도를 보

였다. Rubrobacteridae (subclass)/ Solirubrobacterales (order)/

Patulibacteraceae(family)/Patulibacter(genus)에 속하는 1균주 (E07)가 분리

되었고 P.minatonensisKV-614
T
(AB193261)와 99.7%의 유사도를 보였다.

α-Proteobacteria (class)에는 Caulobacterales (order)/ Caulobacteraceae

(family)/Brevundimonas(genus)에 속하는 1균주 (E03)와 Caulobacter(genus)

에 속하는 1균주 (E02)가 분리되었다.E03은 B.nasdaeGTC1043
T
(AB071954)

와 99.9%,E07은 C.henriciiATCC15253
T
(AJ227758)과 99.4%의 유사도를 나

타내었다.Rhizobiales(order)/Rhizobiaceae(family)/Rhizobium (genus)에 1

균주 (E01)는 R.lotiR8CS
T
(U50164)와 99.6%의 유사도를,Sphigomonadales

(order)/Sphingomonadaceae(family)/Sphingomonas(genus)에 속하는 1균주

(E04)는 S.yabunuchiaeGTC868
T
(AB071955)과 99.1%의 유사도를 보였다.

β-Proteobacteria (class)/ Burkholderiales (order)/ Oxalobacteraceae

(family)/Massilia(genus)에 속하는 E05균주가 분리 되었다.이 균주는 70.1%

의 Rep-PCR bandpattern유사도를 바탕으로 D07과 동일한 종 (species)으로

판단되었다(Fig16& Table14).

이상 검정색 (black)Jejuscoria에서 동정된 총 7개의 균주 중 4균주 (57.1%)가

α-Proteobacteria계통군에 속하였으며,2균주 (28.6%)는 Actinobacteria 계통

군, 1균주 (14.3%)는 β-Proteobacteria계통군에 속하는 것으로 확인 되었다.

또한,6개의 목(order)및 아목 (suborder),6개의 과 (family)와 7개의 속(genus)

들을 나타냈다.
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No.of

Isolate

Taxonomic

affiliation
Closestrelativespecies

Sequence

similarity
Rep-Group

E06 Actinobacteria Nocardioidesexalbidus 99.7% 43

E07 Patulibacterminatonensis 99.7% 10

E03 α-Proteobacteria Brevundimonasnasdae 99.9% 32

E02 Caulobacterhenricii 99.4% 18

E01 Rhizobium loti 99.6% 45

E04 Sphingomonasyabuunchiae 99.1% 75

E05 β-Proteobacteria Massiliaaerolata - 42

Total 3 7

Table14.ThephylogeneticrelativesofJejuscoriaE(blackcolored)strains
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0.1 

Nocardioides oleivorans DSM 16090
T
 (AJ698724) 

Nocardioides ganghwensis JC2055T (AY423718) 

Nocardioides hwasunensis HFW-21
T
 (AM295258) 

Strain Sco-E06 (FN386777) 

Nocardioides furvisabuli SBS-26
T
 (DQ411542) 

Nocardioides simplex KCTC 9106
T
 (AF005009) 

Nocardioides plantarum NCIMB 12834
T
 (AF005008) 

Marmoricola aurantiacus DSM 12652
T
 (Y18629) 

Streptomyces griseus KCTC 9080
T
 (M76388) 

Bifidobacterium bifidum KCTC 3202T (U25952) 

Conexibacter woesei DSM 14684
T
 (AJ440237) 

Solirubrobacter pauli B33D1
T
 (AY039806) 

Patulibacter minatonensis KV-614
T
 (AB193261) 

Strain Sco-E07 (FN386778) 

Thermoleiphilum album ATCC 35263
T
 (AJ458462) 

Caulobacter henricii ATCC 15253
T
 (AJ227758) 

Strain Sco-E02 (FN386774) 

Brevundimonas nasdae GTC 1043
T
 (AB071954) 

Strain Sco-E03 (FN386775) 

Methylobacterium adhaesivum AR27
T
 (AM040156) 

Rhizobium loti R8CS
T
 (U50164) 

Strain Sco-E01 (FN386773) 

Rhizobium leguminosarum bv. viciae ATCC 10004
T
 (U29386) 

Sphingomonas yabuuchiae GTC 868
T
 (AB071955) 

Strain Sco-E04 (FN386776) 

Sphingomonas insulae DS-28
T
 (EF363714) 

Sphingomonas azotifigens NBRC 15496
T
 (AB217473) 

Sphingopyxis witflariensis W-50
T
 (AJ416410) 

Escherichia coli ATCC 11775
T
 (X80725) 
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Fig.16.Neighbor-joiningtreebasedon16SrRNA genesequencesofSco-E

(blackJejuscoria)bacteria.Numbersonbranchnodesarebootstrapvalues

expressed as percentages (1000 resamplings).Bar,0.1 substitutions per

nucleotideposition.
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4.Jejuscoriabacteria의 군집분석

다랑쉬 지역 Scoria에서 분리된 100균주의 배양 가능한 세균의 Rep-PCR과 16S

rRNA 유전자 염기서열을 해석한 결과 Actinobacteria,Bacilli,Deinococci,α-,

β-과 γ-Proteobacteria의 6개 계통군이 확인되었다.58%는 Actinobacteria로 우

점을 이루는 것으로 확인되었으며 20%는 β-Proteobacteria로 확인되었고 14%는

α-Proteobacteria, 4%는 Bacilli, 3%는 γ-Proteobacteria 그리고 1%는

Deinococci에 속하는 것으로 나타났다(Fig.21).계통분석 결과 14개의 목

(order)및 아목 (sub-order),17개의 과 (family)그리고 30개의 속 (genus)으로

구성되었다.많이 분리된 속 (genus)은 Arthrobacter(18균주),Massilia(16균

주),Steptomyces(14균주)그리고 Nocardioides(9균주)순으로 나타났다(Table

15).시료별로 보면,A (red)시료는 cream 색상을 갖는 Arthrobacter가,B

(brown)시료는 yellow 색상을 갖는 Nocardioides와 균사생성 방선균인

Streptomyces가 많이 분포하여서 Actinobacteria분류군이 70% 이상 분리되었

다.반면,D(yellow-brown)시료는 yellow 혹은 orange색상을 띠는 Massilia균

주들이 많이 분포하여서 Proteobacteria 분류군이 60% 이상 나타났다.C

(reddish-brown)와 E(black)시료는 분리균주가 많지 않지만 각 그룹별로 골고루

분포하고 있었다.

Fig.17.BiodiversityandstructureofbacterialcommunityofJejuscoria

Actinobacteria

(58%)

Betaproteobacteria
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Alphaproteobacteria
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Taxonomic

affiliation

Orderor

suborder
Family Genus A B C D E No.

Actinobacteria Corynebacterineae Mycobacteriaceae Mycobacterium 　 2 　 　 　 2

　 　 Nocardiaceae Nocardia 1 　 　 　 　 1

　 　 　 Rhodococcus 　 　 1 　 　 1

　 Micrococcineae Intrasporangiaceae Terrabacter 1 　 　 1 　 2

　 　 　 Lapillicoccus 　 　 　 2 　 2

　 　 Micrococcaceae Arthrobacter 15 2 1 　 　 18

　 　 Microbacteriaceae Cutobacterium 　 　 　 1 　 1

　 　 　 Microbacterium 　 1 　 　 　 1

　 　 Intrasporangiaceae Phycicoccus 　 1 　 　 　 1

　 Micromonosporineae Micromonosporaceae Catellatospora 　 1 　 　 　 1

　 Propionibacterineae Nocardioidaceae Marmoricola 1 　 1 2 　 4

　 　 　 Nocardioides 2 5 　 1 1 9

　 Rubrobacterineae Patulibacteraceae Patulibacter 　 　 　 　 1 1

　 Streptomycineae Streptomycetaceae Streptomyces 3 10 　 1 　 14

Bacilli Bacillales Bacillaceae Bacillus 2 　 　 1 　 3

　 　 Paenibacillaceae Paenibacillus 1 　 　 　 　 1

α-Proteobacteria Caulobacterales Caulobacteraceae Brevundimonas 　 　 　 　 1 1

　 　 　 Caulobacter 　 　 　 　 1 1

　 Rhizobiales Methylobacteriaceae Methylobacterium 2 　 1 3 　 6

　 　 Rhizobiaceae Rhizobium 　 　 　 　 1 1

　 　 　 Sinorhizobium 　 　 1 　 　 1

　 Sphingomonadales Sphingomonadaceae Sphingomonas 1 　 　 1 1 3

　 　 　 Sphingopyxis 　 1 　 　 　 1

β-Proteobacteria Burkholderiales Oxalobacteraceae Burkholderia 1 　 　 　 　 1

　 　 　 Herbaspirillum 1 　 　 2 　 3

　 　 　 Massilia 1 　 　 14 1 16

γ-Proteobacteria Pseudomonadales Pseudomonadaceae Pseudomonas 　 1 　 　 　 1

　 　 Moraxellaceae Enhydrobacter 　 　 1 　 　 1

　 Xanthomonadales Xanthomonadaceae Stenotrophomonas 　 1 　 　 　 1

Deinococci Deinococcales Deinococcaceae Deinococcus 　 　 　 1 　 1

6 14 21 30 32 25 6 30 7 100

Table15.CategoryofJejuscoriastrainsaccordingtotaxonomichierarchy

A,red;B,brown;C,reddish-brown;D,yellow brown;E,blackscoria
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5.16SrRNA유전자 염기서열 분석을 통한 Rep-PCR분석의 고찰

16SrRNA 유전자 염기서열을 분석하여 Rep-group의 결과를 검토해 본 결과

일치하는 부분도 있었지만 다르게 group된 부분이 상당 수 존재하였다.이것은

실험적인 오차도 있을 수 있겠지만 본래 Rep-PCR이 갖고 있는 문제점으로 인해

나타난 부분이 많다고 본다.왜냐하면,Rep-PCR은 높은 재현성과 식별력에는 불

구하고 specifictargetsequence만 증폭하기 위한 것이 아니라 실험에서 사용한

BOXA1R같은 universalprimer를 이용하여 다양한 band를 증폭하는 것이므로

기존의 다른 PCR에 비해 PCRcondition의 영향을 많이 받으며 amplifyerror의

위험도 높다.또한,동일한 조건이 달라지면 pattern이 나타나지 않거나 변할 수

있다.따라서 그 자체만으로는 상대적인 비교만 가능 하고 단독으로 종 (species)

이나 균주 (strain)의 동정이 불가능하므로 16SrRNA 유전자 염기서열과 같은

또 다른 정보가 있어야 할 것이다.한편,다양한 시료로 부터 분리한 많은 수의

bacteria에서 Rep-PCRbandpattern의 DB가 구축 되면 보다 효율적이고 신속하

게 bacteria의 유전적 다양성을 파악할 수 있을 것이다.
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6.생리활성 물질 탐색 결과

Chitin을 분해하는 균주는 총 100균주 중에 18균주로 나타났다.억제환의 크기

는 1cm 미만이 8균주,1cm 이상 2cm 미만이 5균주 그리고 2cm 이상인 균주가

5균주로 확인되었다(Table16-20).대부분이 균사를 생성하는 Streptomyces이고

Psudomonas,Stenotrophomonas와 Lapillicoccus의 종들도 포함되었다.특히,새

로운 신종으로 보고될 가능성이 있는 Nocardioides에 속하는 균주 중 3균주가

분해능을 나타내었다(Table17).

감귤저장 중 부패를 발생시키는 푸른곰팡이 (Penicillium italicum)에 대한 항진

균활성은 3균주가 억제환을 나타내었다(Table16-20).Paenibacillus에 속하는 1

균주와 Steptomyces에 속하는 1균주가 2cm 이상의 억제환을 나타내었다.실제

적용해 보기 위해서는 이 등.(2004)에서 기술된 것처럼 대량배양하여 액상으로

저장 중 감귤에 살포하여 그 효율을 검증할 수 있을 것이다.
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No.
Strain

No.

Taxonomic

affiliation
Bacterialname

Chitin

degradation

Anti-fungal

activity

1 Sco-A01 Ac Arthrobacterglobiformis - -

2 Sco-A02 Ac Arthrobacteroryzae - -

3 Sco-A03 Ac Arthrobacteroryzae - -

4 Sco-A04 Ac Arthrobacteroryzae - -

5 Sco-A05 Ac Arthrobacteroryzae - -

6 Sco-A06 Ac Arthrobacteroryzae - -

7 Sco-A07 Ac Arthrobacterdefluvii - -

8 Sco-A08 Ac Nocardioidessp.nov. - -

9 Sco-A09 Alpha Sphingomonasazotifigens - -

10 Sco-A10 Alpha Methylobacterium tardum - -

11 Sco-A11 Bac Bacillusamyloliguefaciens - -

12 Sco-A12 Bac Bacillussubtilis - -

13 Sco-A15 Ac Terrabactertumescens - -

14 Sco-A16 Bac Paenibacillusjamilae - +++

15 Sco-A17 Ac Arthrobacternitroguaiacolicus - -

16 Sco-A18 Ac Arthrobacternitroguaiacolicus - -

17 Sco-A19 Ac Arthrobacterdefluvii - -

18 Sco-A20 Ac Arthrobacterramosus - -

19 Sco-A21 Ac Arthrobacteroryzae - -

20 Sco-A22 Ac Arthrobacternitroguaiacolicus - -

21 Sco-A23 Ac Arthrobacteroryzae - -

22 Sco-A24 Beta CandiatusBurkholderiaverschuerenii - -

23 Sco-A25 Ac Nocardioidessp.nov. - -

24 Sco-A26 Beta Massiliaaetniterraesp.nov. - -

25 Sco-A27 Alpha Methylobacterium tardum - -

26 Sco-A28 Ac Nocardiasp.nov. - -

27 Sco-A29 Ac Streptomycescinerochromogense - -

28 Sco-A30 Ac Streptomycescapoamus + +++

29 Sco-A31 Ac Streptomycespanayensis - -

30 Sco-A34 Ac Arthrobacteroryzae - -

31 Sco-A35 Beta Herbaspirillum sp.nov. - -

32 Sco-A36 Ac Marmoricolakorecussp.nov. - -

Table16.Screeningforbioactivecompoundsofbacteriaisolatedfrom red

Jejuscoria

Ac,Actinobacteria;Alpha,α-Proteobacteria;Beta,β-Proteobacteria;Bac,Bacilli

sizeofinhibitoryzoneorclearzone:0-1cm,+;1-2cm,++;>2cm,+++
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No.
Strain

No.

Taxonomic

affiliation
Bacterialname

Chitin

degradation

Anti-fungal

activity

1 Sco-B01 Ac Streptomycesvinaceus + -

2 Sco-B02 Ac Streptomycesvinaceus + -

3 Sco-B03 Ac Streptomycesvinaceus ++ -

4 Sco-B04 Ac Streptomyceslincolnensis ++ -

5 Sco-B05 Ac Streptomycesgriseus ++ -

6 Sco-B06 Ac Arthrobacterdefluvii - -

7 Sco-B07 Ac Nocardioidessp.nov. - -

8 Sco-B08 Ac Mycobacterium sp.nov. - -

9 Sco-B09 Ac Nocardioidessp.nov. + -

10 Sco-B10 Ac Nocardioidessp.nov. - -

11 Sco-B11 Ac Microbacterium hydrocarbonoxydans - -

12 Sco-B12 Alpha Sphingopyxissp.nov. - -

13 Sco-B13 Ac Streptomycesvinaceus + -

14 Sco-B14 Ac Allocatelliglobisporascoriaegen.nov. - -

15 Sco-B15 Ac Streptomycessp.nov. - -

16 Sco-B16 Ac Arthrobacteroryzae - -

17 Sco-B17 Gamma Pseudomonasfrederiksbergensis ++ -

18 Sco-B18 Gamma Stenotrophomonasmaltophilia +++ -

19 Sco-B19 Ac Nocardioidessp.nov. +++ -

20 Sco-B20 Ac Streptomycesgriseus +++ -

21 Sco-B21 Ac Mycobacterium sp.nov. - -

22 Sco-B22 Ac Nocardioidessp.nov. ++ -

23 Sco-B23 Ac Phycicoccussp.nov. - -

24 Sco-B24 Ac Streptomycessp.nov. + -

25 Sco-B25 Ac Streptomycesvinaceus + -

Table17.Screeningforbioactivecompoundsofbacteriaisolatedfrom brown

Jejuscoria

Ac,Actinobacteria;Alpha,α-Proteobacteria;Gamma,γ-Proteobacteria

sizeofinhibitoryzoneorclearzone:0-1cm,+;1-2cm,++;>2cm,+++
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No.
Strain

No.

Taxonomic

affiliation
Bacterialname

Chitin

degradation

Anti-fungal

activity

1 Sco-C01 Ac Rhodococcuserythropolis - +

2 Sco-C02 Alpha Sinorhizobium sp.nov. - -

3 Sco-C03 Gamma Enhydrobacteraerosaccus - -

4 Sco-C04 Ac Arthrobacteroryzae - -

5 Sco-C05 Ac Marmoricolakorecussp.nov. - -

6 Sco-C06 Alpha Methylobacterium salsuginis - -

Table 18.Screening for bioactive compounds ofbacteria isolated from

reddish-brownJejuscoria

Ac,Actinobacteria;Alpha,α-Proteobacteria;Beta,Gamma,γ-Proteobacteria

sizeofinhibitoryzoneorclearzone:0-1cm,+;1-2cm,++;>2cm,+++
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No.
Strain

No.

Taxonomic

affiliation
Bacterialname

Chitin

degradation

Anti-fungal

activity

1 Sco-D01 Ac Marmoricolascoriaesp.nov. - -

2 Sco-D02 Ac Lapillicoccusjejuensis - -

3 Sco-D03 Ac Lapillicoccusjejuensis +++ -

4 Sco-D04 Ac Nocardioidessp.nov. - -

5 Sco-D05 Beta Massiliaaerolata - -

6 Sco-D06 Ac Marmoricolakorecussp.nov. - -

7 Sco-D07 Beta Massiliaaerolata - -

8 Sco-D08 Beta Massiliaaerolata - -

9 Sco-D09 Beta Massiliaaerolata - -

10 Sco-D10 Alpha Shingomonasinsulae - -

11 Sco-D11 Beta Massiliaaerolata - -

12 Sco-D12 Dei Deinococcusyunnanensis - -

13 Sco-D13 Alpha Methylobacterium salsuginis - -

14 Sco-D14 Ac Streptomycessp.nov. - -

15 Sco-D15 Beta Massiliaaerolata - -

16 Sco-D16 Beta Massiliaaerolata - -

17 Sco-D17 Beta Massiliaaerolata - -

18 Sco-D18 Beta Massiliaaerolata + -

19 Sco-D19 Beta Herbaspirillum scoriaesp.nov. - -

20 Sco-D20 Beta Herbaspirillum scoriaesp.nov. - -

21 Sco-D21 Ac Terrabactertumescens - -

22 Sco-D22 Beta Massiliascoriaesp.nov. - -

23 Sco-D23 Beta Massiliascoriaesp.nov. - -

24 Sco-D24 Beta Massiliaaerolata - -

25 Sco-D25 Bac Bacilluscirculans - -

26 Sco-D26 Beta Massiliasp.nov. - -

27 Sco-D27 Alpha Methylobacterium sp.nov. - -

28 Sco-D28 Alpha Methylobacterium sp.nov. - -

29 Sco-D29 Ac Cutobacterium flaccumfaciens - -

30 Sco-D30 Beta Massiliaaerolata - -

Table19.Screeningforbioactivecompoundsofbacteriaisolatedfrom yellow

brownJejuscoria

Ac,Actinobacteria;Alpha,α-Proteobacteria;Beta,β-Proteobacteria;Bac,Bacilli;Dei,Deinococcus

sizeofinhibitoryzoneorclearzone:0-1cm,+;1-2cm,++;>2cm,+++
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No.
Strain

No.

Taxonomic

affiliation
Bacterialname

Chitin

degradation

Anti-fungal

activity

1 Sco-E01 Alpha Rhizobium loti - -

2 Sco-E02 Alpha Caulobacterhenricii - -

3 Sco-E03 Alpha Brevundimonasnasdae - -

4 Sco-E04 Alpha Sphingomonasyabuunchiae - -

5 Sco-E05 Beta Massiliasp.nov. +++ -

6 Sco-E06 Ac Nocardioidesexalbidus - -

7 Sco-E07 Ac Patulibacterminatonensis - -

Table20.Screeningforbioactivecompoundsofbacteriaisolatedfrom black

Jejuscoria

Ac,Actinobacteria;Alpha,α-Proteobacteria;Beta,β-Proteobacteria

sizeofinhibitoryzoneorclearzone:0-1cm,+;1-2cm,++;>2cm,+++
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7.Marmoricola속 신종의 다상적 분류

7.1.표현형적 특성

7.1.1.표준균주

현재까지 보고된 Marmoricola의 표준 균주들은 3종이다.생리·생화학 분석 및

지방산 분석을 위해서 M.aequoreusJCM 13812
T
은 JCM (JapanCollectionof

Microorganisms),M.aurantiacusDSM 12652
T
는 DSMZ(DeutscheSammlung

vonMikroorganismenundZellkulturenGmbH),M.bigeumensisKCTC19287
T

은 KCTC(KoreanCollectionforTypeCultures)에서 각각 분양받았다.표준균

주들 재생을 위해서 R2A agar(Difco)와 ISP2medium에서 30°C,3일간 배양

하였다.

7.1.2.형태 및 배양상 특성

Sco-A36
T
과 Sco-D01

T
는 그람 양성,oxidase-음성,catalae-양성 및 운동성이

없는 구균 (coccus)이였다.TEM을 이용한 관찰 결과 Sco-A36
T
의 크기는 직경

이 1.1-1.2µm이고 Sco-D01
T
은 0.6-1.0µm이였다(Fig.18).ISP2medium에서

30°C,5일 배양 후 관찰 결과 colony는 vivid-yellow 색상을 띠며,가운데가 볼

록하고 (convex),가장자리가 둥그런 원형 (circular)이루고 있었다.Colony의 크

기는 0.1-0.2mm이였다.

Fig.18.TransmissionelectronmicroscopyofMarmoricolaisolates.(a)strain

Sco-A36
T
;(b)strainSco-D01

T
.Bar,1µm and0.5µm,respectively.

(b)(a)
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7.1.3.생리 및 생화학적 특성

Sco-A36
T
의 생장온도는 4-37°C이고 생장 pH는 pH 6.1-12.1이며 30°C와 pH

6.1-10.1에서 최적 생장을 보였다.2% (w/v)의 염분 농도까지 생장하였다.

Casein과 esculin은 가수분해 하였고 DNA, starch, xanthine, tyrosine,

hypoxanthine과 CM-cellulose는 분해실험에서 음성 반응을 보였다.APIZYM

strips으로 분석한 효소 이용 실험에서는 alkalinephosphatase,esteraselipase

(C8), leucine arylamidase, valine arylamidase, acid phosphatase,

naphtol-AS-BI-phosphohydrolase, α-glucosidase와 β-glucosidase에 대해서는

강한 활성을 나타내었으며 cysteinarylamidase와 trypsin은 약한 활성을 나타내

었다.반면,esterase(C4),lipase(C14),α-chymotrypsin,α-galactosidase,β

-galactosidase,β-glucuronidase,N-acetyl-β-glucosaminidase,α-mannosidase

그리고 α-fucosidase는 음성 반응을 나타내었다.API20E strip을 이용한 효소

이용능 및 탄소원 이용 실험에서는 voges-proskauerreaction그리고 gelatinase

는 양성 반응을 보였으나 β-galactosidase, arginine dihydrolase, lysine

decarboxylase,ornithine decarboxylase,citrate utilization,H2S production,

urease,tryptophane deaminase,indole production,nitrate reduction 그리고

utilization of glucose,mannose,inositol,sorbitol,rhamnose,saccharose,

melibiose,amygdalin혹은 arabinose는 음성 반응을 보였다.

Sco-D01
T
의 생장온도는 10-37°C이고 생장 pH는 pH 5.1-12.1이며 30°C와 pH

8.1-11.1에서 최적 생장을 보였다.3% (w/v)의 염분 농도까지 생장하였다.DNA,

casein 그리고 esculin은 가수분해 하였고 starch, xanthine, tyrosine,

hypoxanthine그리고 CM-cellulose는 분해실험에서 음성 반응을 보였다.API

ZYM strips으로 분석한 효소 이용 실험에서는 alkalinephosphatase,esterase

lipase (C8), leucine arylamidase, valine arylamidase, acid phosphatase,

naphtol-AS-BI-phosphohydrolase, α-glucosidase와 β-glucosidase에 대해서는

강한 활성을 나타내었으며 cysteinarylamidase와 trypsin은 약한 활성을 나타내

었다.반면,esterase(C4),lipase(C14),α-chymotrypsin,α-galactosidase,β

-galactosidase,β-glucuronidase,N-acetyl-β-glucosaminidase,α-mannosidase
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그리고 α-fucosidase는 음성 반응을 나타내었다.API20E strip을 이용한 효소

이용능 및 탄소원 이용 실험에서는β-galactosidase,voges-proskauerreaction그

리고 gelatinase는 양성 반응을 보였으나 arginine dihydrolase, lysine

decarboxylase,ornithine decarboxylase,citrate utilization,H2S production,

urease,tryptophane deaminase,indole production,nitrate reduction 그리고

utilization of glucose,mannose,inositol,sorbitol,rhamnose,saccharose,

melibiose,amygdalin과 arabinose는 음성 반응을 보였다.나머지 생리·생화학

특징들은 Table22에 나타내었다.

7.2.화학 분류적 특성

7.2.1.G+C함량

Sco-A36
T
은 71.0mol%,Sco-D01

T
은 72.0mol%의 DNA G+C 함량을 보였다

(Fig.19).Marmoricola표준 균주들은 72.0-72.9mol% 범위의 G+C함량이 보고

되었다(Urzìetal.,2000;Lee,2007;Dastageretal.,2008).따라서 같은 속의 종

들로 간주되어 진다(Mesbahetal.,1989).

(a)
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Fig.19.G+C contents of genomic DNA of strains Sco-A36
T
(a) and

Sco-D01
T
(b)

7.2.2.Menaquinone

Propionibacterineae(suborder)/Nacardioidace(family)의 Marmoricola속에

소속된 표준종(species)들의 주된 menaquinone의 주성분은 MK-8(H4)이다(Urzì

et al.,2000;Lee,2007;Dastager et al.,2008).이번 연구에서 분리된

Marmoricola 속의 분리주들,Sco-A36
T
과 Sco-D01

T
도 표준종들과 동일한

menaquinoneprofile을 보여주었다(Fig.20).분리주들의 peak동정을 위해 대조

구로 MarmoricolaaequoreusJCM 13812
T
을 사용하였다.

(b)

(a)
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Fig.20.MenaquinoneprofileofstrainsSco-A36
T
(a)and Sco-D01

T
(b)by

HPLC

7.2.3.Polarlipid

표준부품 (standard)과 함께 TLC 분석 결과 Sco-A36
T
과 Sco-D01

T
균주들의

추출물에는 diphosphatidylglycerol,phosphatidylinositol, phosphatidylglycerol,

phosphatidylcholine그리고 한 개의 unknownphospholipid가 존재 하였다(Fig.

21).

Fig.21.PolarlipidsprofileofstrainsSco-A36
T
(a)andSco-D01

T
(b)byTLC.

DPG, diphosphatidylglycerol; PC, phosphatidylcholine; PG, phosphatidylglycerol; PI,

phosphatidylinositol;PL,unknownphospholipid.

(b)

(a) (b)
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7.2.4.Fattyacid

지방산 분석을 위해 Sco-A36
T
과 Sco-D01

T
은 표준 균주인 M.aequoreus

JCM 13812
T
,M.aurantiacusDSM 12652

T
그리고 M.bigeumensisKCTC

19287
T
와 함께 R2A agar(Difco)에서 30°C,5일간 배양하였다.Sco-A36

T
의 지

방산 주성분은 C16:0(18.1%),C17:1ω8c(13.6%),C18:1ω9c(12.0%)그리고 C16:1ω7c

and/ori-C15:02-OH (10.3%)인 반면,Sco-D01
T
은 C16:0(27.7%),C18:1ω9c(25.9%)

그리고 10-MethylC18:0 (10.2%)이었다.또한,Sco-A36
T
은 주성분으로 C17:1ω8c,

Sco-D01
T
은 10-MethylC18:0를 포함하여 다른 표준 종들과 구분된다(Table21).

Table21.CellularfattyacidcompositionsofstrainsSco-A36
T
,Sco-D01

T
and

thetypespeciesMarmoricola

Taxa:1,StrainSco-A36
T
;2,StrainSco-D01

T
;3,M.aequoreusJCM 13812

T
;4,M.aurantiacus

DSM 12652
T
;5,M.bigeumensisKCTC 19287

T
.Valueslessthan1% oftotalfattyacidsare

notshown.-,Notdetectedornotdescribed.Majorcompositions(>10%)areshowninbold.

*
Summedfeatures4and8containedC16:1ω7cand/ori-C15:02-OH andC19:1ω11cand/orunknown

18.756,respectively.
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Fattyacid 1 2 3 4 5

Saturatedfattyacids 　 　 　 　 　

C12:0 - - 2.9 1.0 -

C14:0 2.4 - 1.2 1.3 1.2

C15:0 8.4 2.1 1.1 1.1 2.1

C16:0 18.1 27.7 30.2 37.0 6.8

C17:0 7.0 2.0 1.1 　- 3.8

C18:0 1.5 1.9 2.3 2.1 1.4

Branchedfattyacids 　 　 　 　 　

i-C14:0 - - - - 4.3

i-C15:0 - - - - 5.5

ai-C15:0 - - - - 3.3

i-C16:0 - 2.5 - - 27.6

i-C16:03-OH - - - - 3.0

i-C17:0 - - - - 3.5

ai-C17:0 - - - - 5.9

ai-C19:0 - - 6.3 3.3 -

Unsaturatedfattyacids 　 　 　 　 　

i-C16:1H - - - - 1.3

i-C17:1ω9c - - - - 1.8

C17:1ω8c 13.6 3.6 2.5 2.0 6.9

C17:1ω6c - 1.0 - - 2.3

C16:12-OH - - - - 3.5

ai-C17:1ω9c - - - - 1.0

C18:1ω9c 12.0 25.9 26.4 27.0 4.2

C18:3ω6c 1.3 - - - -

Hydroxyfattyacids 　 　 　 　 　

C15:02-OH 1.6 - - - -

C16:02-OH 7.1 8.0 4.3 4.7 -

C17:02-OH 3.0 1.1 - - -

10-Methylfattyacids 　 　 　 　 　

C16:0 1.3 1.1 1.7 2.0 -

C17:0 4.1 1.2 - - 2.2

C18:0 3.4 10.2 7.1 5.4 -

Unknown9.521 - - 1.1 - -

Summedfeature
*

4 10.3 6.0 8.2 9.9 2.6

8 - - - - 1.3
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Table22.DifferentialphenotypicpropertiesofstrainsSco-A36
T
,Sco-D01

T

andMarmoricolaspecies

Taxa:1,StrainSco-A36T;2,StrainSco-D01T;3,M.aequoreusJCM 13812T(data

from Lee,2007);4,M.aurantiacusDSM 12652
T
(datafrom Urzìetal.,2000andthis

study);5,M.bigeumensisMSL-05
T
(datafrom Dastageretal.,2008andthisstudy).

Allstrainsarepositiveaesculinhydrolysisandcatalasetest,alkalinephosphatase,

esteraselipase(C8),leucinearylamidase,α-glucosidaseandβ-glucosidase.Negative

foroxidasetestandureahydrolysis,lipase(C14),α-galactosidase,β-glucuronidase,

N-acetyl-β-glucosaminidase,α-mannosidaseandα-fucosidase.PI,phosphatidylinositol;

DPG,diphosphatidylglycerol;PG,phosphatidylglycerol;PC,phosphatidylcholine;PL,

unknownphospholipid;SF4,C16:1ω7cand/ori-C15:02-OH;TSBA,tuberculostearicacid;

+,Positive;-,negative;w,weaklypositive;Nd,notdetermined.
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Characteristic 1 2 3 4 5

Colonycolor Vividyellow Vividyellow Yellow Orange Lemonyellow

Morphology
Single,pairsor

clusters

Single,pairsor

clusters

Single,pairsor

clusters

Single,pairsor

clusters

Singlecocci

Motility Non-motile Non-motile Non-motile Non-motile Motile

Temperaturerange(°C) 4-37 10-37 10-37 18-28 20-37

GrowthrangeforNaCl(%) 0-2.0 0-3.0 0-7.0 0.5-2.0 0-7.0

pHrange 5.1-12.1 6.1-12.1 5.1-12.1 5.1-8.7 6.0-12.0

Nitratereduction - - + - +

Gelatinliquefaction + + + - -

β-galactosidase - + + w +

H2Sproduction - - + Nd -

Degradationof:

DNA - + Nd - -

Starch - - - - +

Casein + + + - -

Xanthine - - - - +

Tyrosine - - - - +

Hypoxanthine - - - + Nd

Utilizationof:

D-Arabinose - + - + -

Dextran - - + + +

D-Fructose - + + + -

D-Galactose - + + + -

D-Glucose - + + + +

D-Lactose - - + + +

Maltose - + + + +

D-Melezitose - + + + -

D-Raffinose - + - + -

L-Rhamnose - + - + +

L-Ribose - + + + -

Salicin - + - + -

Sucrose - + + + -

D-Trehalose - + + + -

Adonitol + - - + -

Glyerol - - + + -

D-Sorbitol - - + + +

D-Xylitol + - - + +

Acetate - + + + +

Citrate - + + + -

Malate - + + + -

Succinate + - + + -

Tartrate - - - + -

DNAG+Ccontent(mol%) 71.0 72.0 72.4 72.0 72.9

Polarlipids
DPG,PC,PG,

PI,PL

DPG,PC,PG,

PI,PL

DPG,PC,PG,

PI,

DPG,PG,PI,

PL

DPG,PG,PI,

PL

Majorfattyacids(>10%)
C16:0,C17:1ω8c,

C18:1ω9c,SF4

C16:0,C18:1ω9c,

TSBA

C16:0,

C18:1ω9c

C16:0,

C18:1ω9c
i-C16:0

Sourceofisolation Volcanicash Volcanicash Beachsediment Marble
Agricultural

soil
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7.3.계통분석

이번 연구에서 결정된 Sco-A36
T
와 Sco-D01

T
의 거의 완전한 16SrRNA 유전자

염기서열 (1425nt와 1426nt)들은 Marmoricola속과 관련된 분류군들의 염기

서열과 비교되었다.Neighbor-joining으로 계통수 (tree)를 작성한 결과 분리주들

은 Marmoricola속에 독특한 2개의 sublineage를 형성하였다(Fig.22).이 결과

는 67%와 54%의 bootstrap값들과 maximum-likelihood와 maximum-parsimony

계통수 (tree)에 의해서 지지 되었다.

Fig.22.16S rRNA genesequencetreeshowing phylogeneticposition of

strains Sco-A36
T
and Sco-D01

T
with the radiation encompassing

representativesofthefamilyNocardioidaceae.Thetreewasconstructedfrom

evolutionarydistancematrixbyusingneighbor-joining method(Saitouand

Neil,1987).ThesequenceofStreptomycesgriseusKCTC 9080T(M76388)servedasthe

outgroup.Asterisksindicated branchesthatwerealsorecovered using maximum-likelihood

(Fitch,1971)andmaximum-parsimony(Felsenstein,1981)trees.Bootstrapvalues(expressedas

percentagesof1000replications)>50% areshownatbranchpoints.Bar,0.01substitutionsper

nucleotideposition.
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　Closestneighbors StrainSco-A36
T

StrainSco-D01
T

MarmoricolaaurantiacusDSM 12652
T
(Y18629) 98.0 98.6

MarmoricolaaequoreusSST-45
T
(AM295338) 97.7 97.6

MarmoricolabigeumensisMSL05
T
(EF466120) 96.6 95.9

StrainSco-A36
T

100.0 97.8

StrainSco-D01
T

97.8 100.0

7.4.16SrRNA유전자 염기서열 유사도 (%)

JukeandCantor(1969)방법을 이용해서 계산된 진화적 거리를 이용하여 염기

서열 유사도를 구한 결과 Sco-A36
T
은 M.aurantiacusDSM 12652

T
와 98.0%,

M.aequoreusSST-45
T
와 97.7% 그리고 M.bigeumensisMSL05

T
와 96.6%

을 나타냈다(Table23).관련된 Nocardioides속의 표준 균주들과는 91.4-95.5%

의 분포를 나타내었다.한편,Sco-D01
T
은 M.aurantiacus DSM 12652

T
와

98.6%,Sco-A36
T
와 97.8%,M.aequoreus SST-45

T
와 97.6% 그리고 M.

bigeumensisMSL 05
T
와 95.9% 을 나타냈다(Table23).관련된 Nocardioides

속의 표준 균주들과는 91.6-96.3%의 분포를 나타내었다.

Table23.16S rRNA genesequencesimilarityvaluesofstrainsSco-A36
T

andSco-D01
T
withthephylogeneticneighbors

7.5.DNA-DNAhybridization

16SrRNA 유전자 염기서열 분석 결과 (Fig.22과 Table23)를 바탕으로 가장

근접한 종들과 DNA-DNAhomology를 측정하였다.Sco-A36
T
과 M.aequoreus

JCM 13812
T
는 16.5-25.9%의 값을 갖고 Sco-D01

T
과 M.aurantiacus DSM
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　Closestneighbors StrainSco-A36
T

StrainSco-D01
T

MarmoricolaaurantiacusDSM 12652
T

- 30.2-35.4

MarmoricolaaequoreusJCM 13812
T

16.5-25.9 -

12652
T
는 30.2-35.4%의 값을 나타내었다(Table24).이 값들은 70%보다 낮기 때

문에 Marmoricola속의 새로운 종 (species)으로 보고 될 수 있다(Wayneetal.,

1987).Sco-D01
T
과 M.aequoreus JCM 13812

T
,Sco-D01

T
과 Sco-A36

T
의

homology는 Sco-D01
T
과 M.aurantiacusDSM 12652

T
의 염기서열 유사도 보다

낮기 때문에 측정하지 않았다(Table23).

Table24.DNA-DNA relatednessbetweenstrainsSco-A36
T
,Sco-D01

T
and

theirclosestrelatives

7.6.Marmoricola속의 신종 Sco-A36
T
과 Sco-D01

T
의 기술

Gram-positive하고 coccoid형태를 갖는 두 개의 새로운 균주들,Sco-A36
T
과

Sco-D01
T
는 제주에 있는 오름 (기생화산)으로부터 수집된 화산재로부터 분리되

었다.Cell들은 호기적,oxidase-음성 그리고 catalase-양성이다.Colony들은 매끈

하고 가운데가 오목한 원형이며 색상은 yellow 이다.두 개의 균주들은 모두 세

포벽에 특징적인 LL-diaminopimelicacid를 가졌다.Menaquinone의 주성분은

MK-8(H4)이고 세포막의 극성 지질은 phosphatidylinositol,

diphosphatidylglycerol, phosphatidylglycerol, phosphatidylcholine 그리고

unknown phospholipid를 갖는다.지방산 profile들은 포화 및 불포화 지방산,

10-methyl과 hydroxyl을 갖는 지방산들을 포함하였다.DNA G+C 함량은

71.0-72.0mol% 이었다.16SrRNA 유전자 염기서열 분석 결과 새로운 균주들은

Nocardioidaecae 과에 속하였고 Marmoricola 속에서 두 개의 독특한

sublineage들을 형성하였다.분리주와 친족들과의 DNA-DNA homology값들은
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bacteria의 종을 구분하는 70% 보다 훨씬 낮았다.여기에 기술된 표현형적인 결

과와 DNA-DNA 잡종화 실험 결과를 바탕으로 분리주들은 Marmoricola속의 2

개의 새로운 종 (species)들로 여겨졌다.균주 이름은 Marmoricolakorecussp.

nov. (type strain Sco-A36
T
= KCTC 19596

T
= DSM 22128

T
) 그리고

Marmoricolascoriaesp.nov.(typestrainSco-D01
T
=KCTC 19597

T
=DSM

22127
T
)으로 제안되었다.
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8.Micromonosporaceae과 새로운 속의 다상적 분류

8.1.표현형적 특성 분석

8.1.1.표준균주

지방산 (fatty acid)을 비롯한 화학적 특성을 비교하기 위해서 Hamadaea

tseunoensisIMSNU 22005
T
와 CatelliglobosisporakoreensisJCM 10976

T
를 표

준균주로 사용하였다.

8.1.2.형태 및 배양상 특성

Colony는 ISP2,ISP3,ISP4,ISP5medium 그리고 oatmeal-nitrateagar에

서 잘 자라고 ISP6과 ISP7medium에서는 약하게 생장하였다.잘 발달된 기균

사 (substratemycelium)위에 포자들이 긴 사슬이 단일 혹은 무리를 지어서 나

타났다(Fig.23).기층 균사들 (aerialmycelia)은 white색상을 띠어서 ISP 3,

ISP5그리고 oatmeal-nitrateagar에서 드물게 보였다.Colony의 background색

상은 light-brown에서 brown으로 나타났고 colony주위로 퍼지는 색소는 ISP3

과 oatmeal-nitrateagar에서만 brown색상을 나타내었다.

Fig.23.ScanningelectronmicroscopyofstrainSco-B14
T
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8.1.3.온도,pH,NaCl내성 및 분해능 특성

Sco-B14
T
의 생장온도는 20-30°C이고 생장 pH는 pH 7.1-8.1이며 0% (w/v)의

염분 농도까지 생장하였다.Starch와 esculin은 가수분해 하였고 DNA,casein,

xanthine,tyrosine,hypoxanthine과 CM-cellulose는 분해실험에서 음성 반응을

보였다.

8.2.화학적 특성

8.2.1.G+C함량

Sco-B14
T
은 70.1mol%의 DNA G+C함량을 보였다(Fig.24).이 값은 관련된

종들의 G+C 함량 (70-72mol%)범위에 속하였다(Leeetal.,2000;Leeand

Hah,2002;AraandKudo,2006;Araetal.,2008a).

Fig.24.G+CcontentofgenomicDNAofstrainSco-B14
T
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8.2.2.DAP

TLC로 diaminoacid분석한 결과 DAP의 isomer(이성질체)는 3OH-form이었

다(Fig.25).3OH-form isomer의 동정을 위하여 3OH-form을 갖는 참고균주인

CatellatosporacitreaIMSNU 22008
T
를 사용하였다(Leeetal.,2000;Araetal.,

2008a).

Fig.25.TheisomerofdiaminopimelicacidincellwallofstrainSco-B14
T
by

TLC

8.2.3.Whole-cellsugar

 GC로 분석한 결과 Sco-B14T는 특징적인 whole-cell sugar로 glucose,

rhamnose,ribose,xylose,arabinose,galactose그리고 mannose을 포함하였다

(Fig.26).Arabinose와 xylose의 존재는 Micromonosporaceae과에 소속된 표준

종들의 공통된 특성을 나타낸다(Vobis,1989).
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Fig.26.Characteristicwhole-cellsugarsofstrainSco-B14
T
byGC

8.2.4.Menaquinone

Menaquinone의 주성분은 MK-10(H4)이였고 (49%) minor한 성분으로

MK-9(H4),MK-10(H6)와 MK-9(H6)가 존재하였다(Fig.27).그 비율은 24:18:

9로 나타났다.MK-10(H4)peak동정을 위해 CatelliglobisisporakoreensisJCM

10976
T
(Leeetal.,2000;Araetal.,2008),MK-9(H4)와 MK-9(H6)동정을 위해

ActinomaduraspadixDSM 43459
T
(Goodfellow,1989)그리고 MK-10(H6)를 위

해서는 AsanoaferrugineaIFO 14496
T
(LeeandHah,2002)을 참고 균주로 사

용하였다.

Fig.27.MenaquinonesporfileofSco-B14
T
byHPLC
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8.2.5.Polarlipid

Polar lipid 성분은 표준부품 (standard)과 함께 분석한 결과

diphosphatidylglycerol,phosphatidylethanolamine그리고 phosphatidylinositol을

포함하였다(Fig.28).이 성분들은 Lechevalieretal.(1981)에 의한 분류에 따라

서 PIIphospholipidtype으로 나타되어진다(Table26).

Fig.28.PolarlipidsprofileofstrainSco-B14
T
byTLC.PG,phosphatidylglycerol;

PI,phosphatidylinositol;PE,phosphatidylethanolamine.

8.2.6.Fattyacid

지방산 분석을 위해서 Sco-B14
T
는 CatelliglobosisporakoreensisJCM 10976

T

와 HamadaeatsunoensisIMSNU 22005
T
함께 동일한 조건으로 배양 및 추출

후 분석하였다.Sco-B14
T
의 지방산 주성분은 i-C15:0(21.2%)과 C17:0(12.3%)을

갖는다(Table25).이 성분들은 Kroppenstedt(1985)의 분류에 따라서 3btype으

로 나타내어진다(Table26).
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Fattyacid 1 2 3

Saturatedfattyacids 　 　 　

C15:0 5.5 -(-) 1.2(1.0)

C16:0 3.1 2.8(1.2) 3.4(3.1)

C17:0 12.3 1.7(1.2) 11.3(7.6)

C18:0 3.9 6.0(2.6) 4.6(2.9)

C19:0 3.0 -(-) 1.0(-)

Branchedfattyacids 　 　 　

i-C14:0 1.2 4.0(10.8) -(-)

i-C15:0 21.2 7.2(8.5) 19.9(29.5)

ai-C15:0 6.6 3.3(3.7) 4.1(8.8)

i-C16:0 7.5 40.1(44.5) 16.2(10.4)

ai-C16:0 - -(-) 1.1(-)

i-C17:0 2.8 2.2(1.7) 5.6(5.4)

ai-C17:0 8.4 10.4(6.6) 13.2(15.6)

i-C18:0 - 4.1(3.0) 1.0(-)

Unsaturatedfattyacids 　 　 　

C16:12-OH - 3.8(2.9) 2.9(-)

i-C16:1 - -(8.6) -(-)

i-C16:1H - 1.9(-) -(-)

C17:1ω6c - -(-) -(2.7)

C17:1ω8c 2.2 1.9(-) 1.0(1.7)

i-C17:1ω9c 1.3 -(-) -(-)

ai-C17:1ω9c - 1.0(1.5) -(-)

C18:1ω9c 1.0 1.4(-) -(-)

10-Methylfattyacids 　 　 　

C17:0 8.2 2.2(-) 6.3(3.6)

C18:0 3.2 -(-) 2.7(1.5)

C19:0 1.8 -(-) -(-)

Summedfeature
†

3 - -(-) -(2.0)

8 2.1 -(-) -(-)

Table 25. Cellular fatty acid compositions of strain Sco-B14
T
and

phylogeneticneighbors

Taxa:1,Strain Sco-B14
T
;2,Catelliglobosispora koreensis JCM 10976

T
;3,Hamadaea

tsunoensisIMSNU 22005
T
.Valueslessthan1.0% arenotshown.i,iso;ai,anteiso;-,Not

detectedornotdescribed.Parenthesesarefrom Araetal.(2008a).Maincompositions(>10%)

areshowedinbold.
†
Summedfeatures3and8containi-C15:02-OH and/orC16:1ω7candC19:1ω

11cand/orunknown18.756,respectively.
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Table26.DifferentialcharacteristicsofstrainSco-B14
T
from theother

Micromonosporaceaegenera

Taxa:1,Sco-B14
T
;2,Actinocatenispora(Thawaietal.,2006);3,Actinoplanes(Vobis,1989;

Stackebrandtand Kroppenstedt,1987;Horan and Brodsky,1986;Goodfellow etal.,1990;

TamuraandHatano,2001);4,Asanoa(LeeandHah,2002);5,Catellatospora(Asanoetal.,

1989;Leeetal.,2000;AraandKudo,2006);6,Catelliglosispora(Leeetal.,2000;Araetal.,

2008a);7,Catenuloplanes(Yokotaetal.,1993;Kudoetal.,1999);8,Couchioplanes(Tamuraet

al.,1994);9,Dactylosporangium (ThiemannandBeretta,1967;SharplesandWilliams,1974);10,

Hamadaea(Asanoetal.,1989;Araetal.,2008a);11,Krasilnikovia(AraandKudo,2007d);12,

Longispora (Matsumoto et al.,2003); 13,Luedemannella (Ara and Kudo,2007a); 14,

Micromonospora(Ara and Kudo,2007b);15,Pilimelia (Kane,1996);16,Polymorphospora

(Tamuraetal.,2006);17,Pseudosporangium (Araetal.,2008b);18,Salinispora(Maldonado

etal.,2005);19,Spirilliplanes(Tamuraetal.,1997);20,Verrucosispora(Rheim etal.,1998);

21,Virgisporangium (Tamuraetal., 2001).†AccordingtotheclassificationofKroppenstedt

(1985).
‡
According to the classification ofLechevalieretal.(1981).Ara,arabinose;Gal,

galactose;Man,mannose;Rhm,rhamnose;Rib,ribose;Xyl,xylose;Glu,glucose;+,Present;-,

absent;Nd,notdetermined.
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Genus Sporangium Spore

motility

Diamino

acid(s)

Whole-cell

sugar(s)

Fatty

-acid

type
†

Major

menaquinone(s)

(MK-)

Phospholi

pidtype‡
DNA

G+C

content

(mol%)

1 - - 3OH-DAP Glu,Rhm,

Rib,Xyl,

Ara,Gal,

Man

3b 10(H4) PII 70.1

2 - - meso-DAP Ara,Gal,

Xyl

3b 9(H4,6) PII 72

3 + + meso-DAP Ara,Xyl 2d 9(H4),10(H4) PII 72-73

4 - - meso-DAP Ara,Gal,

Xyl

2d 10(H6,8) PII 71-72

5 - - meso-DAP,

3OH-DAP

Xyl,Man,

Gal,Ara,

Rhm,Rib,

Glu

3b 9(H4) PII 70-71

6 - - meso-DAP Rhm,Man,

Xyl,Gal,

Glu

3b 10(H4) PII 70.4

7 - + L-lysine Xyl 2c 9(H8),10(H8) PIII 71-73

8 - + L-lysine Ara,Gal,

Xyl

2c 9(H4) PII 70-72

9 + + meso-DAP Ara,Xyl 3b 9(H4,6,8) PII 71-73

10 - - meso-DAP,

3OH-DAP

Xyl,Gal,

Man,Rib,

Ara,Rhm,

Glu

3b 9(H6) PII 70

11 - - meso-DAP Gal,Man,

Xyl,Ara,

Rib

2d 9(H6,4,8) PII 71

12 - - meso-DAP Ara,Gal,

Xyl

2d 10(H4,6) PII 70

13 + - meso-DAP Xyl,Gal,

Man,Rhm,

Rib,Ara

2d 9(H6,4,2,8) PII 71

14 - - meso-DAP Ara,Xyl 3b 10(H4,6),9(H4,6) PII 71-72

15 + + meso-DAP Ara,Xyl 2d 9(H4,2) PII Nd

16 - - meso-DAP Xyl 2a 10(H6,4),9(H6,4) PII 71

17 - - meso-DAP,

3OH-DAP

Ara,Gal,

Glu,Man,

Rib,Xyl

2d 9(H6) PII 73.6

18 - - meso-DAP Ara,Gal,

Xyl

3a 9(H4) PII 70-73

19 - + meso-DAP Ara,Xyl 2d 10(H4) PII 69

20 - - meso-DAP Man,Xyl 2b 9(H4) PII 70

21 + - meso-DAP Ara,Gal,

Xyl

2d 10(H4,6,8) PII 71
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8.3.계통분석

Sco-B14
T
의 거의 완전한 16SrRNA 유전자 염기서열 (1424nt)이 결정 되었고

Micromonosporaceae과에 포함된 속들의 표준종들과 비교되었다.16S rRNA

유전자 염기서열을 바탕으로 neighbor-joining 계통수 (tree)를 작성한 결과

Micromonosporaceae과의 Catelliglobosispora속과 Hamadaea속 사이에 독특

한 계통군을 형성하였다(Fig. 29). 이 계통군은 maximum-likelihood와

maximum-parsimony 계통수 (tree)에서도 보여졌다.Tree의 신뢰도는 72%와

47% bootstrap값으로 나타났다.

Fig.29.16S rRNA genesequencetreeshowing phylogeneticposition of

strain Sco-B14
T
with theradiation encompassing representativesoffamily

Micromonosporaceae.Thetreewasreconstructedbytheusingneighbour-joiningmethod

(SaitouandNei,1987).ThesequenceofNocardiaasteroidesDSM 43557
T
(X80606)wasused

as an outgroup.Asterisks representthebranchesalso found in both maximum-likelihood

(Fitch,1971)andmaximum-parsimony(Felsenstein,1981)trees.Bootstrappercentagesbased

on 1000replicationsareindicatedatnodes(only valuesabove40% areshown).Bar,0.01

substitutionspersite.
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No. Closestneighbors StrainSco-B14T

1 Catellatosporachokoriensis2-25(1)T(AB200231) 95.7

2 CatellatosporamethanotrophicaIMSNU22006
T
(AF152107) 95.6

3 CatellatosporacitreaIMSNU22008
T
(AF152106) 95.5

4 Catellatosporacoxensis2-29(17)
T
(AB200232) 95.4

5 Catellatosporabangladeshensis2-70(23)T(AB200233) 95.0

6 HamadaeatseunoensisIMSNU22005
T
(AF152110) 94.8

7 LongisporaalbidaNRRLB-24201
T
(AB089241) 94.7

8 PolymorphosporaruberTT97-42
T
(AB223089) 94.2

9 CatelliglobosisporakoreensisLM 042
T
(AF171700) 94.1

10 Luedemannellahelvata3-9(24)T(AB236957) 94.1

11 MicromonosporachalceaDSM 43026
T
(X92594) 93.9

12 SpirilloplanesyamanashiensisIFO15828
T
(D63912) 93.9

13 Virgosporangium ochraceum YU655-43
T
(AB006167) 93.9

14 ActinoplanesphilippinensisDSM 43019
T
(X93187) 93.8

15 VerrucosisporagifhornensisDSM 44337T(Y15523) 93.8

16 AsanoaferrugineaIMSNU22009
T
(AF152108) 93.7

17 Krasilnikoviacinnamoneum 3-54(41)
T
(AB236956) 93.7

18 Dactylosporanguium aurantiacum DSM 43157
T
(X93191) 93.5

19 PimeliaterevasaDSM 43040
T
(X93190) 93.4

20 Pseudosporangium ferrugineum 3-44-a-19T(AB302183) 93.4

21 SalinosporaarenicolaCNH643T(AY040619) 93.4

22 CatenuloplanesjaponicusIFO14176
T
(D85476) 93.2

23 Couchioplanescaeruleussubsp.caeruleusIFO13939
T
(D85479) 93.2

24 ActinocatenisporathailandicaTT2-10T(AB107233) 90.0

8.4.16SrRNA유전자 염기서열 유사도 (%)

Sco-B14
T
과 Micromonosporaceae과에 포함된 속들의 표준 종들과 16SrRNA

염기서열 유사도 값은 Catellatospora속의 표준 종들과 95.0-95.7%,Hamadaea

tseunoensis와 94.8%,Longisporaalbida와 94.7% 그리고 Catelliglobosispora

koreensis와 94.1%을 나타내었다.다른 속들의 표준 종들과 90.0-94.2%의 유사

도를 보였다(Table27).

Table27.16SrRNAgenesequencesimilarityvaluesofstrainSco-B14
T
with

thephylogeneticneighbors
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8.5.Micromonosporaceae과의 신속 및 신종 Sco-B14
T
의 기술

새로운 방선균 Sco-B14
T
는 제주의 오름 (기생화산)에서 수집한 화산재로부터

분리되었다.그 유기체는 가지모양의 잘 발달된 기균사 (substratemycelium)을

형성하였다.기층균사 (aerialmycelia)는 약하게 생성하였다.운동성을 갖지 않는

긴 사슬모양의 포자들이 배지 표면위에 영양 균사체로부터 단일 혹은 묶음을 이

루어서 발생하였다.Colony의 background색상은 lightbrown에서 brown을 띠

었고 주위로 퍼지는 색소는 ISP3medium과 oatmeal-nitrateagar에서만 관찰되

었다.16S rRNA 유전자 염기서열을 바탕으로 한 계통분석 결과 Sco-B14
T
은

Micromonosporaceae 과에서 기존의 다른 genus에 포함되지 않는 독특한

lineage를 형성하였다.Sco-B14
T
과 Micromonosporaceae과에 포함된 속들의 표

준 종들과 16S rRNA 염기서열 유사도 값은 Catellatospora속의 표준 종들과

95.0-95.7%,Hamadaeatseunoensis와 94.8%,Longisporaalbida와 94.7% 그리고

Catelliglobosisporakoreensis와 94.1%을 나타내었다.나머지 속들의 표준 종들

과는 90.0-94.2%를 보였다. 다음의 화학분류적 특징들은 이 균주가

Micromonosporaceae과의 포함된다는 것을 나타내었다.3OH-DAP isomer을

세포벽에 특징적인 diamino acid로 갖고 whole-cell sugar들은 glucose,

rhamnose,ribose,xylose,arabinose,galactose그리고 mannose을 포함하였다.

세포막의 극성 지질 (polar lipid)은 diphosphatidylglycerol,

phosphatidylethanolamine그리고 phosphatidylinositol이였다.Menaquinone의 주

성분은 MK-10(H4)이고 fattyacids의 주성분은 i-C15:0와 C17:0 이며 DNA G+C

함량은 70.1mol%을 보였다.화학분류학적 특성들과 계통발생학적 data의 조합은

이 분리주를 기존에 알려진 Micromonosporaceae과 (family)속들 (genera)의

표준 종들과 명백하게 구분하였다.여기에 기술된 계통발생학적 data와 화학분류

적 특성들을 바탕으로 Sco-B14
T
은 Micromonosporaceae 과의 새로운 속

(genus) 및 종 (species)을 나타내었다.균주 이름은 Allocatelliglobispora

scoriaegen.nov.,sp.nov.으로 제안되었다.
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Ⅳ.요 약

본 연구는 제주도 구좌읍 지역 다랑쉬 오름 근처의 제주 화산석 송이

(Jejuscoria)를 색상별로 채집하여 배양 가능한 미생물을 분리한 후 Rep-PCR과

16SrRNA 유전자 염기서열 분석을 통해 화산석 송이 미생물의 종 다양성을 분

석하고 선발된 균주에 대해 다상적 분류방법을 적용하여 분류·동정을 수행하였

다.또한,항진균활성과 chitin분해능을 조사하여 생리 활성물질을 탐색하였다.

5개 색상의 scoria에서 총 100균주의 배양 가능한 미생물이 분리되었다.분리

균주들의 colony의 색소는 yellow,orange,cream,pink또는 brown등으로 다양

하게 나타났으며 그람양성균은 63균주이고 그람음성균은 37균주 이었다.운동성

관찰에서는 총 84균주 중에서 47균주가 운동성을 나타내었다.균주의 형태는 70

균주가 간균 (rod-shaped)이었고 관찰되었고 14균주가 구균 (coccus)이었다.그

리고 균사를 생성하는 16개의 균주의 포자사슬의 형태는 직쇄 형 (rectiflexibile),

갈고리 형 (hooked)및 방사형 (spiral)을 띠었다.

Rep-PCR분석을 통해서 각 균주에서 분리한 DNA의 bandpattern을 비교 분

석하여 유전적 다양성을 검토하였다.각 균주들의 DNA fingerprintingpattern

분석을 통해 UPGMA형태의 dendrogram을 작성하였고 유사도를 결정하였다.유

사도 65% 이상의 수준에서 grouping한 결과,화산석 송이 미생물들은 붉은색

(A;red)에서 28개의 Rep-group,갈색 (B;brown)에서 21개의 Rep-group,적갈

색 (C;reddish-brown)에서 6개의 Rep-group,황갈색 (D;yellow brown)에서 22

개의 Rep-group,그리고 검정색 (E;black)에서 6개의 서로 다른 Rep-group으로

분류되었다.분리된 총 100균주 전체를 grouping했을 때 79개의 Rep-group으로

분류되었다.

다랑쉬 지역 Scoria에서 분리된 100균주의 배양 가능한 세균의 Rep-PCR과 16S

rRNA 유전자 염기서열을 해석한 결과 Actinobacteria,Bacilli,Deinococci,α-,

β-과 γ-Proteobacteria의 6개 계통군이 확인되었다.58%는 Actinobacteria로 우

점을 이루는 것으로 확인되었으며 20%는 β-Proteobacteria로 확인되었고 14%는

α-Proteobacteria, 4%는 Bacilli, 3%는 γ-Proteobacteria 그리고 1%는

Deinococci에 속하는 것으로 나타났다.계통분석 결과 14개의 목 (order)및 아목
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(sub-order),17개의 과 (family)그리고 30개의 속 (genus)으로 구성되었다.많이

분리된 속 (genus)은 Arthrobacter(18균주),Massilia(16균주),Steptomyces

(14균주)그리고 Nocardioides(9균주)순으로 나타났다.시료별로 보면,A (red)

시료는 cream 색상을 갖는 Arthrobacter가,B(brown)시료는 yellow 색상을 갖

는 Nocardioides와 균사생성 방선균인 Streptomyces가 많이 분포하여서

Actinobacteria분류군이 70% 이상 분리되었다.반면,D (yellow brown)시료는

yellow 혹은 orange색상을 띠는 Massilia균주들을 포함하여서 Proteobacteria

분류군이 60% 이상 나타났다.C(reddish-brown)와 E(black)시료는 분리균주가

많지 않지만 각 그룹별로 골고루 분포하고 있었다.

생리활성 물질 탐색결과 chitin을 분해하는 균주는 총 100균주 중에 18균주로

나타났다.억제환의 크기는 1cm 미만이 8균주,1cm 이상 2cm 미만이 5균주 그

리고 2cm 이상인 균주가 5균주로 확인되었다.대부분이 균사를 생성하는

Streptomyces이고 Psudomonas,Stenotrophomonas과 Lapillicoccus의 종들도 포

함되었다.감귤저장 중 부패를 발생시키는 푸른곰팡이 (Penicillium italicum)에

대한 항진균활성은 3균주가 억제환을 나타내었다.Paenibacillus에 속하는 1균주

와 Steptomyces에 속하는 1균주가 2cm 이상의 억제환을 나타내었다.

Rep-PCR과 16SrRNA 유전자 염기서열을 바탕으로 한 계통분석 결과 31균주

가 표주균주들과 함께 형태 및 생리·생화학 분석,화학적 특성 분석 그리고

DNA-DNA hybridization분석을 통한 다상적 분류를 통해서 새로운 속 (genus)

또는 종 (species)으로 분류될 가능성을 나타냈다.이 균주들 중에서 A36과 D01

은 표준균주들과 95.9-98.6%의 염기서열 유사도,생리·생화학적 특성 비교 및 낮

은 DNA-DNA relatedness값 (16.5-35.4%)을 바탕으로 Marmoricolakorecus

sp.nov.(typestrain Sco-A36
T
= KCTC 19596

T
= DSM 22128

T
)그리고

Marmoricolascoriaesp.nov.(typestrainSco-D01
T
=KCTC 19597

T
=DSM

22127
T
)으로 제안되었다.또한,Micromonospraceae(family)에 속하는 균주 B14

는 표준균주들과 95.8% 이하의 낮은 염기서열 유사도,계통분석 그리고 화학적

특성 (DAP,sugar,menaquinone,polarlipids및 fattyacid)분석 비교를 통하여

새로운 속 (genus)및 종 (species)으로 동정 및 분류 되었다.균주 이름은

Allocatelliglobisporascoriae로 제안되었다.
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<Summary>

Astudyofmicrobialdiversityandbioactive

compoundsfrom Jejuscoriabacteria

DongWanLee

(SupervisedbyprofessorSoonDongLee)

Theaim ofthisstudywastoinvestigatethediversityoftheculturable

bacteriaofJejuscoriacollectednearbyDarangshioreum inJejuIsland,based

onRep-PCRDNA fingerprintingand16SrRNA genesequenceanalyses,and

toscreenforantifungalandchitin-degradingactivitiesfrom them.Also,some

oftheisolatedstrainswasdesignedtobedescribedasnovelbacterialspecies

through the classification and identification of them by a polyphasic

taxonomicapproach.

A totalof100culturablebacteriawereisolatedandmaintainedfrom five

Jejuscoria ofvarious colors.The isolates were characterized by colony

pigmentationsuchasyellow,orange,cream,pinkandbrown.Amongthem,

63strainswereGram-positiveand37strainswereGram-negative.Of84

strains tested,47 strains were motile.Morphologicalcharacteristics were

variabledependingonstrains.Mostofthem (70strains)wererod-shapedand

14 strains were coccoid-shaped.The actinomycete strains including 16

isolatesproduced well-developedsubstrateandaerialmycelia,onthetipsof

whichsporechainswerearrangedinrectiflexibiles,hooksorspirals.

DNA fingerprintsobtainedfrom genomicDNA ofisolatesusingrepetitive

sequence-based PCR werecompared forevaluating geneticdiversity.The
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Rep-PCRDNA fingerprintsof100bacterialstrainsconstituted79Rep-groups

and were divided into 28 Rep-groups forred-colored Jejuscoria (A),21

Rep-groups for brown-colored Jejuscoria (B), 6 Rep-groups for

reddish-brownJejuscoria(C),22Rep-groupsforyellow brownJejuscoria(D)

and6Rep-groupsforblack-coloredJejuscoria(E)atthelevelofmorethan

65% similarity.

OnthebasisofthecomparativeanalysesofRep-PCRDNA fingerprintsand

partial16S rRNA genesequences,100isolatesweredividedinto6major

groups: Actinobacteria (58%), β-Proteobacteria (20%), α-Proteobacteria

(14%),Bacilli(4%),γ-Proteobacteria (3%)and Deinococci(1%).Among

Actinobacteria, more than 70% of actinobacterial strains were mainly

distributedinred-coloredJejuscoria(A)andbrown-coloredJejuscoria(B)in

thatmanycream-coloredArthrobacterspp.wereisolatedfrom A sample,and

yellow-colored Nocardioidesspp.and Steptomyces-likespp.were isolated

from B sample.AmongstrainsbelongingtotheProteobacteria,morethan

60% proteobacterialstrains,mostofwhichweredesignatedasyellow-or

orange-coloredMassiliaspp.,weredistributedinyellow-brownJejuscoria(D).

Ontheotherhand,reddishbrownJejuscoria(C)andblack-coloredJejuscoria

(E)evenlycontainedrepresentativesofallthemajorgroups,albeitwithsmall

numberoftheisolates.

The isolates having chitin-degrading activity were 18% ofa total(18

strains).Amongthese,8strainsshowedthediametersofclearancezonesless

than 1cm,5strainsthediametersranged from 1-2cm and 5strainsthe

diametersabovethan 2cm.On theotherhand,only two strainsshowed

anti-fungalactivitiesagainstPenicillium italicum (mold oftangerine):one

wasPaenibacillussp.(strainSco-A16)andtheotherwasSteptomycessp.

(strainSco-A30).

Itwasstronglysuggestedthat31isolateswerecandidatesofnew genusor

speciesbasedontheanalysesofRep-PCRDNA fingerprintsand16SrRNA
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gene sequences. Among them, strains Sco-A36
T
and Sco-D01

T
were

describedasmembersoftwonovelspeciesofthegenusMarmoricolaonthe

basisofthe16S rRNA genesequencesimilarity (95.9-98.6%),phenotypic

featuresandlow DNA relatednessvaluesof16.5-35.4%,forwhichthenames

Marmoricolakorecussp.nov.(typestrainSco-A36
T
=KCTC 19596

T
=DSM

22128
T
)and Marmoricolascoriae sp.nov.(typestrain Sco-D01

T
= KCTC

19597
T
=DSM 22127

T
)areproposed.Also,strainSco-B14

T
wasdescribedas

amemberofnovelgenusofthefamilyMicromonosporaceaebasedonthe

low 16SrRNA genesequencesimilarity(<95.8%),phylogeneticevidenceand

chemotaxonomiccharacteristicssuch astheisomerofdiaminopimelicacid,

menaquinone, polar lipids and fatty acid, for which the name

Allocatelliglobisporascoriaegen.nov.,sp.nov.isproposed.
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