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Abstract

In this study,we investigated bacterialdiversity ofintertidalzone in

summerseason ofJeju Island,They were characterized by determining

morphologicalandphysio-biochemicalproperties,andsubjectedtocomparative

analysisofpartial16SrRNA genesequences.Thephylogenicrelationshipof

thedomainBacteriawasinvestigatedbyperformingacomparativesequence

analysisofPCR-amplified16SribosomalRNA inorganism ofintertidalzone.

Microorganismsisolatedfrom marineorganismsandinvestigatedanalysisof

16S rRNA sequence.The 16S rRNA genes were amplified by using

oligonucleotideprimers(27Fand1492R).Phylogeneticdiversityandtaxonomic

position of pigment-producing, protease-producing and lipase-producing

bacterialisolateswerediscussed.

A totalof850marinebacteriawereisolatedfrom varioussubstrates.Among

them,136strainsproducedseveralkindsofpigments,35strainsproduced

protease,and9strainswerelipase-producer.They showedgrowthinthe

variousrangeoftemperture,pH andNaCl.Bycomparativestudyofpartial

16S rRNA genesequences,136isolatesweredividedinto6majorgroups:

Proteobacteria/Gammaproteobacteria (64 %),Bacteroidetes/Flavobacteria(13

%),Firmicutes/Bacilli(10.8%),Proteobacteria/Alphaproteobacteria (8%),

Bacteroidetes/Sphingobacteria(2.1%)and Bacteroidetes/Actinobacteria(2.1%).

35 protease-producing strains were divided into 3 major groups:

Proteobacteria/Gammaproteobacteria(91.4%),Proteobacteria/Alphaproteobacteria

(2.8%)andFirmicutes/Bacilli(5.8%).

Amongthese,Gammaproteobacteriagroupwasthelargestanddistributedin

thegeneraPseudoalteromonas(10strains),Vibrio(21strains)(andFerrania

1strain).Allofthelipase-producers(9isolates)werecontainedinseveral

generaoftheGammaproteobacteria:Shewanella(1strain),Vibrio(2strains),
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Alteromonas(4strains),Paeudoalteromonas(1strain)andAgarivorans(1

strain).

Ontheotherhand,itwasstronglysuggestedthat8isolateswascandidates

ofnew speciesbasedonlow 16SrRNA genesequencesimilarity.Theywere

distributed in the families Alteromonasdaceae (JJM10 and JJM57),

Pseudoalteromonadaceae (JJM39 and JJM137)and Shewanellaceae (JJM25

andJJM33)oftheorderAlteromonadales(theclassGammaproteobacteria).

Strain JJM84 belonged to the family Flavobacteriaceae of the order

Flavobacteriales,theclassFlavobacteria.Ontheotherhand,strainsJJM85

represented a novel species of the genus Loktanella in the family

Rhodobacteraceae (the class Alphaproteobacteria) on this basis of the

phenotypic features and phylogenetic evidence,for the name Loktanella

pyoseonensissp.nov.isproposed.
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from IntertidalZoneinSummerSeasonof

JejuIsland
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ABSTRACT

Atotalof850strainsofmarinemicroorganismswereisolatedfrom intertidal

zoneofJejuIsland.Theywerecharacterizedbydeterminingmorphological,

physiological and biochemical properties, and subjected to comparative

analysisofpartial16S rRNA genesequences.The16S rRNA geneswere

amplified by using oligonucleotide primers (27F and 1492R).Phylogenetic

diversity and taxonomicposition ofpigment-producing,protease-producing

andlipase-producingbacterialisolateswerediscussed.Theyshowedgrowth

inthevariousrangeoftemperture,pH andNaCl.Bycomparativestudyof

partial16S rRNA genesequences,136isolatesweredividedinto6major

groups:Proteobacteria/Gammaproteobacteria(64%),Bacteroidetes/Flavobacteria

(13%),Firmicutes/Bacilli(10.8%),Proteobacteria/Alphaproteobacteria (8%),

Bacteroidetes/Sphingobacteria (2.1%)and Bacteroidetes/Actinobacteria (2.1%).

Protease-producersincluding 35isolateswere divided into 3 majorgroups:

Proteobacteria/Gammaproteobacteria(91.4%),Proteobacteria/Alphaproteobacteria

(2.8 %)and Firmicutes/Bacilli(5.8%).Among these,Gammaproteobacteria

group was the largest and contained strains distributed in the genera

Pseudoalteromonas(10strains),Vibrio(21strains)andFerrania(1strain).All

ofthelipase-producers(9isolates)werecontainedinseveralgeneraofthe

Gammaproteobacteria:Shewanella(1strain),Vibrio(2strains),Alteromonas(4

strains),Paeudoalteromonas(1strain)andAgarivorans(1strain).Ontheother

hand,itwasstronglysuggestedthat8isolateswascandidatesofnew species

basedonlow 16SrRNAgenesequencesimilarity.Theyweredistributedinthe

families Alteromonasdaceae (JJM10 and JJM57),Pseudoalteromonadaceae

(JJM39andJJM137)andShewanellaceae(JJM25andJJM33)oftheorder

Alteromonadales(theclassGammaproteobacteria).StrainJJM84belongedto

the family Flavobacteriaceae of the order Flavobacteriales, the class

Flavobacteria.
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1.서론

삼면이 바다와 접해 있는 우리나라의 해안가는 암반 조간대(RockyIntertidal

Zone)에서부터 모래 해변(Beach)및 갯벌(Tidalflat)에 이르기까지 다양한 형태

의 해변들로 구성되어 있다.그러나 아무리 넓은 모래 해변이나 갯벌일지라도 그

끝은 항시 암반 조간대로 끝나고 있다.모래 해변이나 갯벌의 사이사이로 크고

작은 암초들이 솟아나 있고 그 곳에는 상당수의 조간대 생물들이 살아가고 있다.

특히 바다와 접해있는 삼면 중에서 동해안은 극히 일부 모래 해변을 제외하고는

거의 전체 해변이 완전한 암반 조간대로 구성되어 있으며,남해안 역시 동해안에

비해서 상대적으로 길이는 짧을지라도 많은 암반 조간대들이 발달해 있다.제주

도 같은 경우는 사면이 바다에 노출되어 있고,제주도의 해변은 전체적으로 암반

조간대가 골고루 발달되어 있다.일반인들이 가장 많이 찾게 되는 해안가는 주로

암반 조간대로 짧은 거리임에도 불구하고 복잡 다양한 미세환경

(microenvironment)들이 존재하며,간조 시 조수 웅덩이(tidepool)들이 형성되기

쉬운 곳이다.

조간대가 가지고 있는 생물들의 생태적인 환경 조건을 보았을 때에는 경제적인

가치가 큰 어패류를 포함하여 많은 종류의 해양생물이 이곳에서 번식을 하고 유

년기를 보내거나 서식한다.또한 각종 철새들도 이곳을 주요서식 공간으로 이용

한다.더불어서 조간대 환경에서 발달한 염생 습지나 갯벌은 육상 환경에서 유입

되는 오염물질들을 정화하는 역할을 하기도 한다.뿐만 아니라 경제적인 측면에

있어서도 간척농지,상업․공업용지,관광지등으로도 유용한 조건을 가지고 있기

때문에 모든 면에서 매력적인 곳이다(Goldberg,1994).1980년대 중반 이후 전

세계적으로 친환경적인 개발의 패러다임이 본격화되면서,조간대 환경에 대한 관

심이 급증하였고,조간대 환경을 중심으로 한 해양환경의 개발과 이용에 대해서

도 많은 연구가 수행 되었으며,이와 함께 세계 여러 나라에서 조간대 환경에 현

명한 이용을 위한 방안 들이 제시되었다(RamsarConventionBureau,1993).

람사르 협약(RamsarConvention)으로 불리 우는 조간대 환경에 대한 이용 지침

은 현재에도 지속적으로 보안․제시되고 있는데,여기에는 지리학,생물학,해양

학,생태학,지질학과 같은 여러 학문 분야가 다양하게 참여하고 있고,다양한 연
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구 결과들을 제시하는 다문학적인 접근방법이 활용되고 있다(IUCN,1993).우리

나라는 미국의 남동부 해안,유럽의 북해 연안과 함께 세계 3대 조간대 환경을

보유하고 있는 국가로서 1995년 OECD 가입 이후 람사르협약에도 활발하게 참

여하고 있다.

조간대(intertidalzone)는 또한,연안대(littoralzone)라고도 하는데,조수간만의

차이에 의해서 보통 하루에 두 번씩,물속에 잠기었다가 공기 중에 노출되는 것

을 반복하는 해변 부분을 말한다.그러므로 생물에 있어서는 혹독한 환경에 놓이

게 된다.육상 생물로서는 물에 잠기는 시간이 길어지고 빛이 차단되고,해양 생

물로서는 공기와 접하는 시간이 길어져 간조가 진행됨에 따라 양 생물 모두 항

상 스트레스를 받게 된다.이들 조간대의 수직적 높이나 넓이는 지역에 따라 또

는 지형에 따라 다소 차이가 있다.이러한 조간대 지역은 분포하는 생물의 종류

나 물리,화학적 환경 특성들에 의해서 통상 세 개의 세부 지역으로 나누어지는

데 해변을 수직적으로 구분하는 방법에는 학자에 따라 다양한 방법들이 제안되

고 있지만 통상 비말대(Splashzone),상부 조간대(Highintertidal),중부 조간대

(Middleintertidal),하부 조간대(Low intertidal)로 구분하며 각각의 환경 조건이

달라 서식하는 생물상이 다양하다(SonandHong,2003)(Fig.1-1,1-2).

Fig.1-1.Ecologyofintertidalzone
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Fig.1-2.Formsofintertidalzone
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비말대(Splashzone)는 바닷물이 파도에 부딪쳐서 튀어나오는 물이 미치는 습기

에 의해서 생육하는 식물의 서식대로 특별한 지의류(lichens)등이 서식하여 이

곳의 바위는 언제나 검게 덮여져 있는 고조선 수면의 윗부분인 상부지대를 말한

다.

상부 조간대(Highintertidal)는 조간대 지역 중에서도 물리,화학적 환경 조건이

가장 열악한 지역이다.바다로부터 가장 높은 즉,가장 육지 쪽 지역으로 만조

시 강한 파도에 의해서 포말이 겨우 닿는 최상부 지역이기 때문에 뜨거운 태양

열과 건조에도 잘 견딜 수 있는 좁쌀무늬총알고동(Nodilittorinaradiata),조무래

기따개비(Chthamaluschallengeri),갈고둥(Neritajaponica)등이 주로 분포한다.

또한,수분 공급이 거의 없기 때문에 해조류는 거의 분포하지 않는다.중부 조간

대(Middleintertidal)는 만조 시에는 물에 잠기지만 간조 시에는 공기 중에 노출

되는 전형적인 조간대 지역이라 말할 수 있다.또한 공기 중에 노출이 된다 할지

라도 항시 어느 정도의 수분은 공급이 된다.만조와 간조 시 자연 조건 모두에

대해서 어느정도 견딜 수 있는 생물들이 서식한다.주로 바위게(Pachygrapsus

crassipesRandall),대수리(Thaisclavigera),고둥류,굴류 등이 서식하며,일부

해조류도 분포하고 있다.하부 조간대(Low intertidal)는 가장 바다와 가까운 부

분이며 간조 시를 제외하고는 항시 물에 잠겨있는 부분이며 물속에서 다양한 포

식자들로부터 자신을 보호 할 수 있으며,강한 파도에도 바위 표면에서 떨어져

나가지 않는 강한 부착력을 가지고 있는 담치류나 많은 종류의 해조들이 서식한

다.

또한 조간대에는 간조 시 소규모 웅덩이가 형성되는데 이를 조수 웅덩이

(tidepool)이라 하고 그 크기와 깊이 그리고 생성 위치에 따라 서식생물의 생태적

특성이 독특하기 때문에 mesocosm 등의 생태모델 연구 장소로 활용되기도 한다

(Leeetal.,2001,MetaxasandScheibling,1994,Barlow etal.,1998).즉,만조

시에 조간대에 유입된 유기물은 조간대에 서식하는 미생물 등에 의해 분해되어

무기물로 바뀌고 이 무기물은 플랑크톤 등의 광합성 작용으로 다시 유기물로 변

화시켜 다양한 생물의 호흡과 성장을 돕는다.간조 때에는 만조 시 먹이를 찾거

나 산란을 위해 조간대에 들어왔던 어류나 새우,꽃게 등이 물을 따라 나가기 때

문에 조간대에는 어린 고기나 갑각류가 안전하게 피신하여 생육할 수 있다.
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다시 말하자면,조간대 환경(Intertidalenvironment)은 육지와 바다의 점이지대

에 위치하여 밀물과 썰물의 관계 속에서 침수와 노출이 반복되며,해식애와 파식

대 같은 침식지형과 갯벌,염생습지,beach와 같은 퇴적지형이 다양하게 나타나

는 지역이다(VilesandSpencer,1994).또한 조간대는 해양환경에 있어 조하대와

육상환경이 접해있어 생태적으로 천이지역으로 분류된다.조간대의 물리,화학적

환경요인 중,생물의분포가 가장 큰 영향을 미치는 요인은 조석에 따른 환경의

변화이다(Kronberg,1988).조간대에 서식하는 생물들은 조석에 따라 공기 중으

로 노출되거나 물속에 잠기게 된다.즉,분포하고 있는 생물들의 조간대 서식지

위치에 따라 노출 또는 해수에 잠기는 시간이 각기 다르게 된다.그러므로 많은

조간대 생물들은 조하대(Subtidalzone)생물들과 달리 급변하는 수온,염분 및

노출시간에 따른 건조 환경에 적응하며 살게 된다(Tait,1972,Valiela,1984,

BrownandMcLachlan,1990).그 중에서도 암반 조간대 생태계는 해양 환경 중

에서도 다양한 생물 구성원을 이루고 있다.평면구조로 인한 단순한 공간 경쟁이

외에도 해조류 서식이나 다른 부착 생물에 의한 기질 한경이 다양하게 공존함으

로서 3차원적인 공간 분포를 이룬다(Lewis,1964,Weinberg,1978).이와 같이

조간대에는 다른 지역에서 찾아 볼 수 없는 독특한 생육조건이 형성되면서,다양

한 생물종이 서식환경에 적응하면서 살고 있어 생태계의 보고라고 볼 수 있다.

Swinbanks(1982)는 조간대는 계절에 따라 생물들의 가입과 이입이 왕성하여 군

집변화가 왕성해 지는데 조간대의 구조와 재질에 따른 환경 영향도 매우 중요하

게 작용한다고 하였다.암반 조간대의 환경 특성은 한마디로 미세환경의 복잡성

과 ‘파도’라는 물리적 환경 조건에 있다.물론,모래 해변이나 갯벌에도 바닥의

수직적 깊이에 따라 물리․화학적으로 다양한 미세환경이 존재한다.그러나 암반

조간대처럼 수평적으로 단 1～ 5cm 의 거리 사이에 35℃라는 뜨겁고 건조한

환경(여름철 직사광선을 받는 부분)과 20℃라는 서늘하고 습한 환경(바위 면이

직각으로 깍여 그늘진 곳)이 함께 존재하기는 어렵다.또한 하부 조간대 같은 경

우는 파도에 의해 항시 수분을 공급 받지만,수직으로 약 50cm 정도 떨어진 위

부분은 태양열에 노출되어 바위 표면에 온도가 높아 말라붙은 소금기가 남아있

게 되고,바위 표면에 부착하여 서식하는 각종 해조류들은 간조 시 마른 채 바위

면에 쓰러져 있게 된다.하지만 마른 해조류 밑에는 습한 상태를 유지하기 때문



- 8 -

에 수많은 생물들이 만조 시 때까지 이곳에서 머물러 있게 된다.이처럼,암반으

로 이루어진 조간대에는 상상할 수 없을 정도로 다양한 미세환경들이 아주 짧은

거리를 사이에 두고 다양한 형태로 존재하고 있다(SonandHong,2003).

제주도 해안은 306.3km에 이르는데 대부분 용암류가 바다에 접하면서 형성된

전형적인 화산해안이다.제주도의 지질분포를 보면 화산암이 전체 면적의 95%

이상을 차지하며,서귀포 일대를 제외하면 해안에는 주로 현무암이 분포하고 있

다(Leeetal.,2001).비록 해안선이 단순하지만 해안에 다양한 형태의 기질이 존

재하고 있으며,대마난류 영향을 크게 받지만 다른 여러 수괴의 영향도 동시에

받고 있어 생물다양성이 높을 수 있는 여건을 갖추고 있다.또한 열대와 아열대

생물인자를 온대해역으로 수송하는 쿠로시오의 지류인 대마난류의 영향권에 위

치함에 따라 한반도의 해안과는 다른 종 조성을 가지고 있다.이런 점에서 우리

나라 해안 생태계에서 제주도 해안생태계가 가지는 중요성이 입증되고 있으며

온대와 아열대 및 열대 생물이 공존하는 곳으로서 특이한 생물 지리적 특성을

가지고 있다.또한,제주도 해안가는 암반 조간대가 대부분을 차지하고 있기 때

문에 조수웅덩이가 주기적으로 생성될 수 있는 조건을 갖추고 있으며,크기 또한

다양하여 주변의 해양환경과 육상 환경 조건에 따라 독특한 생태적 특성을 보이

고 있다(Leeetal.,2001,Leeetal.,2002,ChoaandLee,2000).

이러한 제주도의 해안 생태계의 중요성과 특이성 때문에 상대적으로 많은 연구

진들이 제주도 해양생물 조사를 시도하였다.특히 저서동물에 대한 조사가 많았

으며,조사를 통해서 해양생태계의 보전의 필요성이 제기됨에 따라 보호지역 지

정을 위한 조사들도 수행되었다.제주도에서 수행된 저서생물에 대한 연구들은

해조류와 저서동물로 생물군별로 크게 분류되고,연구 분야에 따라 목록과 생물

상 (이 등,1990;이와 고;1991;한국해양연구소,1995등),분류(김과 장,1984;

노와 서,1984;이와 안,1984;오 등,1990등),생태 (이와 이,1976),분포와 생

물지리(부,1988;이와 부,1993등),보전 연구 (문화부,1992;서귀포시,2000

등)등으로 구분되며,보전연구는 보통 전체 생물군에 대한 종합적인 연구였다.

이밖에도 저서 규조류에 대한 조사도 있었지만 (이 등,1991),이 조사에서는 대

형 저서생물만으로 제한하였다.하지만 위에 언급한 연구들은 조간대 및 조수 웅

덩이에 분포하는 미세조류 군집,저서 대형무척추동물의 종 다양성 및 생물 생태
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학적 연구가 대부분이다

미생물은 지구 생물량의 약 60%를 차지하며 지구상의 어떤 환경에서도 존재한

다.다른 생물은 살 수 없는 혹한의 남극 얼음 속에도,뜨거운 온천수나 심해저

의 열수구에서도,엄청나게 높은 압력이 미치는 심해저에서도,빛이 전혀 없는

바다 속에도 미생물은 살고 있다.연안의 경우에도 해수,해저퇴적층,갯벌,부유

물질의 표면,해양생물 표피나 내부기관등에 다양한 형태와 생리적 특성을 지닌

해양미생물들이 존재하고 있다.

일반적으로 연안의 해양 생물의 분포는 주위 환경과 밀접한 관계를 맺고 있다.

특히 조간대 지역은 조석간만의 차,일기의 변화,지역적 특성,염분농도,pH 등

의 물리 화학적 요인과 해조류,먹이,포식동물의 분포 등의 생물학적 요인이 다

양한 미생물에 생존을 가능케 한다.또한 조간대의 형태와 구조,각 생물의 갖고

있는 생리적 저항성으로 인하여 조간대의 생물군집은 매우 다양하고 독특한 양

상을 나타내고 있다(Dayton,1971.,Connell,1975).해양 생태계는 생물과 환경의

상호관계에 의하여 이루어지는 복잡한 구조물로서 환경의 다양성을 폭넓게 보유

한다.특히 제주도 주변해역에서는 서로 다른 특성을 갖는 대마난류,황해 냉수,

남해안 연안수 및 중국대륙의 연안수 등이 계절적으로 복잡하게 영향을 미치고

있고,제주 연안에는 강우기에 주변에서 유입되는 육수와 연중 계속되는 용천수

로 인하여 해양학적으로 특수한 환경을 이루고 있다.

생태계의 다양성은 생물군집의 양상과 상호 작용하는 시스템의 차이로 구분되

며,일반적으로는 특정 서식지의 특성으로 대변된다.또한 물질과 에너지의 순환,

시스템의 재생력 등 생태계의 평형유지기능을 하나의 통합된 개념으로서 정의한

다.따라서 생태계 다양성은 정적 상태이기보다는 시·공간적인 동적 상태로 이해

해야 할 것이다.특히 연안이나 하구 같은 생태계에 서식하는 미생물들은 물질순

환에 아주 중요한 역할은 맡고 있으며 환경의 지속적인 보전에 기여하고 있다.

위에 언급하였듯이 이러한 제주도의 지역적 환경 특성 때문에 생물 분포에 직접

적인 영향을 주는 요인들이 지역에 따라 상이하기 때문에 조간대를 중심으로 한

생물분포에 관련되는 연구가 많은 학자들에 의하여 이루어지고 있다.

앞서도 언급하였듯이 미생물은 해수,해저퇴적층,갯벌,부유물질의 표면,해양생

물 표피나 내부기관에는 다양한 형태와 생리적 특성을 지닌 해양미생물들이 존
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재하고 있다.한 예를 들자면 미국의 Finical그룹은 열대의 산호로부터 분리한

Streptomycessp.로부터 8각형 lactone을 가진 octalactins을 분리하였다(Tapiolas

etal.,1991).OctalactineA는 강력한 항암 효과를 나타내었다.그리고 Deep-sea

sedimentcore로부터 분리한 gram positivestrainC237로부터 macrolide계 물질

인 macrolactins를 분리하였다.이는 기존 천연물에서 발견된 바가 없는

24-membered lactone을 가지는 macrolactins는 항미생물,항암 효과와 함께

HSA-Ⅰ, -Ⅱ, HIV 등에 대하여 강력한 항바이러스 효과를 나타내었다

(Gustafsonetal.,1989).또한 해파리의 표면에서 분리한 streptomycete로부터

강력한 소염효과를 나타내는 독특한 이중 고리 depsipeptides인 salinamides가 발

견되어 새로운 소염제로서 개발하고 있는 등 많은 연구가 이루어지고 있다.이렇

듯 해양 미생물에서 발견되는 천연물들은 의약품 의외에도 농약,건강보조제,기

능성 화장품,기타 화학적 혹은 생물학적 신소재의 개발에도 직ㆍ간접적으로 널

리 이용되고 있다.

또한 해양이나 염전에 존재하는 내염성 세균과 호염성 세균들의 특이한 생리적

특성을 인간 생활에 응용하기 위해 다각적인 연구가 수행되어 왔다(Collinsand

Jones.,1981,Weineretal.,1985,Kloosetal.,1986,Honrichsenetal.,1994).

또한 미생물의 생성하는 천연 색소를 이용하면 배양에 의한 대량생산이 가능하

고 안정된 품질의 제품을 상시 생산할 수 있어 미생물을 이용한 색소생산에 대

한 관심이 높고 안정성에 대한 연구도 많이 이루어지고 있다(RyuandKim.,

2000,ChoiandJeong.,1999,Madiganetal.,2003).

또한 최근에 들어서 국내에서 신종 미생물에 대한 국제 논문이 급속히 증가하고

있다.국제적으로 미생물 분류 학회지로 가장 권위 있는 InternationalJournalof

SystematicandEvolutionaryMicrobiology에 국내 연구팀에서 활발하게 발표하

였다.특히,유기물이 많고 다양한 미세 환경을 지니고 있는 갯벌에서 가장 많은

신종의 미생물이 발견되었다. 해수에서 분리된 신종으로는 Halomonas

marisflavae,Sporosarcina aquimarine,Bacillus hwajinpoensis,Alteromonas

marina,Marinobacterlitoralis,Erythrobacterflavus가 있으며 신속으로는 적조

생물을 죽이는 Kordiaalgicida(Sohnetal.,2004)가 있다.연안 퇴적물에서는 세

포외다당류를 생산하는 신속으로 Hahellachejuensis(Leeetal.,2001)가 보고되
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었다. 갯벌에서는 신속으로 Aestuariibacter salexigens, Hongiella

mannitolivorans, Zooshikella ganhwensis가 분리 보고되었고 신종으로는

Bacillusmarisflavi,B.aquimaris,Shewanellagaetbuli,Alterononaslitorea등

다양한 미생물의 분리 보고되었다.

또한 제주대학교 연구팀에서도 최근 3년간 제주도 해변의 저질토에서

Kineococcusmarinus,Brevibacterium samyangense,Blastococcusjejuensis,

Tamlana crocina,Lewinella agarilytica,Marmoricola aequoreus,Devosia

subaequoris,Tessaracoccus flavescens,해변 모래에서 Nocardia harenae,

Nocardioidesmarinisabuli,Nocardioidesfurvisabuli, 해수에서 Aeromicrobium

ponti,Nocardioideshwasunensis,Brevibacterium marinum 그리고 해조류에서

Phycicoccusjejuensis,Labedellagwakjiensis,Agrococcusjejuensis,Phycicola

gilvus등의 새로운 신속과 신종의 미생물을 분리 보고하였다(IJSEM,2006,

2007,2008).이렇듯 제주도 해양 환경은 다른 지역과 비교하여 해양 생태계 보

존이 잘 되어 다양한 생물종이 서식할 뿐만 아니라 아직 밝혀내지 못한 수많은

미생물들이 존재하고 있다는 것을 시사하고 있다.

앞으로는 미생물의 산업적 이용 가능성 때문에 더 많은 미생물 그 중에서도 현

재까지 그 특성이 알려지지 않은 미생물에 대한 연구가 점차 활발해 질 것이다.

그러므로 생물자원의 확보가 결국은 생명공학 산업에서 있어서 원천기술의 확보

로 연결이 될 것이다.그러하기 때문에 제주도뿐만 아니라 우리나라에서만 서식

하는 고유 미생물 자원을 확보하고 유용한 미생물자원의 생리,생화학적 특성과

분자생물학적 정보를 확보하는 것이 대한민국 생명공학 산업을 다른 나라보다

앞서 나아갈 수 있을 것이라 본다.그러나 아직까지 전체 해양 미생물 중 극히

일부분만이 연구된 실정이며 다양성이나 유전체 연구에서도 크게 주목받지 못하

고 있다.따라서 앞으로 해양미생물을 이용하기 위해서는 이들의 생물다양성을

확보하고 유전자원을 분리하며 이용 가능한 방법을 찾는 기술의 개발이 절대적

으로 필요하다.특히 조간대,연근해,퇴적물,해양생물체,염전 등 극한환경에 서

식하는 해양미생물의 다양성 연구가 활성화되어야 할 것이다.미생물 자원은 고

부가가치 의약용 단백질 생산,생리활성 물질,효소 등의 균주로서 산업적 가치가

매우 높고 현재 우리나라의 경우 바이오산업의 60% 이상을 미생물 관련 산업이
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차지하고 있다.그러나 현재 알려진 미생물은 지구상에 존재하는 전체 미생물 종

의 불과 1% 미만에 불과하고 특히 미생물 중 생명공학 분야에서 가장 많이 이

용되는 박테리아의 경우 자연계에 수백만 종이 존재할 것으로 추정되지만,현재

까지 발견된 종은 8천여 종에 불과하다.따라서 생명공학 분야 국가 경쟁력 제고

에 있어 이러한 미지의 미생물 자원의 적극적인 확보와 활용이 보다 강조되고 있

다.

따라서 이번 연구에서는 제주도 해안에 형성되어 있는 암반 조간대에서 여름철

서식하는 생물들을 채집하여 그 생물들로부터 분리 및 보존 되어진 미생물의 다

양성을 연구하였다.또한 분리미생물의 특성을 조사하고 미지의 신규 altdanf을

자원을 확보함으로써 차후 많은 연구자들에게 제주도 조간대 해양미생물 연구

기초 자료를 제공하고자 한다.
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2.재료 및 방법

2.1.연구지역 개황

제주도는 제3기말 플라이오세에 화산활동이 시작된 이후 제4기에 완성된 대륙

붕 위의 화산섬이다.동경 126°09′ ～ 127°00,북위 33°10′ ～ 34°05′의

범위에 위치한 섬의 면적은 1,845.36㎢ 이며 해안선의 길이는 306.3km이다.섬

의 모양은 타원형이며,장축의 방향은 동북동 ～ 서남서이다.제주도의 지형은

한라산을 중심으로 동서사면은 3̊ ～ 5̊ 의 매우 완만한 경사이며,남북사면은 5̊ 

정도로 약간 급한 경사를 이루고 있다.제주도의 지질은 퇴적암층 (sedimentary

rock)과 현무암 (Basalt), 조면질안산암 (trachyandesite-hawaiite), 조면암

(trachyte)등의 화산암류와 기생화산에서 분출한 화산쇄설암 (phroclasticrocks)

등으로 구성되어 있으며,일부 지방의 점사질 토양을 제외하면 대부분이 흑갈색

의 화산회토 (volcanicashsoil)로 덮여 있다.

제주도는 연중 온난하고 기온의 연교차도 적은 해양성 기후를 나타내는 바 제주시

지역은 연평균 기온이 14.7℃,1월 평균기온 4.8℃,8월 평균기온 25.8℃인 데 비하여

서귀포시 지역은 연평균 기온이 15.6℃,1월 평균기온 6.0℃,8월 평균기온 27.6℃이다.

제주도는 한반도로부터 멀리 떨어진 고도로서 해양환경이 한반도 해안과는 많은

차이가 있다.이러한 차이는 제주해역에 존재하는 독특한 특성을 가진 다양한 수

괴에 기인한 것이다(고,1998).제주도의 바다는 각각 독특한 특성을 지닌 해류들

이 섞이는 곳이라는 점에서 우리나라의 주변 해역과 많은 차이를 보인다.지하에

서 솟아나는 담수,황해 저층에 있는 차가운 바닷물,중국 양쯔강으로부터 유입

되는 엄청난 양의 담수가 섞인 바닷물,따뜻한 해류인 쓰시마 난류가 함께 섞인

다.쓰시마 난류는 연중 수온이 섭씨 15℃ 이상으로 열대해역에서 발원하여 북상

하는 쿠로시오로부터 일본 규슈 남쪽에서 분리되어 주로 제주도 남쪽 바다로 흘

러오다가 대한해협으로 간다.이런 다양한 해류들이 섞이는 곳이기에 온대와 열

대 그리고 아열대 생물들이 생태계를 이루고 있는 것이다(Fig.1-4).
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Fig.1-3.ThecurrentchartofJejuisland.

생물들마다 살아가는 방식이 다르기 때문에 그들 각자에게 적합한 서식지가 다

양하게 있어야 한다.제주 바다에는 실로 다양한 종류의 서식지가 있다.서식지

를 모래해안,바위해안,자갈해안 그리고 절벽해안으로 구분할 수 있는데,모래해

안도 파도의 영향을 직접 받는 해안,작지만 하천 입구에 있으면서 모래갯벌 형

태를 띤 해안,모래와 바위가 혼재되어 있는 해안,하천 입구에 펄이 있는 해안,

모래가 아닌 석회조류로 이루어진 해안 등이 있다.자갈해안과 바위해안은 모래

해안보다 훨씬 더 다양하다.작은 자갈로 된 해안,둥글고 큰 바위로 된 해안,큰

암반으로 된 해안,여러 형태의 바위가 함께 흩어져 있는 해안 등 다양하다.수

직암벽으로 이루어진 해안은 제주도 남쪽 해안에서 많이 발견된다.또한 경사가

완만한 바위지역이 있고 수중동굴도 있다.이와 같은 다양한 서식지의 수심에 따

라 서로 다른 다양한 생물들이 또한 살아가고 있다.

본 연구를 수행하기 위해 시료를 채집한 지역은 제주도 해안가를 중심으로 제
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주시 지역과 서귀포시 지역으로 나누어 제주시 지역은 동부(신촌①,함덕②,김

녕③,월정④)와 서부지역(애월⑤,귀덕⑥,한림⑦)으로 서귀포시 지역 또한 서부

지역(성산⑧,표선⑨,위미⑩)과 동부(하모⑪,하예⑫)지역으로 구분하여 각 지역

마다 형성된 암반 조간대에서 시료를 채집 하였다(Fig.1-5).

Fig.1-4.Map forcollection oforganisms in Jeju Island.Dotted circles

indicatethesamplingsites.

1;Sin-chon,2;Ham-duck,3;Kim-nyeong,4;Weol-jung,5;Ae-wol,6;Gwi-dok,7;Han-lim,

8;Sung-san,9;Pyo-seon,10;Wi-mi,11;Ha-mo,12;Ha-ye
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2.2.생물 시료 채집 방법

조간대에서 생물을 채집하기 위해 2007년 6월 -7월까지 조석표를 이용하여 간

조시간대에 조간대를 상,중,하부 구역으로 따로 구분하지 않고 분포 되어 있는

생물에 대하여 육안으로 관찰하였으며 우점적으로 서식하고 있다고 판단되는 생

물을 채집하였다.채집된 시료들은 현장에서 사진을 찍어 실험실에서 동정을 하

였다(유,1976;권 등,1993;최,1992).채집된 생물 시료는 멸균된 polypropylene

bottle에 담아 4℃를 유지하여 실험실로 운반하여 미생물을 분리하는데 사용하

였다.

2.3.환경요인 분석

수온,염분 및 pH는 YSI600QS를 이용하여 현장에서 측정하였으며,용존산소

(DO)는 현장에서 DOmeter를 사용하여 측정하는 방법과 산소병에 고정하여 실

험실로 옮긴 후 Winkler-Azide방법을 병행하여 측정하였다(APHA,AWWA.

WPCF.1993).화학적 산소요구량(COD)은 Carberg(Carberg,1972)방법에 따라

분석하였다.그리고 총질소(T-N)는 암모니아성 질소(NH3-N),질산성 질소

(NO3-N),아질산성 질소(NO2-N)의 합으로 나타냈고,측정방법은 Strickland와

Parson(Strickland& Parsons,1972)및 환경오염공정시험방법(환경부,1995)에

따라 분석하였다.또한 인산염 인(PO4-P)과 부유물질(SS)측정도 위 방법에 의

해 분석하였다.

2.4.종속영양세균 분석

조간대 주변 해수에 분포되어 있는 종속영양세균을 조사하기 위해 각 조사 지

역에서 만조시 해수를 채수하여 도말 평판법(spreadplatemethod)으로 간접적으

로 계수하였다.채수한 해수를 무균적으로 4℃를 유지하여 실험실로 옮긴 후 10

단계 희석법을 이용하여 0.85% 멸균생리식염수에 희석한 후 MA에 도말하여 2
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5℃에서 2일간 배양한 후 자란 colony를 계수하였다.배지상에 출현한 집락수

(colonyformingunit;cfu)를 평판계수법에 따라 계수하였다.

2.5.미생물 분리

조간대에서 서식하는 해양 생물에 공생 또는 부착하여 생존하는 미생물 중 색

소생성 미생물은 Marineagar(Difco)(Table1-1)를 사용하여 분리하였다.또한

조간대에 분포하는 생리적 특성균으로 알칼리성 단백질분해효소 생성 미생물을

분리하기 위해 ZSmedium (Table1-2)과 지질분해효소 생성 미생물을 분리하기

위해 ZTmedium (Table1-3)를 사용하였다.단백질분해효소 생산하는 미생물은

skim milk첨가배지(ZS)에서 투명환을 나타내는 균주를 분리하였고,지질분해효

소 생산하는 미생물은 Tributyrin (TBN,Sigma)을 첨가한 배지를 분해하는 미

생물의 단일 colony를 기본배지에 도말하여 순수분리 하였다.
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Table1-1.Compositionofmarineagar

  Peptone   5.0 g

  Yeast extract   1.0 g

  Ferric citrate   0.1 g

  Sodium chloride   19.45 g

  Magnesium chloride   8.8 g

  Sodium sulfate   3.24 g

  Calcium chloride   1.8 g

  Potassium chloride   0.55 g

  Sodium bicarbonate   0.16 g

  Potassium bromide   0.08 g

  Agar   15.9 g

  Strontium chloride   34.0 mg

  Boric acid   22.0 mg

  Sodium silicate   4.0 mg

  Sodium fluoride   2.4 mg

  Ammonium nitrate   1.6 mg

  Disodium phosphate   8.0 mg

  pH   7.0

Table1-2.CompositionofZSmedium (Zobell2216e+Skim milk)

  Peptone (Difco)   5 g

  Yeast extract (Difco)   1 g

  FePO4 (Sigma)   0.01 g

  Ages sea water   750 ml

  D.W   250 ml

  pH   9.0

+

  Skim milk (Difco)   1.0%
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Table1-3.CompositionofZTmedium (Zobell2216e+Tributyrin)

  Peptone (Difco)   5 g

  Yeast extract (Difco)   1 g

  FePO4 (Sigma)   0.01 g

  Ages sea water   750 ml

  D.W   250 ml

  pH   7.0

+

  Tributyrin (Sigma)   1.0%
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2.6.미생물 분리 방법

제주도 연안 조간대에서 종류별로 해양 미생물의 공생,기생,부생 숙주생물 및

모래 등 채집된 시료는 멸균된 polypropylenebottle에 담아 4℃를 유지하여 실

험실로 운반하여 미생물을 분리하는데 사용하였다.

2.6.1.해양 미생물의 분리

조간대 및 조수 웅덩이에서 채집된 시료들을 멸균된 polypropylenebottle을 이용

하여 채집한 후 marineagar(Difco)위에 채집시료를 전 처리하여 접종 하였다.

채집된 시료 1g을 50mlconicaltube에 멸균해수 5ml를 넣어 5분간 분산시켜

분산액을 만든 다음 분산액을 1분간 정치시켜 시료층과 수층으로 분리하였다.1

분간 정치시켜 분리된 수층액에서 0.1ml를 Marineagar와 Marinebroth(MB,

Difco)에 접종한 후 도말하여 25℃에서 1-3일간 배양하여 colony를 순수 분리하

였다.

2.6.2.해양 생물체로부터 미생물 분리

조간대 및 조수 웅덩이에서 채집된 생물체를 homogenizer를 사용하여 분쇄한 후

분쇄액 100㎕를 Zobell2216agar(Difco)를 기본배지로 한 후 탄소원으로 skim

milk(Difco)를 1% 첨가한 ZS medium과 Tributlyrin(Sigma)을 1% 첨가한 ZT

medium에 올려놓은 후 25℃에서 1-3일간 배양하며 colony를 순수 분리하였다.

2.6.3.해양 퇴적토 시료로부터 미생물 분리

조간대 및 조수 웅덩이에서 해양 퇴적토 또는 모래는 boxcore또는 grab를 이

용하여 채취한 모래 및 퇴적토의 표면 1-2㎝ 부분을 whirl-pack에 200g정도

채취하였다.시료 1g을 50mlconicaltube에 옮긴 후 여과 멸균한 해수 5ml

넣어 5분간 분산 시킨 후 1분간 정치시켰다.수층 100㎕를 MA 배지와 탄소원
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으로 skim milk(Difco)를 1% 첨가한 ZSmedium,또 다른 탄소원으로 tributyrin

(Sigma)을 1% 첨가한 ZT medium에 도말하여 25℃에서 1-3일간 배양하며

colony관찰,순수 분리하였다.

분리 균주들은 순수 분리 배지에 50% glycerol을 첨가하여 -80℃에서 보관하

고 분리한 균주에 임의 명을 붙여 database화 하였다.

2.7.분리 미생물의 형태 및 생리․생화학적 특성조사

2.7.1.Gram staining,OxidaseandCatalasetest

Gram staining은 Buck(1982)의 방법으로 염색약을 사용하지 않고 3% KOH 시

약을 이용하여 측정하였다.대조균주로는 그람양성인 BacillussubtitlisIAM

12188
T
와 그람음성인 E.coliKCTC 1116을 이용하였다.Oxidase 활성은

Bactident-Oxidaseteststrips(Merck)을 이용하여 측정하였다.대조균주로는 양

성은 PseudomanasaeruginosaKCTC 1750
T
를 음성은 E.coliKCTC 1116을

이용하였다.Catalase활성은 3% H2O2를 이용하여 측정하였는데 3% H2O2를

1-2방울 적하하였을 때 기포가 발생하는 것을 양성으로 판단하였다.대조균주

로는 E.coliKCTC1116을 이용하였다.

2.7.2.성장 온도 및 pH 실험

실험균주의 성장 온도(4,10,15,20,25,30,35,40℃)및 pH(3,4,5,6,7,8,9,

10,11,12)영향은 marineagar(BD)와 marinebroth(BD)을 이용하여 조사하였다.

2.7.3.염분 실험

실험균주 성장에 미치는 염분 농도 및 절대 해양성 미생물인지를 알아보기 위

해 NaCl이 1-14% (1% 농도 간격)을 첨가 된 nutrientagar(BD)(beefextract
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3.0g,peptone5.0g,agar15.0g)에서 균주 성장을 조사하였다.

2.7.4.운동성 시험

분리된 미생물의 운동성 관찰은 반고체 배지법(semisolidmedium)과 현적표본

법(hangingdrop)2가지를 사용하여 2가지 방법에서 모두 양성으로 나타나면 운

동성이 있는 것으로 판단하였다.반고체 배지법은 agar를 0.3～ 0.5% 첨가한 반

고체 배지(semisolidmedium)를 사용하며,배지가 혼탁 되었을 때 운동성이 있

고,천자부분만 균이 자라면 운동성이 없는 것으로 균 감별 하였다.그리고 현적

표본법은 coverglass네 모퉁이에 baseline을 조금씩 바른 후 coverglass중앙

부에 12시간 배양한 균부유액을 1방울을 떨어뜨려 오목 파여진 slideglass(hole

slideglass)중앙의 홈 부분에 균액이 있는 중앙에 오게 덮고서 즉시 뒤로 젖혀

100배 ～ 400배로 관찰하여 운동성을 판단하였다.

2.7.5.Tween40및 80가수분해 실험

Tween40과 80의 가수분해 실험은 지질분해효소인 lipase에 의한 지질분해능

(lipolyticactivity)을 관찰하는 것이다.Tween40,80이 함유된 한천배지(heart

infusionagar)에 균을 접종하고 30℃에서 24시간 배양한 후 colony주위에 혼탁

환(opaquehalo)이 나타나는데 이것을 Tween40,80이 가수분해 된 것으로 판단

하였다.양성 대조균주로 Serratiamarcescens(KCCM 21204)와 음성 대조균주

로 Escherichiacoli(KCCM 40880)을 사용하였다.

2.7.6.APIkit을 이용한 생화학적 특성 조사

분리 균주의 생화학적 및 탄소원 동화시험은 API20NE(bioMerieux)을 이용하

여 생화학적 특성을 조사하였다.
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2.7.7.색소 추출

분리된 미생물을 marinebroth에 접종하고 25℃에서 24시간 배양한 후 집균하

여 메탄올과 아세톤(7:2)1ml첨가하여 원심분리 한 후 어두운 곳에서 상등액을

새로운 tube에 옮겨 UV/VISSpectrophotometer(surveyscan)로 350～ 900nm

의 범위에서 흡광도를 측정하여 carotenoid또는 bacteiochlorophyll의 유무를 확

인하였다.
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2.8.16SrRNA 염기서열 분석

2.8.1.GenomicDNA 분리

미생물의 16SrRNA 분석은 각각 1.5% NaCl이 첨가된 MB(Difco,USA)배지

5ml에 접종하여 Shackingincubator를 이용하여 25℃에서 200rpm으로 24시간

배양한 배양액을 1.5mlmicrocentrifugetube로 옮겨서 16000xg에서 1분간 원

심분리하여 상등액을 제거한 후 모아진 bacteria pellet을 수집하여 Wizard
®

GenomicDNA PurificationKit(Promega,USA)을 사용하여 genomicDNA를

분리 한 후,Unicam UV/VIS Spectrophotometer(Heλios β.Unicam Ltd,

UnitedKingdom)를 사용하여 파장 260nm에서 DNA농도를 측정하였다.

2.8.2.16SrRNA 유전자 증폭

PCR 반응은 bacterialgenomicDNA 100ng,1μM에 universalprimerpairs

(27Fforwardprimer;5′-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3′,1492Rreverse

primer;5′-GGTTACCTTGTTACGACTT-3′),10mM dNTPs,10Ⅹ PCR

buffer,5UnitTaqpolymerase(TAKARA,Japan)혼합액에 멸균된 증류수를

첨가하여 최종부피를 50μl로 맞추고, PTC-150Minicycler(MJResearch)를

사용하여 증폭하였다.증폭 과정은 94℃ predenaturation 2분, 94℃

denaturation45초,55℃ annealing45초,72℃ extension1분의 반응을 30회 동

안 수행하였고,마지막 72℃에서 5분간 extension을 실시하였으며 증폭된 PCR

product는 1% agarose(AgaroseLE,PromegaCo.)gel을 0.5 μg/mlethdium

bromide로 염색하여 확인하였다.

2.8.3.16SrRNA 염기서열 결정

증폭이 확인된 PCR product는 (주)솔젠트사(Dajeon,Korea)에 의뢰하여 ABI

prism
TM

Bigdye
TM

terminator cycle sequencing Ready reaction kitV.3.1
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(Flurescentdyeterminatorsmethod)와 ABI3730XLcapillaryDNA Sequencer

를 사용하여 PCRproduct의 염기서열 분석을 수행하였다.

2.9.계통 분석

염기서열간의 유사도를 확인하기 위해 BLAST(BasicLocalAlignmentSearch

Tool)searchprogram을 이용하여 NCBI(NationalCenterforBiotechnology

Information)의 Genbank와 EMBLNucleotideSequenceDatabase에서 유사한 염

기서열을 비교하여 가장 근연속이나 종으로 나타나는 서열을 확인하였다.또한

RibosomalDatabaceProjectⅡ (RDP Ⅱ)내에 저장되어 있는 bacteria 16S

rRNA 유전자 염기서열과 비교함으로써 계통분류학적 유연관계를 분석하였다.

본 연구에서 결정된 분리균주의 염기서열과 database에 얻어진 염기서열은

PHYDIT program (ver3.2;http://plaza.snu.ac.kr/～iphydit/phydit)에 포함된

ClustalW multiplealignment로 정렬하였다.염기서열 분석은 CLUSTAL X

software(Thompson etal.,1997)을 이용하여 Neighbor-joining (Saitouand

Nei,1987)방법에 의해 분석하였다.염기서열 분석 시 Bootstrap은 1000회의

replication을 적용하여 treetopology의 평가 기준으로 사용하여 계통수를 작성하

였다.염기서열간 진화거리는 Jukes& Cantor(JukesandCantor,1969)모델을

이용하여 계산하였다.
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3.결과및고찰

3.1.채집시료

미생물 분리를 위한 시료는 SiteA ～ SiteD총 12지역에서 채집하였다.미생

물 분리를 위해 채집된 시료들은 Table2-5와 같다.

SiteA에서는 모래와 자포동물문의 말미잘류 1종,연체동물문의 고둥류 5종,절

지동물문의 갑각류 2종,녹조식물 2종,홍조식물 5종 및 갈조식물 1종을 채집하

였다.SiteB에서는 모래와 연체동물문의 고둥류 5종,군부류 1종,해면동물문의

해면류 2종,극피동물문의 해삼류 1종,불가사리류 1종,녹조식물 1종 및 갈조식

물 1종을 채집하였다.SiteC에서는 모래와 연체동물문의 고둥류 4종,절지동물

문의 갑각류 1종,홍조식물 2종 및 갈조식물 1종을 채집하였다.SiteD에서는 모

래와 저질토,연체동물문의 고둥류 5종,해면동물 4종,연체동물문의 군부류 1종

및 갈조식물 1종을 채집하였다.
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Table2.Listofanorganismsandinorganicsubstratesusedforbacterial

isolation(SiteA)

Isolationsite Speciesname Koreanname

A-1

Seasand 해사

Omphaliuspfeiffericarpenteri 팽이고둥

Ulvapertusa 구멍갈파래

Pachygrapsuscrassipes 바위게

Laurenciaokamurae 쌍발이서실

GalaxaurafalcataKjellman 여린가위손말

A-2

Actiniaequina 홍색꽃해변말미잘

Seasand 해사

Cellanatoreuma 애기삿갓조개

Capitulum mitella 거북손

Monodontalabioconfusa 개울타리고둥

A-3

Hizikiafusiformis 톳

Cryptopleuramembranacea 만입맥

Chondracanthustenellus 돌가사리

Codium arabicum 떡청각

Monodontaneritoides 각시고둥

A-4

Seasand 해사

Myelophycus simplex 마디잘록이

Capitulum mitella 거북손

Nerita(Heminerita) Japonica 갈고둥



- 28 -

Isolationsite Speciesname Koreanname

B-5

Seasand 해사

Balanusalbicostatus 고랑따개비

Sargassum horneri 괭생이모자반

Ischnochitoncomptus 연두군부

Cucumariachronhjelmi 오각광삼

Hypselodorisfestiva 파랑갯민숭달팽이

B-6

Seasand 해사

Lithophyllum okamurae 혹돌잎

Codium arabicum 떡청각

Halichondriajaponica 주황바위해면

Petrosiaushitsuensis 바위해면

Chromodorisorientalis 흰갯민숭달팽이

HaloajaponicaPilsbry 포도민챙이

Ophiarachnellagorgonia 뱀거미불가사리

B-7

Seasand 해사

Colpomeniasinuosa 불레기말

Chlorostomaturbinata 구멍밤고둥

Table3.Listofanorganismsandinorganicsubstratesusedforbacterial

isolation(SiteB)
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Isolationsite Speciesname Koreanname

C-8

Lomentariacatenata 마디잘록이

Seasand 해사

Capitulum mitella 거북손

HemineritaJaponica 갈고둥

C-9

Nassariuslivescens 좁쌀무늬고둥

Batilluscornutus 눈알고둥

Seasand 해사

GalaxaurafalcataKjellman 여린가위손말

C-10

Chlorostomaturbinata 구멍밤고둥

Seasand 해사

Acanthoceraszachariasii 패

Lithophyllum okamurae 혹돌잎

Aplysiakurodai 군소

Table4.Listofanorganismsandinorganicsubstratesusedforbacterial

isolation(SiteC)
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Isolationsite Speciesname Koreanname

D-11

Sargassum thunbergii 지충이

Aplysiajuliana 말군소

Seasediment 저질토

Seasand 해사

Anthopleuramidori 풀색꽃해변말미잘

Chlorostomaturbinata 구멍밤고둥

Halichondriajaponica 주황바위해면

Haliclonapermollis 보라해면

Nerita(Heminerita)Japonica 갈고둥

Hypselodorisfestiva 파랑갯민숭달팽이

D-12

Seasand 해사

Haliclonapermollis 보라해면

Ischnochitoncomptus 연두군부

Halichondriapanicea 회색바위해면

Chlorostomaturbinata 구멍밤고둥

Table5.Listofanorganismsandinorganicsubstratesusedforbacterial

isolation(SiteD)



- 31 -

3.2.환경요인분석

조사기간에 측정된 환경 요인은 Table6과 같다.

3.2.1.수온,pH및 염분

미생물을 분리하기 위해 생물 시료를 채집한 지역의 수온,pH 및 염분을 측정

한 결과 수온은 25.8～ 28.6℃로 각 지역별로 아주 큰 차이를 보이고 있지는 않

았다. pH는 8.15～ 8.56범위로 전반적으로 약알카리성을 나타내었다.염분 농

도는 일반적으로 담수의 유입정도와 강우량,증발량 등의 영향을 받는다.평균적

인 해수의 염분 농도는 32.5～34.3‰ 정도인데 조사지역은 31.4～ 32.88‰ 사

이로 큰 변화를 나타내지는 않았다.

3.2.2.용존산소와 화학적 산소요구량

용존산소(DO)농도를 조사지역 별로 살펴보면 최저 농도는 SiteB-6에서 5.88

mg/mL를 나타냈으며 최고는 SiteC-8에서 7.9mg/mL를 나타냈다.화학적 산소

요구량(COD)은 BOD와 더불어 주로 유기물질의 농도를 간접적으로 나타내는 지

표이다.일반적으로 KMnO4,K2Cr2O7와 같은 산화제를 이용하여 수중의 피산화

물을 이용하여 산소량을 나타내는 것으로 해수 같이 무기물질을 함유하고 있을

경우 COD를 측정한다.화학적 산소요구량(COD)은 SiteB-7,C-9,C-11에서

0.48mg/mL로 가장 낮은 농도를 나타냈으며,SiteB-5에서 가장 높은 0.91

mg/mL의 농도를 나타냈다.

3.2.3.영양염류

수중의 용존 물질이나 현탁입자 (세균이나 플랑크톤을 포함하는 미립자로 이루

어진 유기물질)들을 부유물질 (SuspendedSolids;SS)이라 하는데 이들은 어폐

류의 호흡을 방해하고,물의 투명도를 저하시켜 광합성을 방해함으로써 수중의
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광합성생물의 기초 생산력을 저하시키는 원인으로 작용한다.조사지역의 SS는

최저 0.83mg/mL에서 최고 3.9mg/mL농도를 나타내고 있다.해역 수질 환경

기준 Ⅰ등급 즉 수산생물 서식,양식 및 산란에 적합한 수질 기준으로 부유물질

은 10㎎/L로 규정되어 있는데,본 연구에서 조사된 12개 조사지역 표층의 SS

평균값이 Ⅰ등급 기준으로 조사되었다.

해수에서 총 질소는 암모니아성 질소(NH3-N),질산성 질소(NO3-N),아질산성

질소(NO2-N)의 합으로 나타내는데,주로 암모니아성 질소와 질산성 질소가 대부

분을 차지한다.조사결과 총 질소값은 0.624～0.954mg/mL농도로 나타났다.

해수의 인산염 인 농도는 해양에 존재하는 생물체의 생산력을 제한하는 인자로

작용하는데 저 농도의 경우 플랑크톤 수의 증가를 억제함으로써 바다의 생산력

을 제한하는 것으로 알려져 있다.조사지역의 인산염 인 농도는 0.007～ 0.074

mg/mL농도로 나타났다.

3.2.4.종속영양세균

수서환경내의 종속영양세균은 해당 수역내의 유기물 양과 아주 밀접한 상관관

계를 가지고 있다.과량의 유기물이 유입되면 일시적으로 종속영양세균의 밀도가

급증하게 되어 순간적인 조류의 번식과 더불어 용종산소의 양이 줄어들어 심각

한 혐기적 상태를 일으킬 수가 있다(Brock,1997).이렇듯 환경적인 면이나 생물

학적인 면에서 미치는 영향이 크므로 이들의 밀도를 조사,분석하면 수질환경을

판정할 때 지표로 쓰일 뿐만 아니라 수환경의 변화를 예측,판단하는 자료로 활

용할 수가 있다.

종속영양세균의 개체수에 의한 수서환경의 영양화 정도를 비교함에 있어서 개

체수가 10
2
cfu/ml이하이면 빈영양역,10

3
～10

4
cfu/ml이면 부영양역,10

4
～10

5

cfu/ml이면 과영양역 그리고 10
5
cfu/ml이상이면 폐수역으로 구분한다(하 등,

1978).본 연구에서 조사한 12지역은 2.0×10
5
～ 5.0×10

5
CFU/ml로 나타나 과

영양역에 속하는 것으로 나타났다.
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Table6.Environmentalfactorsand bacterialcountaccording tosampling

sites.

Factor
Tem

(℃)

Salinity

(‰)
pH

DO

(mg/L)

COD

(mg/L)

SS

(mg/L)

TIN

(mg/L)

T-P

(mg/L)

Bacterial

count

(CFU/ ml)

Site

A-1
27.6 31.4 8.25 6.83 0.87 3.9 0.954 0.065 4.0×10

5

Site

A-2
28.6 32.4 8.15 6.83 0.88 3.5 0.932 0.074 3.6×105

Site

A-3
27.68 31.81 8.56 5.88 0.84 2.6 0.707 0.007 5.0×10

5

Site

A-4
28.38 32.65 8.36 6.08 0.81 2.83 0.624 0.065 3.0×10

5

Site

B-5
28.6 32.4 8.35 6.87 0.91 3.2 0.954 0.065 5.0×10

5

Site

B-6
27.68 31.85 8.26 5.8 0.84 2.6 0.827 0.057 5.0×10

5

Site

B-7
26.23 32.88 8.34 6.78 0.48 1.03 0.743 0.018 2.0×105

Site

C-8
23.82 32.72 8.23 7.9 0.56 0.89 0.629 0.021 3.0×10

5

Site

C-9
26.9 32.57 8.21 7.29 0.48 1.01 0.693 0.01 2.5×10

5

Site

C-10
27.38 32.65 8.22 7.04 0.62 2.11 0.72 0.012 5.0×105

Site

D-11
26.23 32.88 8.24 6.78 0.48 0.98 0.68 0.01 4.0×10

6

Site

D-12
25.83 32.67 8.25 6.74 0.75 0.83 0.683 0.018 3.0×10

5
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3.3.분리균주의 특성

조간대에서 채집된 시료로부터 색소생성 미생물,알칼리성 단백질분해효소 생성

미생물과 지질분해효소 생성 미생물을 각각 분리하였다.

3.3.1색소생성 미생물

조간대 4개 지점 12개 지역에서 분리된 미생물은 총 850균주가 분리되었다.그

중 색소생성 미생물은 136균주로 전체 분리균주의 16%를 차지하였다.분리균주

들의 colony색상은 yellow,red,orange,pink혹은 violet등으로 다양했으며

19균주는 그람양성균인 반면 그람음성균은 117균주로 대체적으로 그람음성균이

많이 분포하고 있었다.운동성 실험에서는 총 136균주 중에 118균주에서 운동성

이 관찰되었다.분리균주들의 성장 온도는 4℃ ～ 40℃까지 범위에서 성장이 가

능하였다.염 농도 실험에서는 최저 0%에서 최대 14.0%의 염 농도에서도 성

장이 가능한 내염성 미생물(JJM123과 JJM124)과 초기 생육 배지 염분 농도가

6% 이상이 되어야만 성장이 가능한 절대호염성 미생물(JJM36,JJM41,JJM93과

JJM133)도 존재하였다.이 결과로 조간대의 미생물은 다양한 온도와 높은 염 농

도에서도 성장이 가능하다는 것을 확인할 수가 있었다(Table7-10).또한 각 분

리균주의 기본적인 생리,생화학적 특성을 조사한 결과 일부 균주(JJM131,

JJM82,JJM74,JJM54과 JJM114)를 제외하고는 모두 catalase양성 반응을 나타

내고 있었다(Table11).
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Table7.BacteriastrainsisolatedinsiteA.

No.
Isolation

site

Strain

No.
Colonycolor

Gram

stain
Motility

Growthat

NaCl(%)Temp.(℃)

1

SiteA-1

JJM24 Yellow 　 - + 1.0-9.0 10-37

2 JJM25 Pink - + 1.0-6.0 10-30

3 JJM56 Orange - - 1.0-6.0 10-40

4 JJM57 Orange - + 0.5-10 4-40

5 JJM77 Orange - + 1.0-7.0 4-37

6 JJM78 BrightOrange + - 2.0-14 10-40

7 JJM133 Orange - + 6.0-9.0 10-37

8

SiteA-2

JJM26 Pink - + 1.0-5.0 10-40

9 JJM27 Pink - + 0.5-7.0 4-37

10 JJM28 Beige - - 1.0-6.0 4-30

11 JJM79 Orange - + 1.0-6.0 4-30

12 JJM80 Yellow - + 4.0-11.0 10-37

13 JJM117 Orange - + 1.0-7.0 4-37

14 JJM118 Yellow - + 4.0-11.0 10-37

15

SiteA-3

JJM29 BrightOrange - + 0.5-6.0 4-30

16 JJM30 Orange - + 1.0-7.0 4-37

17 JJM58 Orange - + 1.0-10 10-37
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Table8.BacteriastrainisolatedinsiteB.

No.
Isolation

site

Strain

No.
Colonycolor

Gram

stain
Motility

Growthat

NaCl(%) Temp.(℃)

1

SiteB-5

JJM3 Yellow - + 1.0-6.0 10-35

2 JJM6 Pink - - 1.0-9.0 10-37

3 JJM7 Yellow - + 1.0-7.0 15-40

4 JJM8 Yellow - + 1.0-7.0 4-37

5 JJM9 Pink - - 1.0-5.0 10-30

6 JJM10 Yellow - + 1.0-9.0 10-37

7 JJM11 Orange - - 1.0-6.0 10-45

8 JJM12 Yellow + - 1.0-7.0 10-40

9 JJM36 Orange - + 6.0-9.0 10-37

10 JJM37 Orange - + 0-6.0 10-30

11 JJM38 Incarnadine - + 1.0-7.0 4-37

12 JJM39 Violet - + 1.0-9.0 10-30

13 JJM64 Orange - + 1.0-10 10-37

14 JJM65 Orange - + 0.5-10 10-37

15 JJM66 Yellow - + 0.5-10 10-37

16 JJM92 Creamy - - 1.0-6.0 4-30

17 JJM93 Orange - + 6.0-9.0 10-37

18 JJM94 Violet - + 1.0-4.0 4-30

19 JJM95 Creamy - + 4.0-11.0 10-37

20 JJM126 Yellow - + 0.5-10 10-37

21 JJM127 Orange - + 1.0-9.0 10-37

22

SiteB-6

JJM14 Creamy - + 1.0-7.0 15-37

23 JJM15 Violet - + 0-10 10-37

24 JJM16 Brightyellow - + 1.0-7.0 10-40

25 JJM40 Yellow - + 1.0-6.0 4-37

26 JJM41 Brown - + 6.0-9.0 10-37

27 JJM42 Brown - + 2.0-7.0 10-37

28 JJM43 Orange - + 1.0-6.0 4-37

29 JJM67 Brown - + 1.0-6.0 4-30

30 JJM96 Pink + + 1.0-14 10-40

31 JJM97 Orange - + 1.0-6.0 4-30

32 JJM98 Yellow - + 1.0-9.0 10-37
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Table8.Continue.

No.
Isolation

site

Strain

No.
Colonycolor

Gram

stain
Motility

Growthat

NaCl(%) Temp.(℃)

33

SiteB-6

JJM99 Yellow - + 1.0-7.0 10-37

34 JJM100 Orange - + 1.0-7.0 4-37

35 JJM128 Yellow - - 2.0-5.0 4-30

37 JJM129 Creamy - + 1.0-9.0 10-37

38 JJM136 Orange - + 1.0-9.0 10-37

39 JJM137 Yellow - + 1.0-8.0 10-40

40 JJM138 Yellow - + 0.5-10 10-37

41

SiteB-7

JJM17 Yellow - + 0.5-10 10-37

42 JJM18 Brown - + 1.0-9.0 4-37

43 JJM44 Orange - + 1.0-9.0 10-37

44 JJM45 Brightyellow - + 1.0-6.0 4-37

45 JJM102 Orange + + 0-12 4-40

46 JJM103 Yellow - + 0-7.0 4-40

47 JJM104 Brown - + 1.0-7.0 10-37

48 JJM130 Incarnadine - + 1.0-10 4-40

49 JJM131 Yellow - + 1.0-10 10-37

50 JJM132 Orange - + 1.0-7.0 4-37

51 JJM139 Green - + 1.0-10 4-40
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Table9.BacteriastrainisolatedinsiteC.

No.
Isolation

site

Strain

No.
Colonycolor

Gram

stain
Motility

Growthat

NaCl(%) Temp.(℃)

1

SiteC-8

JJM1 Yellow + - 1.0-7.0 10-40

2 JJM32 Orange - + 1.0-10 10-37

3 JJM33 Orange - + 1.0-7.0 4-37

4 JJM59 Yellow + + 0-12 4-40

5 JJM60 Orange - + 1.0-10 10-37

6 JJM61 Orange - + 1.0-7.0 4-37

7 JJM82 Green - + 1.0-7.0 10-37

8 JJM83 Yellow - + 1.0-6.0 4-37

9 JJM84 Orange - + 1.0-6.0 4-37

10 JJM85 Pink - - 1.0-12 10-40

11 JJM86 BrightOrange + + 1.0-14 10-40

12 JJM87 Orange + + 1.0-14 10-40

13 JJM119 Orange - + 1.0-7.0 4-37

14

SiteC-9

JJM120 Yellow - - 2.0-5.0 4-30

15 JJM121 Yellow - + 0-4.0 10-37

16 JJM122 Creamy - - 1.0-12 10-37

17 JJM123 Orange + + 0-14 10-45

18 JJM124 Paleyellow + + 0-14 10-45

19 JJM125 Orange - + 1.0-12 4-40

20 JJM135 Brown - + 1.0-9.0 10-37

21 JJM134 Orange - - 0-5.0 4-37

22

SiteC-10

JJM2 Creamy - + 1.0-6.0 10-35

23 JJM34 Yellow - + 1.0-9.0 10-37

24 JJM35 LightGreen - + 1.0-10 10-37

25 JJM62 DeepYellow - - 1.0-7.0 4-40

26 JJM63 Yellow - + 0-5.0 10-37

27 JJM88 BrightGreen - + 1.0-7.0 15-40

28 JJM89 Yellow - - 1.0-7.0 4-40

29 JJM90 Green - + 1.0-6.0 4-30

30 JJM91 Incarnadine - + 1.0-8.0 4-40
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Table10.BacteriastrainisolatedinsiteD.

No.
Isolation

site
StrainNo. Colonycolor

Gram

stain
Motility

Growthat

NaCl(%) Temp.(℃)

1

Site

D-11

JJM4 0range-yellow + + 2.0-10 10-40

2 JJM19 Beige + + 0-7.0 4-40

3 JJM20 Creamy + + 1.0-12 10-40

4 JJM21 Creamy + + 1.0-10 10-40

5 JJM22 Creamy + + 1.0-10 10-40

6 JJM46 0range-yellow - + 1.0-7.0 4-37

7 JJM47 0range-yellow - + 1.0-7.0 4-37

8 JJM48 Brightred - + 0-6.0 4-40

9 JJM49 Red - + 1.0-6.0 4-30

10 JJM50 Yellow - + 1.0-9.0 10-37

11 JJM51 Yellow - + 0.5-10 10-37

12 JJM68 Pink - + 1.0-8.0 4-30

13 JJM69 Orange - + 1.0-6.0 4-30

14 JJM70 Pink - + 1.0-10 10-37

15 JJM71-1 Green - + 1.0-12 4-37

16 JJM71-2 Pink - + 1.0-8.0 4-30

17 JJM72 Yellow - + 1.0-6.0 10-40

18 JJM73 Yellow + 1.0-6.0 10-40

19 JJM74 Ivory + 1.0-6.0 10-40

20 JJM105 Brightred - + 0-6.0 4-40

21 JJM106 Creamy - + 1.0-8.0 10-40

22 JJM107 Pink - + 1.0-10 10-37

23 JJM108 Yellow + + 1.0-12 10-45

24 JJM109 Yellow + + 1.0-12 10-45

25 JJM110 Red - + 0.5-10 10-37

26 JJM111 Yellow + - 1.0-7.0 10-40

27

Site

D-12

JJM23 Creamy + - 1.0-14 10-40

28 JJM52 Yellow - + 0.5-10 10-37

29 JJM53 Green - + 1.0-10 10-37

30 JJM54 Pink - + 1.0-7.0 10-40

31 JJM55 Yellow - + 0-7.0 4-40

32 JJM75 Orange - + 1.0-9.0 10-37
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Table10.Continue.

No.
Isolation

site

Strain

No.
Colonycolor

Gram

stain
Motility

Growthat

NaCl(%) Temp.(℃)

33

Site

D-12

JJM76 Brightyellow - + 3.0-14 10-40

34 JJM112 Yellow - + 2.0-12 10-40

35 JJM113 Yellow - + 1.0-6.0 4-30

37 JJM114 Orange - + 1.0-7.0 10-40

38 JJM115 Yellow - + 3.0-14 10-40

39 JJM116 Orange - + 1.0-6.0 4-30

40 JJM140 Yellow - + 0.5-10 10-37
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Table.11.Physiologocalcharacteristicsofpigment-producingisolates.

Strain

No.
Oxi Cat

Hydrolysisof: Utilizationof:

GelatinStarch Urea Agar
Tween

40

Tween

80
Man Suc Glu Lac

JJM24 - + - + - - + + - + + -

JJM25 + + - - + - + + - + - -

JJM56 - + - + - - + + - + + -

JJM57 + + - + - - - + - - + -

JJM77 + + + + - - - + - - - -

JJM78 + + - + - - - - +/- + + -

JJM133 + + + + - - - + - + + -

JJM26 + + + + - - + + - - - -

JJM27 + + - - + - + + - + - -

JJM28 + + - + + - - - + - - -

JJM79 + + + - - - - + - - + -

JJM80 + + + - - - - - - - - -

JJM117 + + + + - - - + - - - -

JJM118 + + + - - - - - - - - -

JJM29 + + + + - - - - - - - -

JJM30 + + + + - - - + - - - -

JJM58 - + - + - - + + - + + -

JJM3 + + - - - - + + - + + -

JJM6 + + - - - - - - - - - -

JJM7 + + + - - - - + - - - -

JJM8 - + - + - + - - - + - -

JJM9 - + - - - - - + + - - -

JJM10 + + - + + - + + + + + -

JJM11 - + - + + - + - - - + -

JJM12 + + - + - - - - - - - -

JJM36 + + + + - - - + - + + -

JJM37 - + + + - - + - - - + -

JJM38 + + - + - - - + - + - -

JJM39 - + - + + - + - - - + -

JJM64 - + - + - - - - - + + -

JJM65 - + - + - - + + +/- - + -

JJM66 - + - + + - + - - - + -

JJM92 + + - + + - - - + - - -
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Table.11.Continue.

Strain

No.
Oxi Cat

Hydrolysisof: Utilizationof:

GelatinStarch Urea Agar
Tween

40

Tween

80
Man Suc Glu Lac

JJM93 + + + + - - - + - + + -
JJM94 - + - + + - + - - - + -
JJM95 + + + - - - - - - - - -
JJM126 - + - + + - + - - - + -
JJM127 - + - + + - + - - - + -
JJM14 + + - - - - - - + + - -

JJM15 - + - - - - - - - - + -

JJM16 + + + - - - - - - - - -

JJM40 - + - + - - + + - - + -

JJM41 + + + + - - - + - + + -

JJM42 + + + + + - - + - - - -

JJM43 - + - + - - + + - - + -

JJM67 + + + - - - - + - - + -
JJM96 + + - + - - - - - - + -
JJM97 + + + - - - - + - - + -
JJM98 - + + + + - - - - - + +

JJM99 + + + + - - - - + - + -

JJM100 + + - + - - - + - + - -
JJM128 + + - + + - - - + - - -

JJM129 - + - + + - + - - - + -

JJM136 - + - + + - + - - - + -

JJM137 + + + + - - - + - - - -

JJM138 - + - + + - + - - - + -

JJM17 - + - + - - + - - - + -

JJM18 - + + - - - + - - + - -

JJM44 - + - + + - + - - - + -
JJM45 - + - + - - + + - - + -

JJM102 + + + + - - + + + - - -

JJM103 + + - + + - - - + - - -
JJM104 + + + - - - - - - - - -
JJM130 + + + + - - - - + - + -

JJM131 - - - - - - - + - + - -

JJM132 + + - + - - - + - + - -

JJM139 + + + + - - - - + - + -

JJM1 + + - + - - - - - - - -

JJM32 - + - + - - - + - + + -

JJM33 + + - + - - - + - + - -
JJM59 + + + + - - + + + - - -

JJM60 - + - + + - - + - + + -

JJM61 + + - + - - - + - + - -
JJM82 + - + + - - - - + - + -

JJM83 - + - + - - + + - - + -

JJM84 + + - + - - + + + - - -
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Table.11.Continue.

Strain

No.
Oxi Cat

Hydrolysisof: Utilizationof:

GelatinStarchUrea Agar
Tween

40

Tween

80
Man Suc Glu Lac

JJM85 + + - - - - - - - - - -

JJM86 + + - + - - - - +/- + + -

JJM87 - + - - + - - - + - - +

JJM119 + + - + - - - + - + - -

JJM120 + + - + + - - - + - - -

JJM121 + + + + + - - + - + + -

JJM122 + + + - + - - + - + + -

JJM123 - + - + - - - + - + + -

JJM124 - + - + - - - + - + + -

JJM125 - + - + + - + - - - + -

JJM134 - + - + + - + - + - + -

JJM135 + + - - - - - - + + + +

JJM2 + + - - - - + + - + + -

JJM34 - + - + + - + - - - + -

JJM35 - + - - + - + - - + + -

JJM62 + + - - - - - - + + + +

JJM63 + + + + - - - + - + - -

JJM88 + + + - - - - - - - - -

JJM89 + + - - - - - - + + + +

JJM90 + + + - - - - + - - + -

JJM91 + + - + + - - - + - - -

JJM4 + + - + - - - - - + + -

JJM19 + + + - + - + + - - - -

JJM20 - + - + - - - + - + + -

JJM21 + + - + - - - + - + + -

JJM22 + + - + - - - + - + + -

JJM46 - + - + + - + - - - + -

JJM47 - + - + + - + - - - + -

JJM48 - + + - + + + + + + + +

JJM49 + + + - - - - + - - + -

JJM50 - + - - + - + - - + + -

JJM51 - + - + + - + - - + + -

JJM68 + + - - + - - - - - + -

JJM69 + + + - - - - + - - + -

JJM70 - + - - + - + - - + + -

JJM71-1 + + + - - - - + - - + -

JJM71-2 + + - - + - - - - - + -

JJM72 + + + + - - - - + - + -
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Table.11.Continue.

Strain

No.
Oxi Cat

Hydrolysisof: Utilizationof:

GelatinStarchUrea Agar
Tween

40

Tween

80
Man Suc Glu Lac

JJM73 + + + + - - - - + - + -

JJM74 + - + + - - - + + - + -

JJM105 - + + - + - + + + + + -

JJM106 - + - + + - + + - + + -

JJM107 - + - + + - + + - + + -

JJM108 + + - + - - - - + + + -

JJM109 + + - + - - - + - + + -

JJM110 - + - - + - + - - - + -

JJM111 + + - + - - - - - - - -

JJM23 + + - + - - - + - + + -

JJM52 - + - + + - + - - + + -

JJM53 - + - - + - + - - + - -

JJM54 + - + + + + - + + + - -

JJM55 + + - + + - - - + - - -

JJM75 - + - + + - + + - + + -

JJM76 + + + - - - - - - - - -

JJM112 + + + - - - - - - - - -

JJM113 + + + - - - - + - - + -

JJM114 + - + + + + - + + + - -

JJM115 + + + - - - - - - - - -

JJM116 + + + - - - - + - - + -

JJM140 - + - + + - + + - + + -

*Abbreviations:Oxi,oxidase;Cat,catalase;Man,mannose:Suc,sucrose;Glu,glucose;Lac,

lactose.
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3.3.1.1.분리균주의 색소 특성

제주도 조간대에 서식하는 생물 및 모래,저질토에서 일반적인 평판배양법으로

배양하였을 때 배지상에서 자라는 colony색상으로 판단하여 색소를 생성하는

136균주를 분리하였다.분리균주의 색소는 추출한 뒤 spectrophometer(survey

scan)로 350-900 nm 범위에서 흡광도를 측정하여 carotenoid 또는

bacteiochlorophyll의 유무를 확인하였다(Fig.2,Table12).카로티노이드는 자연

계에서 가장 광범위하게 산재하는 색소군으로 노란색,오렌지색,빨간색 등을 나

타낸다.카로티노이드는 전형적으로 C40탄화수소 골격으로 이루어져 있으며 그

중에는 산소를 포함하고,이 관능기로 인해 cyclic또는 acyclic의 xanthophyll을

형성하기도 한다.미생물에 있어서,carotenoid는 호기성 또는 비호기성의 광합성

세균과 조류,그리고 많은 균류 등에 존재한다.Carotenoid는 비타민 A의 전구물

질로 작용을 하며,또한 최근에 유해 활성 산소를 제거하는 항산화 효과가 기존

에 알려진 비타민 E보다 500배 뛰어난 것이 밝혀지면서 카로티노이드의 연구가

최근 활발히 진행되고 있다.현재까지는 몇 종의 몇몇 카로티노이드 (β

-carotene, lycopene, astaxanthin, canthaxanthin, β-apo-8-carotenal, β

-apo-8-carotenal-ester)만이 화학적으로 합성 또는 발효를 통해 생산되고,자연

계에서는 단지 적은 개체에서만이 추출되어 상업적으로 생산되어 왔다.제주도

조간대 미생물 다양성에 관한 본 연구에서 확보된 색소형성 미생물 136균주 중

57균주가 carotenoid의 흡광 범위인 450-540nm에서 peak를 나타내었다(Fig.3).

반면 Chlorophyll은 중앙에 마그네슘(Mg)이 있는 사이클릭 테트라피롤(cyclic

tetrapyrrole)구조이며 막 단백질과 비공유적으로 연결되어 있다.Cyanobacteria의

chlorophyll은 chlorophylla로서 고등식물과 같은 진핵의 광합성 생물체에서 발

견되는 것과 같다.Purple및 greenbacteria는 다른 진핵의 광합성 생물체에 존

재하지 않는 bacteriochlorophyll을 가지고 있다.Bacteriochlorophyll은 화학적 구

조에 따라 a,b,g와 c,d,e의 2개의 class로 나눌 수 있다.Purplebacteria는 종

에 따라 bacteriochlophylla나 bacteriochlophyllb중 한 가지 형태만을 가지고 있

다.이 중 일부는 pigmentantenna에 존재하고,나머지는 reactioncenter에 존재

한다.Greenbacteria는 두 가지 형태의 bacteriochlophyll이 다른 양으로 존재하
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는데,주된 형태는 bacteriochlophyllc,d또는 e로서 이것은 광을 흡수하는 역할

을 하며 소수의 형태는 bacteriochlophylla로써 이것은 reactioncenter에 존재한

다.

Greenbacteria의 3개의 bacteriochlorophyll(bacteriochlophyllc,d,및 e)이 화학

적으로 차이를 나타내지만 분광학적 성질은 모두 cyanobacteria의 chlorophylla

와 매우 유사하다(흡수치의 범위는 약 800-900nm).대조적으로 purplebacteria

의 bacteriochlophylla는 C3와 C4위치에,bacteriochlophyllb는 C3에 부가적인 H

와의 결합으로 C3,C4 사이에 이중 결합이 아닌 단일 결합이 형성되어 있으며

(saturated;포화되어있으며),이것 때문에 다른 chlorophyll과는 다른 분광학적

성질을 나타낸다.하지만 조사된 전체균주에 대해서 Bacteriochlorophyll의 흡광

범위에 해당하는 흡광 peak는 나타나지 않았다.

Fig.2.Absorptionspectraofvariouspigmentsshowing thedifferencesin

absorptionmaxima.
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Fig.3.Absortionspectraofmethanolicextractsofisolateshavingcarotenoids.

A;JJM49(red-coloredcolony),B;JJM62(yellow-coloredcolony)
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Table12.Absortionspectrum ofmethanolicextractsoftheisolates.

NO. StrainNo. Amax(nm) NO. StrainNo.Amax(nm)NO. StrainNo.Amax(nm)

1 JJM24 453 47 JJM96 ND 93 JJM63 ND

2 JJM25 ND 48 JJM97 453 94 JJM88 ND

3 JJM56 453 49 JJM98 ND 95 JJM89 ND

4 JJM57 453 50 JJM99 ND 96 JJM90 ND

5 JJM77 453 51 JJM100 ND 97 JJM91 ND

6 JJM78 ND 52 JJM128 526 98 JJM4 453

7 JJM133 ND 53 JJM129 ND 99 JJM19 ND

8 JJM26 ND 54 JJM136 ND 100 JJM20 ND

9 JJM27 ND 55 JJM137 ND 101 JJM21 ND

10 JJM28 453 56 JJM138 453 102 JJM22 ND

11 JJM79 453 57 JJM17 453 103 JJM46 ND

12 JJM80 453 58 JJM18 ND 104 JJM47 ND

13 JJM117 453 59 JJM44 450 105 JJM48 ND

14 JJM118 453 60 JJM45 450 106 JJM49 534

15 JJM29 ND 61 JJM102 453 107 JJM50 453

16 JJM30 ND 62 JJM103 453 108 JJM51 453

17 JJM58 ND 63 JJM104 526 109 JJM68 ND

18 JJM3 453 64 JJM130 ND 110 JJM69 ND

19 JJM6 ND 65 JJM131 ND 111 JJM70 ND

20 JJM7 ND 66 JJM132 ND 112 JJM71-1 ND

21 JJM8 ND 67 JJM139 534 113 JJM71-2 ND

22 JJM9 ND 68 JJM1 ND 114 JJM72 453

23 JJM10 453 69 JJM32 ND 115 JJM73 453

24 JJM11 453 70 JJM33 453 116 JJM74 ND

25 JJM12 453 71 JJM59 453 117 JJM105 456

26 JJM36 526 72 JJM60 453 118 JJM106 ND

27 JJM37 526 73 JJM61 526 119 JJM107 ND

28 JJM38 ND 74 JJM82 ND 120 JJM108 ND

29 JJM39 ND 75 JJM83 ND 121 JJM109 ND

30 JJM64 453 76 JJM84 ND 122 JJM110 456

31 JJM65 453 77 JJM85 ND 123 JJM111 ND

32 JJM66 453 78 JJM86 526 124 JJM23 ND

33 JJM92 ND 79 JJM87 526 125 JJM52 ND

34 JJM93 ND 80 JJM119 ND 126 JJM53 534

35 JJM94 ND 81 JJM120 ND 127 JJM54 ND

36 JJM95 ND 82 JJM121 ND 128 JJM55 ND

37 JJM126 526 83 JJM122 ND 129 JJM75 453

38 JJM127 453 84 JJM123 453 130 JJM76 ND

39 JJM14 ND 85 JJM124 ND 131 JJM112 453

40 JJM15 ND 86 JJM125 ND 132 JJM113 453

41 JJM16 526 87 JJM135 ND 133 JJM114 ND

42 JJM40 453 88 JJM134 ND 134 JJM115 ND

43 JJM41 470 89 JJM2 ND 135 JJM116 ND

44 JJM42 470 90 JJM34 453 136 JJM140 ND

45 JJM43 ND 91 JJM35 453

46 JJM67 470 92 JJM62 453

*Abbreviations:ND,notdetect;Amax,absorbancemaxima.
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3.3.1.2.16SrRNA 유전자 염기서열 분석 및 계통분석

제주도 조간대에서 분리된 색소생성 미생물의 16SrRNA 유전자 염기서열 분석

을 통해 계통분류학적으로 어떤 division에 속하는지를 확인 하여 본 결과 제주

시 동부지역 조간대에서 분리된 색소형성 미생물들은 Proteobacteria

(문)/Gammaproteobacteria(강)의 Pseudoalteromonas속 3균주 (JJM24, JJM56과

JJM58),Shewanella속 8균주 (JJM25,JJM27,JJM29,JJM30,JJM77,JJM79,JJM117과

JJM133)Oceanisphaera속 1균주 (JJM57),Vibrio속 1균주 (JJM28),Proteobacteria

(문)/Alphaproteobacteria(강)의 Kordiimonas속 1균주(JJM26),Firmicutes(문)/Bacilli

(강)의 Bacillus속 1균주 (JJM78), Bacteroidetes(문)/Flavobacteria(강)의

Tenacibaculum속 2균주 (JJM80과 JJM118)가 분리되었다(Fig.4).Blastsearch를 통

해 회수된 가장 근연종과의 염기서열 유사도 값은 Table13과 같다.제주시 동부

지역 중 SiteA-4지역에서는 색소생성 미생물이 분리가 되지 않았다.JJM24,

JJM56과 JJM58은 P.marina (AY563031),P.atlantica (AF173963)및 P.

haloplanktis(X67024)와 각각 99.0%,99.5%과 99.0%의 16SrRNA 유전자 염기

서열 유사도를 보여 주었다.Shewanella속 균주 JJM25(S.baltica(AJ000214)),

JJM27(S.pacifica(AF500075)),JJM29(S.oneidensis(AY881235)),JJM30(S.

gaetbuii(AY190533)),JJM77(S.gaetbuii(AY190533)),JJM79(S.waksmanii

(AY170366)), JJM117 (S. gaetbuii (AY190533))과 JJM133 (S. japonica

(AF145921))각각의 표준 종과 염기서열 유사도를 계산하였을 때 JJM25균주를

제외하고는 99%이상 similarity 값을 나타내었다.반면 JJM25는 S.baltica

(AJ000214)와 97.02%의 염기서열 유사도를 나타내 신종 후보임을 시사하였다.

JJM57은 O.donghaensis(DQ190441)그리고 O.litoralis(AJ550470)와 각각

98.02%,97.70%의 염기서열 유사도를 나타내어 또 다른 신종 후보임을 보여 주

었다.JJM28은 V.comitans(DQ922915)와 99.80%,JJM26은 K.gwangyangensis

(AY682384)와 99% 그리고 JJM78은 B.hwajinpoensis(AF541966)와 100% 유사

도를 보여주었다.JJM80과 JJM118은 각각 T.discolor(AM411030)와 99.06%,

99.08%의 유사도를 나타내었고 JJM80과 JJM118사이에서는 99.72%의 유사도를

보여주어 JJM80과 JJM118은 T.discolor에 소속된 균주들임을 시사하였다.
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Fig.4.Neighbor-joining tree based on 16S rRNA gene sequences of

pigment-producingbacteriaIsolatedfrom SiteA(1,2,3,4).Thesequences

werecollectedfrom 17pigment-producingbacteriaisolatedinthisstudyand

representativespeciesselectedfrom RibosomalDatabase.
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Table13.16SrRNAgenesequencesimilarityvaluesbetweenpigment-producing

bacteria(SiteA)betweentheirclosestrelatives.

Strain

No.

Isolation

site
Isolationsample Theclosestspecies

Similarity

(%)

JJM24

A-1

Ulvapertusa Pseudoalteromonasmarina 98%

JJM25 Laurenciaokamurae Shewanellabaltica 96%

JJM56 OmphaliuspfeiffericarpenteriPseudoalteromonasatlantica 98%

JJM57 Laurenciaokamurae Oceanisphaeralitoralis 96%

JJM77 Laurenciaokamurae Shewanellagaetbuli 98%

JJM78 Ulvapertusa Bacillushwajinpoensis 98%

JJM133 Laurenciaokamurae Shewanellajaponica 98%

JJM26

A-2

Actiniaequina Kordiimonasgwangyangensis 98%

JJM27 Seasand Shewanellapacifica 98%

JJM28 cellanatoreuma Vibriocomitans 98%

JJM79 Seasand Shewanellawaksmanii 98%

JJM80 Seasand Tenacibaculum discolor 97%

JJM117 Seasand Shewanellagaetbuli 98%

JJM118 Monodontalabioconfusa Tenacibaculum discolor 97%

JJM29

A-3

Monodontaneritoides Shewanellaoneidensis 98%

JJM30 Monodontaneritoides Shewanellagaetbuli 98%

JJM58 Hizikiafusiformis Pseudoalteromonashaloplanktis 98%
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제주시 서부지역 조간대에서는 Proteobacteria(문)/Gammaproteobacteria(강)의

Pseudoalteromonas속 16균주(JJM11,JJM17,JJM39,JJM44,JJM64,JJM65,JJM66,

JJM94,JJM98,JJM126,JJM127,JJM129,JJM131,JJM136,JJM137과 JJM138),

Galciecola속 1균주(JJM10),Shewanella속 8균주(JJM36,JJM38,JJM41,JJM67,

JJM93,JJM97,JJM100과 JJM132),Vibrio속 3균주(JJM92,JJM103과 JJM128),

Alteromonas속 3균주(JJM99, JJM130과 JJM139), Proteobacteria

(문)/Alphaproteobacteria(강)의 Loktanella속 1균주(JJM6), Tateyamaria속 1균주

(JJM9),Roseobacter속 1균주(JJM14),Rhodovulum속 1균주(JJM15),Pseudovibrio속

1균주(JJM42),Phaeobacter속 1균주(JJM18),Bacteroidetes(문)/Flavobacteria(강)의

Winogradskyella속 1균주(JJM3),Cellulophaga속 1균주(JJM8),Formosa속 1균주

(JJM37),Tenacibaculum속 4균주(JJM7,JJM16,JJM95과 JJM104),Polaribacter속 3

균주(JJM40, JJM43, JJM45), Actonobacteria(문)/Actinobacteria(강)/

Actinobacteridae(sub강)의 Micrococcus속 1균주(JJM12),Firmcutes(문)/Bacilli(강)의

Bacilus속 1균주(JJM96),Exiguobacterium속 1균주(JJM102)가 분리되었다(Fig.5-7).

Blastsearch를 통해 회수된 가장 근연종과의 염기서열 유사도 값은 Table14와

같다.

분리된 색소생성 균주 각각의 16SrRNA 염기서열을 Jukes& Cantor모델을

이용하여 표준 종과 유사도를 계산하였을 때 JJM11[(P.spongiae(AY769918)],

JJM17[(P.flavipulchra(AF297958)],JJM39[(P.haloplanktis(X67024)],JJM44

[(P.spongiae (AY769918)],JJM64 [(P.haloplanktis (X67024)],JJM65 [(P.

flavipulchra (AF297958)],JJM66 [(P.flavipulchra (AF297958)],JJM94 [(P.

tunicata(DQ005908)],JJM98[(P.piscicida(X82215)],JJM126[(P.flavipulchra

(AF297958)], JJM127 [(P. spongiae (AY769918)], JJM129 [(P. marina

(AY563031)], JJM131 [(P. haloplanktis (X67024)], JJM136 [(P. spongiae

(AY769918)],JJM137[(P.luteoviolacea(X82144)],JJM138 [(P.flavipulchra

(AF297958)]중 JJM39,JJM131과 JM137을 제외하고는 표준균주와 99.42%이상 일치

하였다.JJM39와 JJM131은 typestrain인 P.haloplanktis(X67024)과 각각 97.05%

의 염기서열 유사도를 나타내어 신종 후보임을 시사하였다.또한 JJM39와

JJM131은 서로 99.50% 염기서열 유사도를 나타내어 동일종의 균주들로 판단된
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다.

JJM137은 typestrainP.luteoviolacea(X82144)와 97.0% 염기서열 유사도를 나타

내어 또 다른 신종후보로 보여 진다.Shewanella속 8균주 JJM36,JJM38,JJM41,

JJM67,JJM93,JJM97,JJM100과 JJM132은 S.japonica(AF145921)와 JJM(36,41

과 93)은 S.gaetbuii(AY190533)와 JJM(38,100과 102)은 S.waksmanii

(AY170366)와 JJM(67과 97)은 16SrRNA 염기서열이 각각 99.45% 이상 일치

하였다.또한 JJM(36,41과 93),JJM(38,100과 102),JJM(67과 97)은 각각의 염

기서열에 대해 99.80%,99.70%,99,50% 일치하였다.Vibrio속 3균주 JJM92,

JJM103과 JJM128은 V.comitans(DQ922915),V.parahaemolyticus(DQ164802)

및 V. shilonii (AF007115)와 각각 99.50%, 100%, 99.80% 일치하였다.

Alteromonas속 3균주 JJM99,JJM130과 JJM139은 A.macleodii(AJ414399)그리고

A.genoviensis (AM885866)와 각각 99.80%,99.50% 일치하였고 JJM130와

JJM139는 서로 99.80% 염기서열 유사도를 나타내어 동일종의 균주들로 판단된다.

Loktanella속 균주인 JJM6은 L. agnita (AY682198)와 99.89% 일치하였다.

Tateyamaria속 균주 JJM9,Roseobacter속 균주 JJM14,Rhodovulum속 균주 JJM15,

Pseudovibrio속 균주 JJM42,Phaeobacter속 균주 JJM18,Winogradskyella속 균

JJM3,Cellulophaga속 균주 JJM8,Formosa속 균주 JJM37,Micrococcus속 균주

JJM12,Bacilus속 균주 JJM96그리고 Exiguobacterium속 균주 JJM102는 각각의 표

준균주인 T.omphalii(AB193438),R.gallaeciensis(Y13244), R.sulfidophilum

(D16423),P.ascidiaceicola(AB175663),P.inhibens(AY177712),W.eximia

(AY521225),C.lytica(D12666),F.algae(AY771766),M.luteus(AF542073),

B.infantis(AY904032)그리고 E.oxidotolerans(AB105164)와 99.50% 이상 일

치하였다.Tenacibaculum속 균주 JJM7은 T.mesophilum (AB032501)과 99.70%,

JJM16은 T. mesophilum (AB032501)과 98.20%, JJM95는 T. gallaicum

(AM176578)과 98.20%,JJM104은 T.mesophilum (AB032501)과 98.10%의 염기서

열 유사도를 나타내었다.JJM7과 JJM16,JJM7과 JJM104의 염기서열 유사도는

각각 98.80%,98.75% 그리고 JJM16과 JJM104는 99.80%로 JJM16과 JJM104는

동일종의 균주들로 판단된다.Polaribacter속 3균주 JJM40,JJM43과 JJM45는 P.

dokdonensis(DQ004686)와 각각 98.30%,99.90%,98.30% 일치하였으며 JJM40과
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JJM45는 99.90% 일치하여 동일종의 균주들로 판단된다.

Galciecola속 균주인 JJM10은 G.nitratrieducens (AY787042)와 96.01%,G.

pallidula(U85854)와 95.43% 그리고 G.punicea(U85853)와 93.63% 염기서열 유

사도를 나타내어 Galciecola속의 신종일 가능성을 시사한다.이에 화학적 분석과

분자생물학적 방법을 적용하여 기존에 보고되어진 Galciecola속 근연종들과 비교

분석이 요구되어진다.
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Fig.5.Neighbor-joining tree of based on 16S rRNA gene sequences

pigment-producing bacteria isolated from Site B-5.The sequences were

collected from 21 pigment-producing bacteria isolated in this study and

representativespeciesselectedfrom RibosomalDatabase.
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Fig.6.Neighbor-joining tree based on 16S rRNA gene sequences of

pigment-producing bacteria isolated from Site B-6.The sequences were

collected from 18 pigment-producing bacteria isolated in this study and

representativespeciesselectedfrom RibosomalDatabase.
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Fig.7.Neighbor-joining tree based on 16S rRNA gene sequences of

pigment-producing bacteria isolated from Site B-7.The sequences were

collected from 11 pigment-producing bacteria isolated in this study and

representativespeciesselectedfrom RibosomalDatabase.
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Table14.16SrRNAgenesequencesimilarityvaluesbetweenpigment-producing

bacteria(SiteB)betweentheirclosestrelatives.

Strain

No.

Isolation

site
Isolationsample Theclosestspecies

Similarity

(%)

JJM3

B-5

Seasand Winogradskyellaeximia. 98%

JJM6 Seasand Loktanellaagnita 99%

JJM7 Seasand Tenacibaculum mesophilum 98%

JJM8 Seasand Cellulophgalytica 99%

JJM9 Seasand Tateyamariaomphalii 98%

JJM10 Balanusalbicostatus Glaciecolanitratireducens 94%

JJM11 Ischnochitoncomptus Pseudoalteromonasspongiae 98%

JJM12 Hypselodorisfestiva Micrococcusluteus 99%

JJM36 Seasand Shewanellajaponica 97%

JJM37 Balanusalbicostatus Formosaalgae 97%

JJM38 Balanusalbicostatus Shewanellagaetbuli 98%

JJM39 Hypselodorisfestiva Pseudoalteromonasflavipulchra 96%

JJM64 Hypselodorisfestiva Pseudoalteromonashaloplanktis 98%

JJM65 Hypselodorisfestiva Pseudoalteromonasflavipulchra 99%

JJM66 Hypselodorisfestiva Pseudoalteromonasflavipulchra 99%

JJM92 Seasand Vibriocomitans 99%

JJM93 Balanusalbicostatus Shewanellajaponica 98%

JJM94 Balanusalbicostatus Pseudoalteromonastunicata 96%

JJM95 Cucumariachronhjelmi Tenacibaculum gallaicum 96%

JJM126 Cucumariachronhjelmi Pseudoalteromonasflavipulchra 99%

JJM127 Hypselodorisfestiva Pseudoalteromonasspongiae 98%

JJM14

B-6

Halichondriajaponica Roseobactergallaeciensis 99%

JJM15 Petrosiaushitsuensis Rhodovulum sulfidophilum 98%

JJM16 Chromodorisorientalis Tenacibaculum mesophilum 96%

JJM40 Seasand Polaribacterdokdonensis 97%

JJM41 Petrosiaushitsuensis Shewanellajaponica 98%

JJM42 Petrosiaushitsuensis Pseudovibrioascidiaceicola 98%

JJM43 Ophiarachnellagorgonia Polaribacterdokdonensis 99%

JJM67 Petrosiaushitsuensis Shewanellawaksmanii 99%

JJM96 Seasand Bacillusinfantis 98%

JJM97 Lithophyllum okamurae Shewanellawaksmanii 98%
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Table14.Continue

Strain

No.

Isolation

site
Isolationsample Theclosestspecies

Similarity

(%)

JJM98

B-6

Codium arabicum Pseudoalteromonaspiscicida 99%

JJM99 Halichondriajaponica Alteromonasmacleodii 98%

JJM100 Petrosiaushitsuensis Shewanellagaetbuli 98%

JJM128 Petrosiaushitsuensis Vibrioshilonii 99%

JJM129 Chromodorisorientalis Pseudoalteromonasmarina 99%

JJM136 Petrosiaushitsuensis Pseudoalteromonasspongiae 96%

JJM137 Petrosiaushitsuensis Pseudoalteromonasluteoviolacea 93%

JJM138 Petrosiaushitsuensis Pseudoalteromonasflavipulchra 99%

JJM17

B-7

Seasand Pseudoalteromonasflavipulchra 99%

JJM18 Chlorostomaturbinata Phaeobacterinhibens 98%

JJM44 Colpomeniasinuosa Pseudoalteromonasspongiae 98%

JJM45 Chlorostomaturbinata Polaribacterdokdonensis 97%

JJM102 Seasand Exgubacterium oxidotolerans 99%

JJM103 Colpomeniasinuosa Vibrioparahaemolyticus 99%

JJM104 Chlorostomaturbinata Tenacibaculum mesophilum 96%

JJM130 Chlorostomaturbinata Alteromonasgenoviensis 98%

JJM131 Chlorostomaturbinata Pseudoalteromonashaloplanktis 96%

JJM132 Chlorostomaturbinata Shewanellagaetbuli 97%

JJM139 Chlorostomaturbinata Alteromonasgenoviensis 98%
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서귀포 동부지역에서 분리되어진 색소생성 미생물을 분류해 본 결과 Proteobacteria

(문)/Gammaproteobacteria(강)의 Pseudoalteromonas속에 포함되는 6균주(JJM32,JJM34,

JJM35,JJM60,JJM125와 JJM134),Shewanella속 4균주(JJM33,JJM61,JJM90과

JJM119),Pseudomonas속 2균주(JJM63과 JJM121),Microbulbifer속 1균주(JJM122),

Vibrio속 2균주(JJM91과 JJM120), Alteromonas속 1균주(JJM82)가 분리되었다.

Proteobacteria(문)/Alphaproteobacteria(강)의 Loktanella속에서 1균주(JJM85),

Paracoccus속 3균주(JJM62,JJM89와 JJM135)가 분리되었다.Firmicutes(문)/Bacilli(강)의

Bacillus속에서 3균주(JJM86,JJM123과 JJM124),Exiguobacterium속 1균주(JJM59),

Marinibacillus속 1균주(JJM87)가 분리되었다. Actonobacteria(문)/Actinobacteria

(강)/Actinobacteridae(아강)의 Micrococcus속에서는 1균주(JJM1)가 분리되었다.Bacteroidetes

(문)/Flavobacteria(강)의 Polaribaacteria속 1균주(JJM83), Donghaeana속 1균주(JJM84),

Winogradskyella속 1균주(JJM2),Tenacibaculum속에서 1균주(JJM88)가 분리 되었다 (Fig.8).

Table15는 blastsearch를 통해 나타난 가장 근연종과의 염기서열 유사도 값을

나타내었다.분리된 색소생성 균주 각각의 16SrRNA 유전자 염기서열을 Jukes

& Cantor 모델을 이용하여 각 근연종의 표준규주와 비교하여 본 결과

Pseudoalteromonas속 균주 JJM32,JJM34,JJM35,JJM60,JJM125와 JJM134는 P.

haloplanktis (X67024),P.piscicida (X82215),P.atlantica (AF173963),P.

spongiae(AY769918)와 각각 99.20% 이상 서열이 일치하였다.그 중 JJM32,

JJM35와 JJM60는 blastsearch상에서 P.haloplanktis(X67024)와 근연종으로 검색

이 되었는데 각각의 분리 균주끼리 염기서열 염기서열 유사도를 계산하여 보았

을때 서로 99.60%이상 일치하여 동일종의 균주들로 판단된다.Shewanella속 균주

로 분류된 JJM33,JJM61과 JJM119는 Shewanella속 S.gaetbuii(AY190533)와 각각

92.30%,99.50%,99.54%의 염기서열 유사도를 나타내었다.JJM33같은 경우는

Shewanella속의 신종일 가능성을 시사한다.JJM61과 JJM119는 S.gaetbuii

(AY190533)와 동일종의 균주로 판단이 된다. JJM90은 S. waksmanii

(AY170366)의 16SrRNA 유전자 서열과 99.50% 일치하였다.

Pseudomonas속 균주 JJM63과 JJM121,Microbulbifer속 균주 JJM122,Vibrio속 균주

JJM91과 JJM120,Alteromonas속 균주 JJM82,Paracoccus속 균주 JJM62,JJM89와

JJM135,Bacillus속 균주 JJM86,JJM123과 JJM124,Exiguobacterium속 균주 JJM59,
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Marinibacillus속 균주 JJM87,Micrococcus속 균주 JJM1,Polaribaacteria속 균주 JJM83,

Tenacibaculum속 균주 JJM88는 각각의 표준균주인 P.oryzihabitans (AF288732),P.

argentinensis(AY691118),M.cystodytense(AJ620879),V.harveyi(EU251520),V.shilonii

(AF007115),A.macleodii(AJ414399),P.kamogawaensis (AB275604),P.

marcusii(AF194399),B.aquimaris(AF483625),E.oxidotolerans(AB105164),

M.marinus(AJ237708),M.luteus(AF542073),P.dokdonensis(DQ004686),T.

mesophilum (AB032501)와 각각 99.45% 이상 서열이 일치하였다.

반면 Donghaeana속 균주 JJM84와 Winogradskyella속 균주 JJM2는 각각의 표준균주인 D.

dokdonesis(DQ017015)와 W.eximia(AY521225)16S rRNA 유전자 염기서열과

95.00% ～ 96.02%의 염기서열 유사도를 나타내어 신종일 가능성을 시사하였다.

또한 JJM85 같은 경우는 Loktanella속의 species로 보고되어진 L.

hongkongensis(AY600300)와 95.99%,L.marincola (EF202613)와 94.1%,L.

rosea (AY682199)와 93.88%,L.koreensis (DQ34498)와 93.88%,L.agnita

(AY682198)와 93.79%,L.salsilacus (AJ440997)와 93.73%,L.fryxellensis

(AJ582225)와 93.35%,L.atrilutea(AB246747)와 93.58% 그리고 L.vestfoldensis

(AY771771)와 93.12% 염기서열 유사도를 나타내어 신종후보 균주로 판단된다.
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Fig.8.Neighbor-joining tree based on 16S rRNA gene sequences of

pigment-producing bacteria isolated from SiteC(8,9,10).Thesequences

werecollectedfrom 30pigment-producingbacteriaisolatedinthisstudyand

representativespeciesselectedfrom RibosomalDatabase.
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Table15.16SrRNAgenesequencesimilarityvaluesbetweenpigment-producing

bacteria(SiteC)betweentheirclosestrelatives.

Strain

No.

Isolation

site
Isolationsample Theclosestspecies

Similarity

(%)

JJM1

C-8

Lomentariacatenata Micrococcusluteus 98%

JJM32 HemineritaJaponica Pseudoalteromonashaloplanktis 98%

JJM33 HemineritaJaponica Shewnellagaetbuli 90%

JJM59 Seasand Exiguobacterium oxidotolerans 98%

JJM60 Nassariuslivescens Pseudoalteromonashaloplanktis 99%

JJM61 Nassariuslivescens Shewnellagaetbuli 98%

JJM82 Nassariuslivescens Alteromonasmacleodii 98%

JJM83 Batilluscornutus Polaribacterdokdonensis 97%

JJM84 Batilluscornutus Donghaeanadokdonensis 95%

JJM85 Seasand Loktanellahongkongensis 94%

JJM86 Seasand Bacillusaquimaris 99%

JJM87 Seasand Marinibcillusmarinus 98%

JJM119 Nassariuslivescens Shewnellagaetbuli 98%

JJM120

C-8

Batilluscornutus Vibrioshilonii 99%

JJM121 Seasand Pseudomonasargentinensis 98%

JJM122 Seasand Microbulbiferhydrolyticus 98%

JJM123 Seasand Bacillusaquimaris 98%

JJM124 Seasand Bacillusaquimaris 98%

JJM125 Aplysiakurodai Pseudoalteromonasatlantica 99%

JJM134 Chlorostomaturbinata Pseudoalteromonasspongiae 97%

JJM135 Batilluscornutus Paracoccusmarcusii 99%

JJM2

C-9

Aplysiakurodai Winogradskyellasp. 95%

JJM34 Lithophyllum okamurae Pseudoalteromonaspiscicida 98%

JJM35 Aplysiakurodai Pseudoalteromonashaloplanktis 98%

JJM62 Chlorostomaturbinata Paracoccuskamogawaensis 98%

JJM63 Aplysiakurodai Pseudomonasoryzihabitans 98%

JJM88 Chlorostomaturbinata Tenacibaculum mesophilum 99%

JJM89 Seasand Paracoccuskamogawaensis 99%

JJM90 Aplysiakurodai Shewnellawaksmanii 98%

JJM91 Aplysiakurodai Vibrioharveyi 98%
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서귀포 서부지역 조간대에서 분리되어진 색소생성 미생물은 Proteobacteria

(문)/Gammaproteobacteria(강)의 Pseudoalteromonas속의 12균주(JJM46,JJM47과

JJM50,JJM51,JJM52,JJM53,JJM70,JJM75,JJM106,JJM107,JJM110과 JJM140),

Shewanella속 6균주(JJM49, JJM68, JJM69, JJM71-2, JJM113과 JJM116),

Alteromonas속 3균주(JJM72,JJM73과 JJM74),Serratia속 2균주(JJM48과 JJM105),

Vibrio속 1균주(JJM55)가 분리 되었다.Firmicutes(문)/Bacilli(강)의 Bacillus속 6균주

(JJM4,JJM20,JJM21,JJM22,JJM108과 JJM109),Sporosarcina속 1균주(JJM19),

Bacteroidetes(문)/Flavobacteria(강)의 Tenacibaculum속 3균주(JJM76, JJM112와

JJM115), Bacteroidetes(문)/Sphingobacteria(강)의 Flexibacter속 1균주(JJM71-1),

Persicobacter속 2균주(JJM54와 JJM114)가 분리되었다(Fig.9).Table16은 blast

search를 통해 나타난 가장 근연종과의 염기서열 유사도 값을 나타내었다.분리

된 색소생성 미생물 각각의 16SrRNA 유전자 염기서열은 Jukes& Cantor모델

을 이용하여 각 근연종의 표준균주들과 비교하여 본 결과 JJM46,JJM47,JJM50,

JJM51,JJM52,JJM53,JJM70,JJM75,JJM106,JJM107,JJM110과 JJM140는

Peudoalteromonas속 P.citrea(AF083563),P.piscicida(X82215),P.flavipulchra

(AF297958),P.viridis (AB231329),P.luteoviolacea(X82144),P.spongiae

(AY769918)와 99.25% ～ 99.89%까지 염기서열 유사도를 보여 주었다.JM49,

JJM68, JJM69, JJM71-2, JJM113과 JJM116는 Shewanella속 S. waksmanii

(AY170366),S.fidelia(AY170369)와 99.80%이상 16SrRNA 유전자 서열의 일

치하였다.JJM72,JJM73과 JJM74는 Alteromonas속 A.litorea(AY428573)과 99.69

% 이상 일치하였고 JJM72,JJM73과 JJM74서로의 염기서열 유사도는 99.50% ～

99.89% 일치하여 동일종의 균주로 판단된다.JJM48과 JJM105는 S.marcescens

(AY927645)16SrRNA유전자 염기서열과 99.89% 일치하여 동일종의 균주로 판단된

다.

Vibrio속 균주 JJM55, Sporosarcina속 균주 JJM19,Tenacibaculum속 균주 JJM76,

JJM112,JJM115),Flexibacter속 균주 JJM71-1,Persicobacter속 균주 JJM54,

JJM114는 각각의 표준균주인 V.parahaemolyticus(DQ164802),S.saromensis

(AB243859), T. cellulophagum (AF469612), T. mesophilum (AB032501),

Flexibacterechinicida(AY006466),Persicobacterdiffluens(M58765)와 99.65%
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일치하여 동일종의 균주로 판단되어진다.Bacillus속으로 분류되어진 균주 JJM4는

B.aquimaris(AF483625)와 99.80% JJM20은 B.megaterium (EU169176)와 99.78%,

JJM21과 JJM22는 B.pumilus (AB098578)와 99.88%,JJM108과 JJM109는 B.

circulans(EU124560)와 99.78%의 염기서열 유사도를 나타내었다.또한 JJM21과

JJM22의 16SrRNA유전자 염기서열 유사도가 99.89%,JJM108과 JJM109는 99.90%

의 염기서열 유사도를 나타내어 동일종의 균주로 판단된다.
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Fig.9.Neighbor-joining tree based on 16S rRNA gene sequences of

pigment-producingbacteriaisolatedfrom SiteD(11,12).Thesequenceswere

collected from 38 pigment-producing bacteria isolated in this study and

representativespeciesselectedfrom RibosomalDatabase.
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Table16.16SrRNAgenesequencesimilarityvaluesbetweenpigment-producing

bacteria(SiteD)betweentheirclosestrelatives.

Strain

No.

Isolation

site
Isolationsample Theclosestspecies

Similarity

(%)

JJM4

D-11

Seasediment Bacillusaquimaris 100%

JJM19 Seasediment Sporosarcinasaromensis 99%

JJM20 Seasediment Bacillusmegaterium 99%

JJM21 Seasand Bacilluspumilus 99%

JJM22 Seasand Bacilluspumilus 99%

JJM46 Sargassum thunbergii Pseudoalteromonascitrea 99%

JJM47 Sargassum thunbergii Pseudoalteromonascitrea 98%

JJM48 Aplysiajuliana Serratiamarcescens 98%

JJM49 Chlorostomaturbinata Shewnellawaksmanii 99%

JJM50 Chlorostomaturbinata Pseudoalteromonaspiscicida 98%

JJM51 Nerita(Heminerita)Japonica Pseudoalteromonasflavipulchra 98%

JJM68 Anthopleuramidori Shewnellafidelia 99%

JJM69 Chlorostomaturbinata Shewnellawaksmanii 99%

JJM70 Chlorostomaturbinata Pseudoalteromonasviridis 99%

JJM71-1 Halichondriajaponica Flexibacterechinicida 99%

JJM71-2 Halichondriajaponica Shewnellafidelia 99%

JJM72 Haliclonapermollis Alteromonaslitorea 99%

JJM73 Nerita(Heminerita)Japonica Alteromonaslitorea 98%

JJM74 Nerita(Heminerita)Japonica Alteromonaslitorea 98%

JJM105 Sargassum thunbergii Serratiamarcescens 99%

JJM106 Seasediment Pseudoalteromonasluteoviolacea 98%

JJM107 Chlorostomaturbinata Pseudoalteromonasviridis 99%

JJM108 Halichondriajaponica Bacilluscirculans 99%

JJM109 Halichondriajaponica Bacilluscirculans 99%

JJM110 Seasand Pseudoalteromonasflavipulchra 99%

JJM111 Nerita(Heminerita)Japonica Micrococcusluteus 99%

JJM23

D-12

Seasand Bacillusbaekryungensis 99%

JJM52 Seasand Pseudoalteromonasflavipulchra 98%

JJM53 Seasand Pseudoalteromonasviridis 97%

JJM54 Ischnochitoncomptus Persicobacterdiffluens 98%

JJM55 Halichondriapanicea Vibrioparahaemolyticus 99%
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Table16.Continue.

Strain

No.

Isolation

site
Isolationsample Theclosestspecies

Similarity

(%)

JJM75

D-12

Seasand Pseudoalteromonasspongiae 98%

JJM76 Ischnochitoncomptus Tenacibaculum cellulophagum 97%

JJM112 Seasand Tenacibaculum japonica 99%

JJM113 Seasand Shewnellawaksmanii 99%

JJM114 Ischnochitoncomptus Persicobacterdiffluens 97%

JJM115 Ischnochitoncomptus Tenacibaculum cellulophagum 97%

JJM116 Halichondriapanicea Shewnellawaksmanii 99%

JJM140 Halichondriapanicea Pseudoalteromonasflavipulchra 99%
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제주도 조간대 4개 지역 총 12개 지점에서 분리되어진 136개의 색소 생성 미생물 중 대

부분의 미생물은 Proteobacteria/Gammaproteobacteria그룹(64%)에 속하였으며 다음으

로 Bacteroidetes/Flavobacteria 그룹(13.0%),Proteobacteria/Alphaproteobacteria(8.0%),

Firmicutes/Bacilli 그룹(10.8%), Bacteroidetes/Sphingobacteria 그룹(2.1%) 그리고

Actinobacteria그룹(2.1%)그룹에속하는것으로나타났다(Fig10).

Fig.10.Phylogeneticcomposition ofpigment-producing bacteria group in

intertidalzoneofJeju.

각각의 분류 그룹을 genus별로 나누어 보면 다음과 같이 나누어 볼 수 있다.이

번 연구에서 분리되어진 색소생성 미생물에서 가장 많은 균주가 분리(64.0%)되

어진 Proteobacteria문의 Gammaproteobacteria강 내에서는 Pseudoalteromonas

속이 42.0%를 차지하고 다음으로 Shewanella속이 29.5%,Alteromonas속과

Vibrio속이 10.2%를 차지하고 나머지 속은 3% 미만이었다(Fig.11).
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Fig.11.Phylogenetic composition ofGammaproteobacteria group among

pigment-producer.

제주도 조간대에서 분리 되어진 미생물 중 13.0%를 차지하는 Bacteroidetes문의

Flavobacteria강 내에서는 Tenacibaculum속의 50.0%로 가장 많은 부분을 차지하고

있다.다음으로 Polaribacter속이 22.2%를 차지하였다(Fig.12).

Fig.12.PhylogeneticcompositionofFlavobacteriagroupamongpigment-producer.
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제주도 조간대에서 분리 되어진 미생물 중 10.8%를 차지하는 Firmicutes문의

Bacilli강에서는 Bacillus속의 73.3%로 가장 많은 부분을 차지하고 다음으로

Exiguobacterium속의 13.3%를 차지하였다.Marinibacillus속과 Sporosarcina속

은 각각 6.7%를 차지하였다(Fig.13).

Fig.13.PhylogeneticcompositionofBacilligroupamongpigment-producer.

제주도 조간대에서 분리 되어진 미생물 중 8%를 차지하는 Proteobacteria문의

Alphaproteobacteria 강 내에서는 Paracoccus 속의 27.2%,Loktanella속의

18.2%, Kordiimonas속, Tateyamaria속, Roseobacter속, Rhodovulum속,

Pseudovibrio속,Phaeobacter속의 각각 9.1%를 차지하였다(Fig.14).

Fig.14. Phylogenetic composition of Alphaproteobacteria group among

pigment-producer.
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분리 되어진 미생물 중 2.1%를 차지하는 Bacteroidetes문의 Sphingobacteria강 내에

서는 Persicobacter속의 66.6%,Flexibacter속이 33.4%를 차지하고 Actinobacteria문

의 Actinobacteria강 내에서는 Micrococcus속의 Micrococcusleuteus3균주가 분리

되었다.
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3.3.2.생리적 특성균

3.3.2.1단백질 분해효소 생성 미생물의 특성

단백질 분해효소(Protease)는 동물,식물 및 미생물계에 광범위하게 분포되어 있

으며,모든 생체기능에 직․간접적으로 관여한다.그러나 이상 환경에 의하여 다

양한 질병 유발과정에 관여하며,생명현상과 밀접한 관계가 있다고 알려져 있다

(BarrettandSalvesen,1986).또한 단백질 분해효소는 다른 단백질의 아미노산

간 peptide결합을 가수분해하는 효소이며 전 세계적으로 공업효소 판매량의

60% 를 차지하고 있다(Raoetal.,1998).현재 산업적으로 사용되는 대부분의 단

백질 분해효소는 생물 공학적 응용에 필요한 모든 특성을 만족시켜 주는 미생물

유래의 효소가 많이 사용되며(GodfreyandWest,1996)상업적으로 Bacillus로

부터 생산되는 중성 또는 알카리성 효소들이 대부분 이용된다.미생물 유래의 알

칼리성 효소들은 세제산업에 이용되어 최적 온도가 60℃로 높은 반면,중성효소

들은 낮은 열안정성과 반응속도가 빠르지 않아 단백질의 가수분해정도를 조절할

수 있고,가수분해시 쓴맛을 적게 내어 식품공업에 서 많이 이용되고 있다(Rao

etal.,1998).Bacillussp.외에도 Vibrio(DenkinandNelson,1999.,Kothary

andKreger,1985),Serratia(Kwonetal.,1993),Pseudomonas(Fukushimaet

al.,1989),Pseudoaltermonas(차 등,2007.,Leeetal.,2002),Streptomyces

(Henderson etal.,1987),Brevibacterium (Rattrayetal.,1995),Kocuriasp.

(Hinrichsenetal.,1994)의 균주들과 치즈류에서도 체외 단백질 분해효소를 분비

하는 Micrococcussp.(Fernsndezetal.,1996.,Prasadetal.,1986)의 균주가 분

리보고 되었다.

이번 연구에서는 새로운 생물자원의 보고로서 관심을 받고 있는 제주도 조간대

에 서식하고 있는 다양한 생물들(Table2,3,4,5)을 채집하여 생육조건이 까다

롭지 않으면서 세포외부로 단백질 분해효소를 분비하는 세균을 분리하였다.알칼

리성 단백질 분해효소를 분비하는 미생물을 분리하기 위하여 skim milk를 첨가

한 한천평판배지에 각각의 세균 희석액을 도말하여 배양한 후 투명환을 형성하

는 콜로니들을 선별하였고,이중 단백질 분해효소 활성이 가장 높은 35균주(투명
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환 직경> 20mm)를 순수 분리하였다(Table17).분리 균주들의 colony색상은

creamy,beige혹은 paleyellow 등이었으며 그람 양성균 2균주를 제외하고는 모

두 그람 음성균이었다.운동성 실험에서는 총 35균주 중에 33균주가 운동성을 가

지고 있었다.분리 균주들은 4℃ ～ 40℃의 범위에서 성장이 가능하였다.염 농

도 실험에서는 다양한 염분 농도에서도 성장이 가능하였다.최저 0.5%에서 최

대 11.0%의 염 농도에서도 성장이 가능한 광염성 미생물과 초기 생육 배지 염

분 농도가 2% 이상이 되어야만 성장이 가능한 호염성 미생물도 존재하였다.

pH 생장 실험에서는 최저 pH 6.0에서 최고 pH 12.0에서도 성장이 가능한 균주

도 있었다.이 결과로 조간대에서 분리된 미생물은 다양한 온도,높은 염 농도

및 넓은 범위의 pH에서도 성장이 가능하다는 것을 확인할 수가 있었다(Table

17).
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Table.17.Physiologocalcharacteristicsofprotease-producingisolates.

Strain Site
Colonycolor

(ZSmedium)

Gram

stain
Motility

Growthat

NaCl(%) Temp.(℃) pH

No45 A-1 beige - + 1-4 10-30 6-10

No47 A-1 creamy - + 1-5 10-37 6-10

No64 C-9 beige - + 1-5 10-30 7-10

JJ46 D-11 paleyellow - + 1-6 10-37 6-10

No49 A-2 whitish - + 1-9 5-37 7-11

No67 C-10 creamy - + 1-9 5-37 6-11

JJ15 D-11 creamy - + 1-10 5-40 6-12

JJ56 D-11 creamy - + 0.5-10 5-45 6-12

JJ67 D-12 creamy - + 1-10 10-40 6-11

No55 B-5 beige - + 1-11 5-37 6-10

No51 A-3 creamy - + 1-8 10-37 7-11

No61 B-7 creamy - + 1-7 10-37 6-11

No53 A-4 beige - + 1-8 4-37 7-10

No60 B-7 beige - + 1-8 4-37 6-11

No62 C-8 beige - + 1-8 4-37 6-11

No66 C-10 beige - + 1-8 4-37 7-11

No57 B-5 creamy - + 1-10 4-30 7-11

JJ57 D-11 creamy - + 1-10 4-30 7-10

JJ68 D-12 creamy - + 1-10 4-30 7-11

JJ71 D-12 creamy - + 1-10 4-30 6-11

No52 A-3 beige - + 1-8 4-30 6-10

No63 C-8 beige - + 1-8 4-30 6-10

No58 B-7 creamy - + 1-7 10-40 6-11

JJ45 D-11 creamy - + 1-7 10-37 6-11

JJ47 D-11 creamy - + 1-8 10-40 7-11

JJ58 D-12 creamy - + 1-8 10-37 6-11

No48 A-2 creamy - + 2-10 4-37 7-11

JJ73 D-12 creamy - + 2-10 4-37 6-11

No54 B-5 creamy - + 1-8 10-30 6-10

No56 B-5 creamy - + 1-8 10-37 7-11

No68 C-10 beige - - 1-7 4-30 6-10

No50 A-3 white - + 2-10 4-40 5-12

JJ14 C-10 brownish - + 1-7 10-30 6-10

No65 C-8 creamy + + 1-6 4-40 6-10

JJ13 C-10 paleyellow + - 1-5 10-40 7-9
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Table17.Continue.

Strain

No.
Oxi Cat

Hydrolysisof: Utilizationof:

Gelatin Starch Urea Agar
Tween

40

Tween

80
Man Suc Glu Lac

No45 + + + + - - - + - + + +

No47 + + + + - - - + + + + +

No64 + + + + - - - + - + + +

JJ46 + + + + - - - + + + + +

No49 + + - + - + - + + + - -

No67 + + + + - + - + + + - -

JJ15 + + + + - - - + - + + -

JJ56 + + + + - - - + + + + -

JJ67 + + + + - - - + - + + -

No55 + + - + - + - + + + + +

No51 + + - + - + - + + + - -

No61 + + - + - + - + + + - -

No53 + + + + - - + + + - - -

No60 + + + + - - + + + - - -

No62 + + + + - - + + + - - -

No66 + + + + - - + + + - - -

No57 + + + + - - - + + + - -

JJ57 + + + + - - - + + + - -

JJ68 + + + + - - - + + + - -

JJ71 + + + + - - - + + + - -

No52 + + + + + - + + + - + +

No63 + + + + + - + + + - + +

No58 + + + + - - - + + - - -

JJ45 + + + + - - - + + - - -

JJ47 + + + + - - - + + - - -

JJ58 + + + + - - - + + - - -

No48 + + - + + + + + + + + +

JJ73 + + - + + + + + + + + +

No54 + + + + - - + + + + + +

No56 + + + + - - - + + + + -

No68 + + + + - + - + + - + -

No50 + + + - - - - - + + + +

JJ14 + + - - - - - - - + + -

No65 - + + + + + + + + + + +

JJ13 - + + + + + + + + + + +

*Abbreviations:Oxi,oxidase;Cat,catalase;Man,mannose:Suc,sucrose;Glu,glucose;Lac,

lactose.
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3.3.2.2.16SrRNA 유전자 염기서열 분석 및 계통분석

제주도 조간대에서 분리된 단백질분해효소 생성 미생물의 35균주의 16SrRNA유

전자 염기서열 분석을 통하여 계통분류학적으로 어떤 division에 속하는지를 확인 하

여 본 결과 Proteobacteria(문)/Gammaproteobacteria(강)의 Pseudoalteromonas속 10

균주,Vibrio속 21균주,Ferrania속 1균주,Proteobacteria(문)/Alphaproteobacteria

(강)의 Phaeobacter속 1균주,Firmicutes(문)/Bacilli(강)의 Bacillus속 2균주가 분리되

었다(Fig.15,16,17,Table18).

단백질분해효소를 생성하는 A group은 생리화학적 특성이나 16SrRNA 염기서

열로 미루어 Pseudoalteromonas속에 소속된 균주로 생각이 되며 분리균주의

염기서열과 Pseudoalteromonassp.의 표준균주 염기서열과의 유연관계를 조사한

결과 PseudoalteromonaselyakoviiO22
T
(AF116188)와 염기서열 유사도가 99.80

～ 99.89%로 가장 가까운 근연종으로 나타났다.Bgroup은 NCBI의 Blastn검색

을 통해 유사도를 조사한 결과 P.ganghwensis와 99.95～ 99.95% 이상 일치하

였으나 이 종의 16SrRNA 유전자 염기서열만 보고가 되어있고 특성에 관한보고

는 찾을 수가 없었다.다음으로 가장 가까운 종은 P.mariniglutinosaKMM

3635
T
(AJ507251)로 98.98～ 99.12% 일치하였다.C group은 P.flavipulchra

NCIMB 2033
T
(AF297958)와 생리화학적 특성이나 16S rRNA 염기서열

similarity(99.79～ 99.84%)가 가장 가까웠다.No55는 P.atlanticaIAM 12927
T

(X82134)와 16S rRNA 염기서열이 99.89%로 일치하였다.Pseudoalteromonas

sp.는 해양미생물로 다양한 생리화학적 특성을 가지며 인간에 대한 병원성에 대

한 보고가 없으며 생육을 위해 염분을 필요로 하는 특성을 가진다(Gauthieret

al.,1995).

일부 해양세균은 진핵의 단세포 조류(algae)와 상호작용하며 경우에 따라 조류를

죽이는 살조제(algicide)의 특성을 나타낸다고 보고되었다(Doucette, 1995.,

MayaliandAzam,2004).Pseudoalteromonassp.이 경우에도 살조제의 특성을

보이며(Leeetal.,2000.,Lovejoyetal.,1998)그 원인이 체외단백질분해효소와

연관이 있다는 보고가 있다(Leeetal.,2000).그러므로 이번 연구에서 확보된

Pseudoalteromonas속의 분리균주들도 생물학적 방제수단으로의 이용 가능성에
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대해 앞으로 연구가 필요하다고 생각되어진다.

이번 연구에서 분리된 단백질분해효소 생성 미생물 중 가장 많은 수(21균주,60

%)를 차지하는 D～ Igroup과 No54,No56과 No68은 생리화학적 특성이나 16S

rRNA 유전자 염기서열로 미루어 Vibrio속에 속하는 균주들로 판단된다.16S

rRNA 유전자 염기서열에 기초한 계통학적 유연관계를 조사한 결과 D group은

Vibrio harveyiATCC 14126
T
(X56578)와 99.97 ～ 99.90%,E group은 V.

parahaemolyticusATCC 17802
T
(X56580)와 99.85～ 99.98%,F group은 V.

alginolyticusATCC17749
T
(X56576)와 99.83～ 99.90%,Ggroup은 V.gigants

CAIM 25
T
(EF09488)와 99.80～ 99.84%,H group은 V.proteolyticusATCC

15338
T
(X56579)와 99.82～ 99.89%,Igroup은 V.cyclitrophicusLMG 21359

T

(AM162565)와 99.86 ～ 99.87%,No54는 V.coralliilyticus LMG 20984
T

(AJ440005)와 99.87%,No56은 V.splendidusATCC33125
T
(X74724)와 98.86%,

No68은 V.comitatusGHG21
T
(DQ922915)와 99.89%의 16SrRNA 유전자 염기

서열 유사도를 보여 주었다.

현재까지 해양에서 분리되어진 Vibrio유래 단백질 분해효소에 관한 연구보고는

Vibrioanguillarum (Denkin andNelson,1999)과 Vibriovulnificus(Kothary

andKreger,1985,Kawaseetal.,2004,Changetal.,2005)과 같이 어류질병 유

래 세균들에서 나타나는 세포외 단백질 분해효소에 관한 것이다.이는 어류의 아

가미나 체표면에 부착한 후 표면 단백질을 분해하여 수포 발생 등을 유도하는

중요한 감염기작의 일환인 경우이다.이번에 분리된 균주들도 대부분 어류질병

유래 미생물로 분류되어진다.Igroup에 속하는 Vibrio cyclitrophicus LMG

21359
T
(BrianandJames,2001)는 목재방부재용 오일(creosote)에 오염된 해양

저질토에서 처음 분리된 세균으로 단백질 분해효소를 생성함은 물론 다환방향족

탄화수소 (polycyclicaromatichydrocarbons(PAH)를 분해하는 해양미생물로 알

려져 있다.따라서 본 연구에 의해 확보되어진 Igroup균주들은 향후 PAH 분

해 가능성에 대한 연구가 필요하다고 생각되어진다.

Proteobacteria(문)/Gammaproteobacteria(강)의 Ferrania속으로 현재까지 분류

보고되어진 균은 FerraniahalotoleransMACL01
T
(AY551089)가 유일한 종이

다.No50균주는 F.halotoleransMACL01
T
와 16S rRNA 유전자 염기서열과
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98.36%의 유사도를 나타내었다.

JJ14는 Proteobacteria(문)/Alphaproteobacteria(강)의 Phaeobacter속에 속하는

PhaeobactergallaeciensisX6
T
(AJ867253)와 99.85%의 염기서열 유사도를 나

타내었다.Phaeobactergallaeciensis같은 경우는 Ruiz-Ponteetal.(1998)에 의

해 처음 Rhodobacterales목 Rhodobacteraceae과의 Roseobactergallaeciensis로

보고되어 졌으나 Torben et al.(2006)에 의해 동일 family(과)내 신속인

Phaeobactergallaeciensis로 재분류되어진 균이다.

No65와 JJ13은 각각 Bacillussubtilis와 B.hwajinpoensis와 99.10%,99.28%의

16SrRNA유전자 염기서열 유사도를 보여주었다.

Protease는 동·식물과 세균,곰팡이,효모 등 다양한 미생물에 서 생산되는데,

동물과 식물로부터 유래한 protease는 다양한 산업적 수요를 충당하기에 공급이

제한되어 있다.그러므로 안정성과 생산성,비용절감 등 경제적인 면이나 공업적

규모의 활용측면에서 많은 장점이 있는 미생물 유래의 protease를 생산하기 위하

여 많은 연구가 진행되고 있다.Bacillus속 균주는 생육이 양호하고 다양한 특

성을 가지고 있어서 유전자 및 효소 수준,그리고 산업적으로 폭넓게 연구되고

있으며,Bacillus속으로부터 알칼리성 protease가 발견된 이 후로 효소 활성이

높고 넓은 pH범위에서 활성을 나타내며 열안정성이 우수한 효소를 생산하는 균

주의 탐색 및 선별에 많은 연구가 시도되고 있다.상업적 응용을 목적으로 생산

되고 있는 세균 유래의 protease는 대부분 Bacillus속 유래의 중성 또는 알칼리

성 효소들이다.알칼리성 protease에 관한 연구로는 Horikoshi(1971)가 Bacillus

sp.를 분리하여 효소학적 특성을 발표 한 이후, B. brevis, B.

stearothermophilus,B.cereus등을 포함한 여러 Bacillus속 균주가 알려지고

있다(Banerjeeetal.,1999.,Banikaetal.,2004.,Dhandapanietal.,1994).본 연

구에서 분리된 Bacillus균주 같은 경우도 성장 범위가 중성과 알칼리 영역의

pH에서 성장이 더 잘 이루어지는 것으로 나타났다.그러므로 활성에 대하여 좀

더 연구가 이루어진다면 산업적으로 유용한 protease를 찾아낼 수 있을 것으로

보여진다.
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Fig. 15. Neighbour-joining tree showing the phylogenetic position of

Pseudoalteromonas-like protease-producers, based on 16S rRNA gene

sequencers.Thetreewasconstructedfrom evolutionarydistancesbyusing

neighbour-joining method(Saitou& Neil,1987)andthemodelofJuke&

Cantor(1969).ThesequenceofAlteromonasmacleodiiIAM 12920
T
(X82145)

wasusedanoutgroup.Bootstrapsupportvalues(>50%)areshownatbranch

points.Bar,0.01substitutionspernucleotideposition.
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Fig. 16. Neighbour-joining tree showing the phylogenetic position of

Vibrio-likeprotease-producers,based on 16S rRNA genesequencers.The

treewasconstructedfrom evolutionarydistancesbyusingneighbour-joining

method(Saitou& Neil,1987)andthemodelofJuke& Cantor(1969).The

sequenceofVibrio choleraeCECT 514T (X76337)wasusedan outgroup.

Bootstrap supportvalues(>50%)areshown atbranch points.Bar,0.005

substitutionspernucleotideposition.
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Fig. 17. Neighbour-joining tree showing the phylogenetic position of

Bacillus-,Phaeobacter-,andFerrania-likeprotease-producers,basedon16S

rRNA genesequencers.Thetreewasconstructedfrom evolutionarydistances

byusingneighbour-joiningmethod(Saitou& Neil,1987)andthemodelof

Juke& Cantor(1969).Bootstrapsupportvalues(>50%)areshownatbranch

points.Bar,0.02substitutionspernucleotideposition.
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Table18.Levelsof16SrRNAgenesequencesimilaritybetweenprotease-producers

andtheirclosestneighbors.

Strain Site Speciesname Theclosestspecies
Similarity

(%)

No45 A-1 Ulvapertusa Pseudoalteromonaselyakovii(A) 99.80

No47 A-1 Ulvapertusa Pseudoalteromonaselyakovii(A) 99.80

No64 C-9 Batilluscornutus Pseudoalteromonaselyakovii(A) 99.89

JJ46 D-11Sargassum thunbergii Pseudoalteromonaselyakovii(A) 99.80

No49 A-2 Capitulum mitella
Pseudoalteromonasganghwensis(B) 99.98

Pseudoalteromonasmariniglutinosa 99.12

No67 C-10 Chlorostomaturbinata
Pseudoalteromonasganghwensis(B) 99.95

Pseudoalteromonasmariniglutinosa 98.98

JJ15 D-11Sargassum thunbergii Pseudoalteromonasflavipulchra(C) 99.84

JJ56 D-11Hypselodorisfestiva Pseudoalteromonasflavipulchra(C) 99.85

JJ67 D-12Ischnochitoncomptus Pseudoalteromonasflavipulchra(C) 99.79

No55 B-5 Ischnochitoncomptus Pseudoalteromonasatlantica 99.89

No51 A-3 Chondracanthustenellus Vibrioharveyi(D) 99.90

No61 B-7 Chlorostomaturbinata Vibrioharveyi(D) 99.97

No53 A-4 Capitulum mitella Vibrioparahaemolyticus(E) 99.98

No60 B-7 Chlorostomaturbinata Vibrioparahaemolyticus(E) 99.87

No62 C-8 Capitulum mitella Vibrioparahaemolyticus(E) 99.85

No66 C-10 Seasand Vibrioparahaemolyticus(E) 99.90

No57 B-5 Ischnochitoncomptus Vibroalginolyticus(F) 99.89

JJ57 D-11Hypselodorisfestiva Vibroalginolyticus(F) 99.83

JJ68 D-12Chlorostomaturbinata Vibroalginolyticus(F) 99.85

JJ71 D-12Halichondriapanicea Vibroalginolyticus(F) 99.90

No52 A-3 Chondracanthustenellus Vibriogigantis(G) 99.84

No63 C-8 Capitulum mitella Vibriogigantis(G) 99.80

No58 B-7 Chlorostomaturbinata Vibrioproteolyticus(H) 99.89

JJ45 D-11Sargassum thunbergii Vibrioproteolyticus(H) 99.82

JJ47 D-11Hypselodorisfestiva Vibrioproteolyticus(H) 99.87

JJ58 D-12Ischnochitoncomptus Vibrioproteolyticus(H) 99.89

No48 A-2 Actiniaequina Vibriocyclitrophicus(I) 98.80

JJ73 D-12Halichondriapanicea Vibriocyclitrophicus(I) 98.86

No54 B-5 Sargassum horneri Vibriocorallilyticus 98.87

No56 B-5 Ischnochitoncomptus Vibriosplendidus 98.86

No68 C-10 Chlorostomaturbinata Vibriocomitatus 98.89

No50 A-3 Hizikiafusiformis Ferraniahalotolerans 98.36

JJ14 C-10 Aplysiakurodai Phaeobactergallaeciensis 99.85

No65 C-8 Batilluscornutus Bacillussubtilis 99.10

JJ13 C-10 Aplysiakurodai Bacillushwajinpoensis 99.28
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3.3.2.3.지질 분해효소 생성 미생물의 특성

현대 산업사회가 발달함에 따라 각종 효소의 이용도가 급격히 증가하고 있는

가운데 지질 분해효소인 lipase는 양조제품의 향기증진이나 유제품의 숙성,야채

류의 발효 시 유리 지방산 증가 등의 식품산업,소화제 등의 제약산업,피혁가공,

세제산업,화학공업 등 여러 분야에 걸쳐 광범위하게 이용될 수 있다.

Lipase(glycerolester hydrolase EC 3.1.1.3),estrase(carboxylesterase EC

3.1.1.1)와 다양한 지질 분해효소들은 미생물에서부터 인간에 이르기까지 넓은 범

위의 생물에서 발견되어진다(Rheeetal.,2005).일반적으로 estrase는 물-수용성

기질에 작용하여 아실기의 탄소원자가 10개 이하인 기질의 가수분해를 촉진 시

키는 반면,lipase는 물-지용성 기질에 작용하여 10개 이상의 탄소원자를 가진 기

질의 가수분해를 촉진시키고 estrase기질도 가수분해 할 수 있다.또한 lipase는

지질과 물의 현탁 상태에서 triglyceride의 ester결합을 가수분해하여 glycerol과

fattyacid의 생성을 촉진하는 작용을 하는 효소로서 많은 연구자들에 의해 동물,

식물 및 미생물로부터 분리 연구되어져 왔다(MarangoniandRousseau,1995).

미생물에 대한 lipase연구는 주로 Pseudomonas(LuandLiska,1969,Linet

al.,1996,Chooetal.,1998,Leeetal.,2005)에 집중되어 있었다.lipase는 미생

물 중에서도 source에 따라 그 특성이 다양하다(Jaegeretal.,1994).지질 분해

효소는 수용성인 acylglycerol또는 단일 에스테르 기질의 가수분해를 선호하지

만,실제로 기질은 물에서 불용성을 지니고 있어 일반적으로 기질의 micelle(극

성의 말단기(hydrophilic)는 물 분자와의 친화력 때문에 바깥쪽에 모이게 되고,

물 분자와 반발력이 있는 hydrophobic의 비극성 말단기는 안쪽으로 모이게 되는

현상으로 인해 형성되는 구조)또는 유화액에 접촉하여 가수분해하며,기질 특이

성,영역 특이성,키랄 특이성,온도 및 유기용매 안정성 등의 특성을 가지고 있

어 생물학적 촉매제로 주목받고 있다(Leeetal.,2004).특히 미생물 유래 지질

분해효소는 식물이나 동물 유래의 지질 분해효소보다 높은 열 안정성을 가지고

있고,현재 화학공정으로 인한 환경문제나 경제적인 문제를 해결 할 수 있는 생

물학적인 응용측면에서 잠재적인 무한한 가치를 지니고 있다고 해도 과언이 아

닐 것이다.그리하여 지질 분해효소의 산업 전반적인 응용을 위해 새로운 미생물
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로부터 효소의 자원개발에 대한 기대가 크다.이러한 이유로 제주도 조간대에 서

식하고 있는 다양한 생물들(Table2,3,4,5)을 채집하여 생육조건이 까다롭지

않으면서 세포외부로 지질 분해효소를 분비하는 세균을 분리하였다.체외 지질

분해효소를 분비하는 미생물을 분리하기 위하여 기질로 tributyrin(Sigma)을 사

용하여 plateassay법(Koukeretal.,1987)으로 한천평판배지에 각각의 시료 희

석액을 도말하여 배양하였다.배양에 따라 clearzone을 형성하는 colony들을 선

별하였고,이중 체외 지질 분해효소 활성이 가장 높은 균주 즉 clearzone이 직

경 20mm 이상 나타내는 9균주를 순수 분리하였다(Table19).분리된 균주들의

colony색상은 creamy,beige,paleyellow,brown혹은 white등이었으며 모두

운동성을 가진 그람음성균이었다.분리 균주들은 4℃ ～ 40℃의 범위에서 성장이

가능하였다.분리균주들은 또한 다양한 염분 농도에서도 성장이 관찰되었으며,

최저 0%에서 최대 12.0%의 염 농도에서도 성장이 가능한 내염성 미생물과 초기

생육 배지 염분 농도가 2～ 3% 이상이 되어야만 성장이 가능한 호염성 미생

물도 존재하였다.pH 생장 실험에서는 pH 6.0에서 pH 11.0에서도 성장이 가능한

균주도 있었다.그리고 lipase에 의한 지질분해능(lipolyticactivity)을 관찰하는

Tween실험에서는 모두 양성을 나타내었다.이 결과로 조간대에서 분리된 지질

분해효소 생성 미생물은 다양한 온도,광범위한 염 농도 및 산성 및 알칼리성

pH에서도 성장이 가능하다는 것을 확인할 수가 있었다(Table19).
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Table.19.Physiologocalcharacteristicsoflipase-producingisolates.

Strain Site
Colonycolor

(ZT medium)

Gram

stain
Motility

Growthat

NaCl(%)Temp.(℃) pH

No69 C-8 brown - + 0-8 4-30 6-10

No70 C-9 beige - + 1-8 4-30 6-10

No72 C-9 creamy - + 1-8 10-37 7-11

No73 C-9 creamy - + 1-10 10-37 6-9

No74 C-9 white - + 1-10 4-37 6-10

No76 D-11 paleyellow - + 3-12 4-37 6-8

No77 D-11 white - + 1-8 4-37 6-9

No78 D-11 creamy - + 2-5 4-40 6-9

No81 D-12 white - + 1-5 4-40 5-9



- 87 -

Table19.Continue.

Strain

No.
Oxi Cat

Hydrolysisof: Utilizationof:

Gelatin Starch Urea Agar
Tween

40

Tween

80
Man Suc Glu Lac

No69 + + + - + - + + - - + +

No70 + + + + + - + + + - + +

No72 + + + + - + + + + + + -

No73 + + + + + - + + + + + +

No74 + + + + - + + + - + + +

No76 + + + + + - + + - - + -

No77 + + - - - + + + + - + +

No78 + + + + - - + + - + - +

No81 + + + + - - + + - + + +

*Abbreviations:Oxi,oxidase;Cat,catalase;Man,mannose:Suc,sucrose;Glu,glucose;Lac,

lactose.
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3.3.2.4.16SrDNA 염기서열 분석 및 계통분석

현재 까지 연구되어 실제로 산업적으로 이용되고 있는 미생물 유래 지질 분해효

소는 Fungi(계)/Ascomycota(아문)/Saccharomycetes(목)에 속하는 Candida sp.,

Fungi(계)/Ascomycota(아문)/Leotiomycetes(강)에 속하는 Sclerotiniasp.,Fungi

(계)/Mucoromycotina(아문)/Mucorales(목)에 속하는 Rhizopussp.,Mucorsp.,

Fungi(계)/Ascomycota(문)/Eurotiomycetes(강)에 속하는 Aspergillus sp.,

Firmicutes(문)/Bacilli(강)에 속하는 Bacillus sp., Staphylococcus sp.,

Proteobacteria(문)/Gammaproteibacteria(강)에 속하는 Pseudomonas sp.,

Serratiasp.,Acinetobactersp.에 속하는 미생물에서 분리되었는데 이들은 정교

한 chemoselectivity,regioselectivity,stereoselectivity를 나타내며 특별한 조효소

가 필요 없이 반응이 이루어지므로 산업적으로 가치가 큰 효소로서 생물공학 분

야에서 중요한 역할을 하고 있다(Jaegeretal.1994.,ArpignyandJaeger,1999,

JangerandEggert,2002).

제주도 조간대에서 분리된 지질분해효소 생성 미생물 9균주의 16SrRNA 유전자

염기서열 분석을 통하여 계통분류학적으로 어떤 division에 속하는지를 확인 하여

본 결과 Proteobacteria(문)/Gammaproteobacteria(강)의 Pseudoalteromonas속 1

균주, Vibrio속 2균주, Alteromonas속 4균주, Paeudoalteromonas속 1균주,

Agarivorans속 1균주가 분리되었다(Fig.18,Table20).

지질 분해효소를 생성하는 Jno69는 생리화학적 특성이나 16SrRNA염기서열로

미루어 Proteobacteria/Gammaproteobacteria/Alteromonadales/Shewanellaceae

Shewnella속에 속하는 균주로 생각이 되며 결정된 염기서열과 Shewnella속의

typestrain들과의 유연관계를 조사한 결과 ShewanellafrigidimarinaACAM 591
T

(U85903)와 염기서열 유사도가 99.20%로 가장 가까운 근연종으로 나타났다.S.

frigidimarinaACAM 591
T
는 Bowmanetal.,(1997)에 의해 Antarcticseaice에

서 처음 분리되어 EicosapentaenoicAcid(20:5ω3)를 생성함은 물론 protease와

lipase를 생성하는 미생물로 보고가 되었다.Jno69같은 경우는 S.frigidimarina

ACAM 591
T
와 거의 같은 생리화학적 특성을 나타내었으나 생육가능 온도에서는

typestrain보다 높은 30℃에서도 성장이 가능하였다.그러므로 분리 균주 Jno69
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은 lipase뿐만 아니라 EPA,protease생성능에 대하여 표준균주와 비교분석이

요구되어진다.

Jno70과 Jno72는 NCBI의 Blastn 검색을 통해 유사도를 조사한 결과

Gammaproteobacteria의 Vibrio속에 속하는 균주로 나타났으며 Vibriosp.의 표

준균주들과의 유연관계를 조사한 결과 각각 V.gigantisCAIM 25
T
(EF094888)

와 V.harveyiATCC 14162
T
(X56578)와 염기서열 similarity가 99.90%,99.29

%로 가장 가까운 근연종으로 나타났다.V.gigantis는 LeRouxetal.,(2005)에

의해 참굴(Crassostreagigas)에서 처음 분리 보고되었는데 현재까지 V.gigants

에서 lipolyticactivity에 관한 연구 보고는 없다.V.harveyi는 Johnson and

Shunk(1936)에 의해 새우에 질병을 일으키는 미생물로 처음 보고되었는데 Liu

etal.,(1996)는 V.harveyi가 어류에 질병을 일으킬 수 있는 이유로 강력한 세포

외 효소를 생산해 내기 때문인데 이 효소가 proteases,haemolysins,chitinases,

lipases그리고 phospholipases라고 보고하였다.분리균주 Jno70과 근연종인 V.

gigantis에 대해서 현재까지 연구가 많이 이루어지지 않았다.그렇기 때문에 효

소활성 탐색에 대해 향후 연구하여할 것이 많을 것으로 생각되어진다.

지질 분해효소를 생성하는 Jno73,Jno74,Jno78그리고 Jno81은 생리화학적 특

성이나 NCBI의 Blastn 검색을 통해 유사도를 조사한 결과

Gammaproteobacteria의 Alteromonas속에 속하는 균주로 나타났으며 결정된

염기서열과 Alteromonas sp.의 표준균주들과의 유연관계를 조사한 결과 A.

stellipolarisLMG 21861
T
(AJ295715),A.additaRIOSW13

T
(AY682202),A.

marinaSW-47
T
(AF529060)와 각각 99.80%,99.30%,99.40% ,99.10%의 염

기서열 유사도를 나타내었다.이 중 Jno78과 Jno81은 A.marinaSW-47
T
와 가장

가까운 근연종으로 각각 99.40% ,99.10%의 유사도 값을 보여 주었고 분리균

주 사이의 유사도는 98.70%로 나타났다.Alteromonas속은 Baumannetal.

(1972)에 의해 처음으로 보고되었지만 이번 연구에서 분리된 균주들의 근연종들

은 최근에 분리 보고된 종(Yoonetal.,2003,VanTrappenetal.,2004,Elena

etal.,2005)들로서 현재까지는 기본적인 생리화학적 특성에 대한 연구만 이루어

져 있다.또한 현재까지 Alteromonas는 지질 분해효소 활성에 대해거의 연구가

진행되지 않았다.그러므로 이번 연구에서 지질 분해효소 활성을 갖고 있는 분리
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미생물 Jno73,Jno74,Jno78그리고 Jno81에 대하여 좀 더 세부적인 활성 실험이

절실히 요구되어진다.

분리균주 Jno76은 조간대 서식 생물인 구멍밤고둥 (Chlorostomaturbinata)에서

확보되어진 미생물로 NCBI의 Blastn 검색을 통해 유사도를 조사한 결과

Gammaproteobacteria의 Pseudoalteromonas속에 속하는 균주로 나타났으며 결

정된 염기서열을 가지고 Pseudoalteromonassp.의 표준균주들과의 유연관계를

조사한 결과 P.marinamono4
T
(AY563031)와 99.90%의 염기서열 유사도를 나

타내었다.P.marinamono4
T
는 최근에 우리나라 충남 대천 갯벌에서 분리되어

보고(Nam etal.,2007)된 미생물이다.분리 균주 Jno76같은 경우는 생리화학적

특성이나 16SrRNA 염기서열 유사도 면에서 P.marinamono4
T
와 동일종의 균

주로 판단된다.현재까지 Pseudoalteromonas균주에서 지질 분해효소와 관련된

연구는 미비한 실정이다.그러므로 분리균주 Jno76는 지질분해효소에 대한 추가

적인 연구가 필요하다고 판단된다.

Jno77은 또다른 지질 분해효소활성을 갖고 있는 또다른 분리균주로 NCBI의

Blastn검색을 통해 유사도를 조사한 결과 Gammaproteobacteria의 Agarivorans

속에 속하는 균주로 나타났으며 Agarivorans의 표준균주들과의 유연관계를 조사한

결과 AgarivoransalbusMKT106
T
(AB076561)와 16SrRNA 염기서열이 99.50%

의 similarity를 나타내었다.Agarivorans속에는 현재까지 A.albusMKT106
T

(KurahashiandYokota,2004)한 종만이 분리 보고되어 있다.하지만 Jno77의 생

리화학적 특성이나 16SrRNA 염기서열에 기초하여 A.albus의 다른 균주로 여겨

진다.

미생물 유래의 지질 분해효소는 serinehydrolysis와 catalyticmoiety로써 일치

하는 sequence인 G-X1-S-X2-G (G=glycine,S=serine,X1=histidine 그리고

X2=glutamic or aspartic acid)를 포함한다.그런데 active domain이 주로

G-X1-S-X2-G의 순으로 된 아미노산 배열만이 거의 같을 뿐 그 외의 배열은

전혀 달라서 각기 다른 기질 특이성을 보이게 되는 특성 때문에 응용분야가 실

로 무궁무진하다.또한 그람음성세균에서 얻어진 지질 분해효소는 대부분의

Pseudomonas속에서 발견이 되었다.이번 연구에서는 Pseudomonas속과는 다른

그람음성세균중에서 지질분해효소 활성을 갖는 미생물들이 확보되었기 때문에
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향후 연구해 볼 가치가 있다고 판단된다.
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Fig.18.Neighbour-joining phylogenetic tree based on 16S rRNA gene

sequences,showing the position oflipolytic enzyme-producers within the

radiationincludingrepresentativesoftheclassGammaproteobacteria.Thetree

wasconstructedfrom evolutionarydistancematrixbyusingneighbour-joining

method (Saitou & Neil,1987)and the modelofJuke & Cantor(1969).

Bootstrap supportvalues (>50%)are shown atbranch points.Bar,0.01

substitutionspernucleotideposition.



- 93 -

Table 20. 16S rRNA gene sequence identities between lipolytic

enzyme-producersandtheirclosestrelatives.

Strain Site Speciesname Theclosestspecies
Similarity

(%)

No69 C-8 Capitulum mitella Shewanellafrigidimarina 99.20

No70 C-9 Nassariuslivescens Vibriogigantis 99.90

No72 C-9 Nassariuslivescens Vibrioharveyi 99.29

No73 C-9 Batilluscornutus Alteromonasstellipolaris 99.80

No74 C-9 Batilluscornutus Alteromonasaddita 99.30

No76 D-11 Chlorostomaturbinata Pseudoalteromonasmarina 99.90

No77 D-11 Chlorostomaturbinata Agarivoransalbus 99.50

No78 D-11 Chlorostomaturbinata Alteromonasmarina 99.40

No81 D-12 Ischnochitoncomptus Alteromonasmarina 99.10
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3.4.신종 후보 미생물

제주도 조간대에서 분리 되어진 색소생성 미생물,단백질분해효소 생성 미생물 및 지

질분해효소 생성 미생물의 16SrRNA 유전자 염기서열을 NCBI(NationalCenter

for Biotechnology Information)의 BLAST (Basic LocalAlignmentSearch

Tool)searchprogram을 이용하여 분석하여 보았을 때 97%미만의 유사도를 보

이는 균주들의 염기서열은 다시 한번 Genbank와 EMBL NucleotideSequence

Database에 있는 염기서열과 비교하여 유사한 염기서열을 회수하였다.염기서열

들은 PHYDITprogram에 포함된 ClustalW multiplealignment로 정렬하였으며,

계통분석은 CLUSTAL X software를 이용하여 Neighbor-joining방법에 의해

수행되었다.Bootstrap분석은 1000회의 resampling을 적용하여 treetopology의

평가 기준으로 사용하여 계통수를 작성하였으며,염기 서열간 유전적 거리는

Jukes& Cantor모델을 이용하여 계산하였다(Table21).Table21에서와 같이

분리된 색소생성 미생물 중 총 8균주가 새로운 종일 가능성이 매우 높게 나타났

다.이들에 대해서는 향후 근연종의 typestrain을 분양받아 배양 특성,형태적

특성,생리․생화학적 특성,화학적 특성,분자생물학적 특성에 관한 연구가 요구

되어진다.
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Table21.Candidatesfornovelspeciesonthebasisof16SrRNAsequences.

Strain

No.
Theclosestspecies

16SrRNA sequence

similarity(%)

JJM10

Glaciecolanitratireducens(AY787042) 96.00

Glaciecolapullidula(U85854) 95.43

Glaciecolapunicea(U85853) 93.63

JJM25 Shewanellabaltica(AJ000214) 97.02

JJM33 Shewanellagaetbuii(AY190533) 92.30

JJM39 Pseudoalteromonashaloplankis(X67024) 97.05

JJM57

Oceanisphaeralitoralis(AJ500470) 97.70

Oceanispheradonghaensis(DQ190414) 97.02

JJM84 Donghaeanadokdonensis(DQ017015) 95.00

JJM85

Loktanellahongkongensis(AY600300) 95.99

Loktanellamarincola(EF202613) 94.10

Loktanellarosea(AY682199) 93.88

Loktanellakoreensis(DQ34493) 93.88

Loktanellaagnita(AY682198) 93.79

Loktanellasalsilacus(AJ440997) 93.79

Loktanellafryxellensis(AJ582225) 93.35

Loktanellaatrilutea(AB264742) 93.53

Loktanellavestfoldensis(AY771771) 93.12

JJM137 Pseudoalteromonasluteoviolacea(AY217773) 93
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4.요약

이번 연구에서는 제주도 해안에 형성되어 있는 암반 조간대에서 여름철 서식하

는 생물,저질토 및 모래를 채집하여 그로부터 분리되어지는 미생물의 다양성을

연구하였다.연구를 수행하기 위해 시료를 채집한 지역은 제주도 해안가를 중심

으로 제주시 지역과 서귀포시 지역으로 나누어 제주시 지역은 동부와 서부지역

으로 서귀포시 지역 또한 서부 지역과 동부 지역으로 구분하여 각 지역 마다 형

성된 암반 조간대에서 시료를 채집 하여 미생물을 분리하였다.미생물을 분리하

기 위해 생물 시료를 채집한 지역의 환경요인을 조사한 본 결과 수온,염분농도,

용존산소,화학적 산소요구량,영양염류는 평균값과 큰 차이를 나타내지 않았으

며 해수의 pH는 약알카리성을 나타내었다.제주도 조간대에서 시료를 채취하여

색소를 생성하는 미생물을 분리하였다.또한 생리적 특성균으로 단백질 분해효소

생성 미생물 및 지질 분해효소 생성 미생물을 분리하여 분리균의 특성 및 16S

rRNA 분석을 통하여 분리균의 계통학적 분석을 한 결과 제주도 조간대 4개 지

점 12개 지역에서 분리된 미생물은 총 850균주를 분리하였는데 그 중 색소를 형

성하는 미생물은 136균주를 분리하였다.colony의 색상은 yellow,red,orange,

pink,violet등으로 다양했으며 대체적으로 그람 음성균이 많이 분포하고 있었

다.운동성 실험에서는 총 136균주 중에 118균주가 운동성을 가지고 있었다.또

한 다양한 온도와 높은 염 농도에서도 성장이 가능하다는 것을 확인 할 수가 있

었다.분리된 136균주의 색소를 추출한 뒤 carotenoid또는 bacteiochlorophyll의

유무를 확인한 결과 57균주가 carotenoid의 흡광도 측정 범위인 400～ 540nm

에서 peak를 나타내었다.반면 bacteriochlorophyll에 상응하는 파장범위에서는

흡광도 peak를 나타내는 균은 없었다.제주시 동부지역 조간대에서 분리된 색소

형성 미생물들은 Proteobacteria/Gammaproteobacteria의 Pseudoalteromonas속

3균주, Shewanella속 8균주, Oceanisphaera속 1균주, Vibrio속 1균주,

Proteobacteria/Alphaproteobacteria의 Kordiimonas속 1균주,Firmicutes/Bacilli

의 Bacillus속 1균주,Bacteroidetes/Flavobacteria의 Tenacibaculum속 2균주가

분리되었다.제주시 서부지역 조간대에서는 Proteobacteria/Gammaproteobacteria의

Pseudoalteromonas속 16균주,Galciecola속 1균주,Shewanella속 8균주,Vibrio속 3균
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주,Alteromonas속 3균주,Proteobacteria/Alphaproteobacteria의 Loktanella속 1균주,

Tateyamaria속 1균주,Roseobacter속 1균주,Rhodovulum속 1균주,Pseudovibrio속 1

균주,Phaeobacter속 1균주,Bacteroidetes/Flavobacteria의 Winogradskyella속 1균

주,Cellulophaga속 1균주,Formosa속 1균주,Tenacibaculum속 4균주,Polaribacter속

3균주, Actonobacteria/Actinobacteria/Actinobacteridae의 Micrococcus속 1균주,

Firmcutes/Bacilli의 Bacilus속 1균주,Exiguobacterium속 1균주가 분리되었다.서귀

포 동부지역에서 분리되어진 색소생성 미생물을 분류해 본 결과 Proteobacteria/

Gammaproteobacteria의 Pseudoalteromonas속에 포함되는 6균주,Shewanella속 4균주,

Pseudomonas속 2균주,Microbulbifer속 1균주,Vibrio속 2균주,Alteromonas속 1균주가

분리되었다.Proteobacteria/Alphaproteobacteria의 Loktanella속에서 1균주,Paracoccus

속 3균주가 분리되었다.Firmicutes/Bacilli의 Bacillus속에서 3균주,Exiguobacterium속 1

균주,Marinibacillus속 1균주가 분리되었다.Actonobacteria/Actinobacteria/Actinobacteridae

의Micrococcus속에서는1균주가분리되었다.Bacteroidetes/Flavobacteria의Polaribaacteria속

1균주,Donghaeana속1균주,Winogradskyella속1균주,Tenacibaculum속에서 1균주가분리되

었다.서귀포 서부지역 조간대에서 분리되어진 색소생성 미생물은 Proteobacteria/

Gammaproteobacteria의 Pseudoalteromonas속의 12균주, Shewanella속 6균주,

Alteromonas속 3균주,Serratia속 2균주,Vibrio속 1균주가 분리 되었다.Firmicutes/

Bacilli의 Bacillus속 6균주,Sporosarcina속 1균주,Bacteroidetes/Flavobacteria의

Tenacibaculum속 3균주, Bacteroidetes/Sphingobacteria의 Flexibacter속 1균주,

Persicobacter속 2균주가 분리되었다.제주도 조간대 4개 지역 12개 지점에서 분리되어

진 136개의 색소 형성 미생물 중 대부분의 미생물은 Proteobacteria/Gammaproteobacteria

그룹(64%)에 속하였으며 다음으로 Bacteroidetes/Flavobacteria그룹(13%),Proteobacteria/

Alphaproteobacteria 그룹(8%), Firmicutes/Bacilli 그룹(10.8%), Bacteroidetes/

Sphingobacteria그룹(2.1%)그리고Actinobacteria그룹(2.1%)에속하는것으로나타났다.

생리적 특성균으로 단백질 분해효소 생성 미생물은 체외 단백질 분해효소 활성

이 가장 높은 균주 즉 clearzone이 직경 20mm 이상 나타내는 35균주를 순수

분리하였다.분리된 균주들의 배지상에서 자랐을 때 colony의 색상은 creamy,

beige,paleyellow 등이었으며 그람음성균이 대부분이었으며 33균주가 운동성을

가지고 있었다.또한 분리된 미생물들은 다양한 온도,높은 염 농도 및 pH에서
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도 성장이 가능하다는 것을 확인 할 수가 있었다.16SrRNA염기서열 분석을 통

하여 단백질 분해효소 생성 미생물의 계통분류학적으로 어떤 division에 속하는지를

확인 하여 본 결과 Proteobacteria/Gammaproteobacteria의 Pseudoalteromonas속

10균주,Vibrio속 21균주,Ferrania속 1균주,Proteobacteria/Alphaproteobacteria

의 Phaeobacter속 1균주,Firmicutes/Bacilli의 Bacillus속 2균주가 분리되었다.

이번 연구에서 분리된 단백질 분해효소 생성 미생물 중 Vibrio속이 가장 많은 수(21

균주,60%)를 차지하였다.지질 분해효소 생성 미생물 또한 체외 지질 분해효소

활성이 가장 높은 균주 즉 clearzone이 직경 20mm 이상 나타내는 9균주를 순

수 분리하였다.균주들의 배지상에서 자랐을 때 colony의 색상은 creamy,beige,

paleyellow,brown,white등이었으며 분리된 모든 균주는 그람음성균이었다.

운동성 실험에서는 9균주 모두 운동성을 가지고 있었다.16SrRNA염기서열 분

석을 통하여 지질 분해효소 생성 미생물의 계통분류학적으로 어떤 division에 속하는

지를 확인 하여 본 결과 Proteobacteria/Gammaproteobacteria의 Pseudoalteromonas

속 1균주,Vibrio속 2균주,Alteromonas속 4균주,Paeudoalteromonas속 1균주,

Agarivorans속 1균주가 분리되었다.

제주도 조간대에서 분리 되어진 색소 생성 미생물,단백질분해효소 생산 미생물 및 지

질분해효소 생산 미생물의 16SrRNA염기서열을 분석하여 본 결과 색소형성 미생물

중 총 8균주가 새로운 종일 가능성이 매우 높게 나타났다.이들에 대해서는 앞으

로 근연속의 근연종 즉 typestrain을 분양받아 배양 특성,형태적 특성,생리․

생화학적 특성,화학적 특성,분자생물학적 특성을 비교 분석할 필요가 절실히

요구된다.



PART Ⅱ

신규 미생물 Loktanallapyoseonensissp.nov.의

다상적 분류

PolyphasictaxonomyofLoktanallapyoseonensissp.

nov.inthefamilyRhodobacteraceae
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ABSTRACT

A Gram-negative,aerobic,heterotrophic,rod-shaped bacterium,designated

strainJJM85
T
,wasisolatedfrom beachsandinRepublicofKorea.Colonies

ofthecellwerepinkincolour,convex,smoothandentireedge.Phylogenetic

analysisbasedon16S rRNA genesequencesoftheorganism within the

Rhodobacter group ofthe α-subclass ofthe Proteobacteria.The nearest

neighboursweremembersofthegenusLoktanella,withsequencessimilarity

valuesrangingfrom 94·5to95·5%.TheG+CcontentoftheDNA was68.9

mol%.ThemajorfattyacidwasC18:1ω7c(87.4%). DataonG+Candfatty

acidcontentssupporttheaffiliationtothegenusLoktanella.Theorganism

growsatpH.5.0-10.0and4-30°C,respectivelyandrequiresnaturalseawater

forgrowth.Thephenotypicfeaturesandphylogeneticevidenceshow that

isolateconstitutesamembersofanovelspecieswithinthegenusLoktanella.

ThenameLoktanellapyoseonensissp.nov.isproposed,withthetypestrain

JJM85
T
(=KCTC22372

T
=DSM 21424

T
).
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1.서론

1.1.새로운 미생물의 중요성

생명의 한계는 미생물에 의해서 결정된다고 생각되어진다.지구 생물량의 약

60%를 차지하는 미생물은 지구상에 출현한 최초의 생물이며,이 지구를 서식지

로 하여 35억년이상 생존해 오고 있다.이러한 미생물은 지구상의 어떤 환경에서

도 존재한다.다른 생물은 살 수 없는 혹한의 남극 얼음 속에도,뜨거운 온천수

나 심해저의 열수구에서도,엄청나게 높은 압력이 미치는 심해저에서도,빛이 전

혀 없는 동굴 속과 토양,바다 속에도 미생물은 살고 있다.또한 높은 방사능에

노출되어도,높은 농도의 염분이나 강산성 또는 알칼리 용액에서도,무기물만이

유일한 영양공급원인 환경에서도 꿋꿋하게 살아가는 미생물이 있다.연안의 경우

에도 해수,해저퇴적층,갯벌,부유물질의 표면,해양생물 표피나 내부기관에는

다양한 형태와 생리적 특성을 지닌 해양미생물들이 존재하고 있다.해양에서 새

로운 미생물들이 발견되고 또 새로운 대사물질이 발견됨에 따라 해양 미생물의

종 다양성뿐만 아니라 생태계의 다양성은 새로운 물질의 탐색 대상으로서 깊은

관심을 받게 되었다.생태계의 다양성은 생물군집의 양상과 상호 작용하는 시스

템의 차이로 구분되며,일반적으로는 특정 서식지의 특성으로 대변된다.또한 물

질과 에너지의 순환,시스템의 재생력 등 생태계의 평형유지기능을 하나의 통합

된 개념으로서 정의한다.따라서 생태계 다양성은 정적 상태이기보다는 시.공간

적인 동적 상태로 이해해야 할 것이다.특히 연안이나 하구 같은 생태계에 서식

하는 미생물들은 물질순환에 아주 중요한 역할은 맡고 있으며 환경의 지속적인

보전에 기여하고 있다.그러나 미생물은 생명공학에 있어 중심적인 역할을 함에

도 불구하고 미생물의 실제 다양성에 대하여는 알려진 것이 많지 않다.

미생물 생태학자들의 연구결과에 의하면 자연계에 존재하는 미생물은 약 1% 미

만만이 현재의 기술로서 배양이 가능한 것으로 알려져 있다 (Cowan.2000).아

직 밝혀지지 않은 미생물들은 대부분 통상적인 조건에서 배양할 수 없는 것들로

서,특히 유용한 미생물이 많이 서식하는 것으로 알려진 극한 환경의 경우에는
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난배양성 미생물이 더 많은 비율을 차지할 것으로 알려지고 있다.미생물의 종의

수는 현재 약 300,000에서 1,000,000종으로 추정되고 있으며,1995년까지 학계에

서 인정되고 있는 미생물은 4,000종을 약간 상회하고 있는 것으로 밝혀진바 있

다.현재까지 식물 및 동물 종의 약 50% 그리고 동물 중 곤충의 경우 약 20%

(약 80만종)정도가 알려져 있는 것에 비하면 미생물 다양성이나 자원에 대한 연

구는 비교적 매우 뒤쳐져있는데,이러한 원인 중 가장 큰 문제점으로서 대부분의

미생물이 우리가 지금까지 알고 있는 방법으로는 배양이 불가능하다는 점에 기

인한다.선진국 등에서는 이러한 단점을 보완하기 위해 자연 생태계로부터 배양

을 거치지 않고 직접 DNA를 분리하고,이로부터 현재 미생물 분류의 토대가 되

고있는 16SribosomalRNA 유전자(16SrDNA)를 확보하여 시료 내 종 다양성

을 연구하여 미생물 자원을 파악하려는 방법이 많이 사용되고 있다(Tiedjeand

Zhou.1996).다양한 환경에서 행해진 이들 연구에 의하면 현재까지 알려져 있지

않은 미생물이 존재하며,대부분의 경우 이들이 미생물 군집구성에 있어서 대다

수를 차지하고 있는 것을 알 있다.예를 들면,미국 Yellowstone의 열천수에서

수행된 연구에 의하면,이곳 한곳에서만 12개의 새로운 Bacteria문(division)을

발견하였는데(Hugenholtzetal.1998),이는 그 전까지 발견된 문의 수의 50%에

해당되는 숫자이다.자연계는 우리의 추측이나 상상을 초월할 정도의 다양성으로

구성된 생물체 및 이들의 생명현상으로 유지 진화되고 있다고 밝혀진 바 있다.

따라서 자연생태계에 대한 기초적/근본적인 연구 역시 여러 가지 분자적 요소와

세포 수준의 요소 및 이들의 상호관계로 구성된 생명현상,생명현상의 통합체로

서 의 개체,각 개체군들이 모여 형성되는 군집들로 이루어진 이 생태계를 체계

적으로 이해하기 위한 관점이 필수적이며 선진국에서 이러한 과학적 배경 아래

생물 및 미생물 자원의 수집과 확보에 많은 노력을 기울이고 있다.미생물자원은

생물 산업은 물론,화학 산업,제지,펄프,식품분야,사료,피혁 및 에너지 산업

분야에 폭넓게 활용되어 미래 생물 산업의 근간을 이룰 것으로 기대된다.특히,

극한 환경미생물로부터 얻어진 극한효소는 고온이나 유기용매 존재 하에서도 매

우 높은 안정성을 유지하므로 이를 기존의 화학공정을 대체하여 환경 친화적이

고 경제적인 새로운 공정을 개발하는데 주도적으로 활용될 것이다.

이들 배양 가능한 미생물이나 배양 불가능한 미생물이 가지고 있는 고유한 유
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전자원은 그 다양성과 대사능력이 무한히 크기 때문에 인류 복지를 위한 활용가

치는 무궁무진하다고 할 수 있다.

1.2.미생물의 진화

생물학자들의 이전에는 생물계를 다섯 개의 계(kingdom),즉,식물(plants),동물

(animals),균류(fungi),원생생물(protists) 그리고 모네라(monera) [원핵생물

(prokaryotes)]로 그룹 지었다.그러나 분자계통학에 이 다섯 개의 계는 다섯의

주요 진화계열을 나타내는 것이 아니라는 사실이 밝혀졌다.

지구상의 세포 생명체는 도메인(domain)이라 불리 우는 3가지 주요 계통을 따

라 진화하였으며,그 중 둘은 오직 오직 미생물과 원핵세포로만 구성되어 있다

(Fig.1)(http://rdp.cme.msu.edu).세 번째 계통에 진핵생물이 포함되며,모네라를

제외한 원래의 다섯 계를 모두 포함하고 있다.두 원핵 그룹은 세균(Bacteria)과

고세균(Archaea)이며,진핵 도메인은 진핵생물(Eukarya)이라 불린다.이들 용어

는 생물의 3개 도메인을 정의하며 도메인은 가장 상위의 생물 분류군이다.따라

서 식물,동물,균류,원생생물은 모두 진핵생물 도메인내의 계(kingdom)에 속한

다.

Fig.1.Thephylogenetictreeofcellularorganisms
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Fig.1에서 나타내는 계통수는 모든 생물에 관한 진화적 역사를 나타내며,또 세

도메인(domain)을 분명히 나타내고 있다.전체 계통수의 뿌리(root)는 지구상에

현존하는 모든 생명체가 하나의 공통조상,즉 전체조상(univeralancestor)을 공

유했던 진화 역사상의 한점을 나타낸다(Michael,T.Madigan and John M.

Martinko.2006).오늘날 살아있는 생물과 전체계통수 (Fig.1))에 그려진 어떤

생물도 원시(primitive)생물은 아니다.현존하는 모든 생물체는 현대(modern)생물

이며,그들의 생태적 지위에 잘 적응하여 생존에 성공한 것이다.이들 생물 중

어떤 것은 사실 원시생물과 표현양식(phenotyically)으로 비슷하며,초고온성 원

핵생물 (최적 생장 온도 >80℃)이 그 좋은 예이다.Aquifex와 Methanopyrus는

각각 세균과 고세균의 도메인 내에서 계통수의 뿌리에서 비교적 가깝게 가지를

치고 있다(Fig.1).이 두 생물들은 모두 매우 높은 온도에서 생장할 수 있는데,

이 조건은 고온 상태의 지구에서 생장하던 조상 생물들이 처했던 환경조건과 유

사하다.그럼에도 불구하고 초기에 분기되어 나온 것으로 밝혀진 생물 자신들이

원시 생물은 아니다.이들은 현대생물이며,Proteobacteria[세균(Bacteria)]나 극

호염성 생물 [고세균(Archaea)]처럼 계통수의 위 부분으로 분기된 생물에 비해

단순히 계통적으로 덜 파생된 생물들이다.

세균(Bacteria)

세균(Bacteria)도메인에는 적어도 40개의 문 (phyla라 하며,단수는 문)이 이제

까지 발견되었으며 몇몇의 중요한 세균문이 Fig.1의 세균계통수에 나타나있다.

많은 세균 문들이 오직 환경시료의 염기서열 만으로 정의되어 있다(Fig.2).세균

(Bacteria)도메인에 있는 일부계통은 형태나 생리와 같은 표현형적으로 일관성

이 결여된 종들로 구성된다.Proteobacteria가 좋은 예인데,이 그룹의 세균들이

가지고 있는 생리적 특징은 지금까지 알려진 미생물들의 온갖 특징을 가지고 있

다.이것은 미생물의 생리적 특성과 계통발생은 반드시 연관성이 있는 것이 아니

라는 것은 보여준다.진핵생물의 소기관은 분명히 세균(Bacteria)의 주요 그룹인

Proteobacteria(Fig.1),구체적으로 Rhuzibium과 Rickettsias와 같은 세균으로

부터 발생하였다.흥미롭게도 이 생물들은 미토콘드리아처럼 세포내에서 생존하

거나 혹은 식물 혹은 동물의 세포내에서 산다.시안세균과 엽록체 모두가 산소
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발생형 광합성을 하는데서 예측 할 수 있듯이,엽록체는 시안세균 문(phylum)에

서 발생하였다.(Fig.1).적어도 세균의 18가지 주요 계통(phylum)이 실험실 배양

의 연구로부터 알려져 있으며,자연 서식처로부터 리보솜 RNA 유전자의 회수

및 서열분석을 통해 많은 것들이 확인되고 있다.Fig.2는 세균의 계통학적 개

요를 보여주고 있다 (Michael,T.MadiganandJohnM.Martinko.2006).이 계

통수는 세포질에 있는 리보솜의 소단위(smallsubunit,SSU)에서 얻어진 16S

rRNA 염기서열을 바탕으로 만들어진 것이다.

Fig.2.ThephylogenetictreeofDomainEubacteria

고세균 (Archaea)

계통학적 관점에서 고세균(Archaea)도메인은 Crenarchaeota,Euryarchaeota,

Korarchaeota,Nanoarchaeta의 4개 문으로 구성된다 (Fig.1),전체 계통수의 뿌

리에서 매우 가깝게 분기되어 나온 것은 Thermoproteus,Pyrolobus,pyrodictium

과 같은 초고온성 Crenarchaeota이다.그 다음에 메탄생성 원핵생물과 극 호염성

생물 그룹인 Euryarchaeota가 있다.호산성,호염성의 세포벽이 없는 원핵생물인

Thermoplasma는 극호염성 생물 그룹과 다소 연관되어있다.Cranarchaeota계통
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(Fig.1)(http://rdp.cme.msu.edu)중 일부는 자연 환경에서 채집한 리보솜 유전자

를 통해서만 알려져 있다.그러나 흥미롭게도,이러한 서열들은 지금까지

Crenarchaeota의 서식지로 알려진 온천이나 심해의 바다 열수분출공에 비해 훨

씬 낮은 온도의 극지 빙하를 비롯한 대양에 서식하는 생물들에서 유래되었다.또

다른 Crenarchaeota서열들은 토양과 담수의 군집 채집에서 나타났다.잠정적으

로 Korarchaeota라 불리 우고 있는 고세균(Archaea)문 전체는 옐로스톤 국립

공원( Yellowstone NationlPark) (미국 Wyoming 주)에 있는 고온 온천

(Obsidianpool)에서 냉환경 적응 Crenarchaeota와 마찬가지로 미생물 군집분석

에 의해서 동정되었다.Korarchaeota가 초고온성이라는 사실을 분명히 알 수 있

다.그러므로 이들은 초고온성 Crenarchaeota와 유사한 대사적 특성을 가질 것이

다.Korarchaeota의 아래에 위치하고 있는 것은 Nanorchaeta로 이제까지는 오직

Nanoarcheaum이라는 한 종만이 알려져 있다.이 조그만 세균은 Ignicoccus라 불

리는 다른 고세균의 기생체이며,알려진 모든 원핵생물의 유전체중 가장 작은 유

전체를 가진다 (Michael,T.MadiganandJohnM.Martinko.2006).Fig.3.계

통수는 세포질에 있는 리보솜의 소단위(smallsubunit,SSU)에서 얻어진 16S

rRNA 염기서열을 바탕으로 만들어진 것이다.

Fig.3.ThephylogenetictreeofDomainArchaea
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진핵생물(Eukarya)

진핵생물(Eukarya)도메인에 속하는 종의 계통수는 16SrRNA와 동일한 기능

을 갖는 진핵세포의 세포질 리보솜인 18SrRNA 염기서열로부터 작성되었다.초

기의 진핵생물은 지금의 microsporidia와 diplomonds와 유사했을 것이다.이 생

물들은 모두 미생물에서 인간에 이르기까지 다양한 그룹의 진핵생물과 연계해서

살아가는 절대 기생성 생물이다(예,인간 병원체인 Giardia는 diplomonads그룹

에 속한다).흥미롭게도,microsporidia와 diplomonds는 막으로 둘러싸인 핵은 가

지고 있으나 미토콘드리아는 없다.이런 점에서 이들은 안정된 내부 공생자를 최

초로 수용했던 세포형과 비슷하다.더욱 계통학적으로 분화된 진핵생물에는 다세

포생물의 포함되어 있으며,다세포 생물은 가장 크고 구조적으로도 가장 복잡한

진핵생물인 식물과 동물에 이르러 그 절정을 이룬다(Fig.1).진핵생물은 세균보

다는 고세균과 더 밀접한 관계를 가지고 있다.이러한 진핵생물의 계통학은 세포

질 리보솜의 소단위에서 얻어진 18SrRNA의 염기서열 비교연구를 통해 추론되

었다(Fig.4)(Michael,T.MadiganandJohnM.Martinko.2006).대부분의 미

생물 학자들은 염기서열의 비교연구,특히 SSU rRNA에 기초한 분자 계통수가

현재로서는 미생물 계통학의 타당한 그림을 그리는데 적합하다고 한다.그러나

이는 진핵세포보다는 원핵세포 도메인-세균과 고세균에서 훨씬 더 강하다.

Fig.4.ThephylogenetictreeofDomainEukarya
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1.3.미생물 분류(Microbialtaxonomy)

미생물을 분류(classification)혹은 분류학(taxonomy)은 미생물학의 주요 분야이

다.학자들은 분류를 통하여 서로 다른 미생물간의 유연관계를 비교하고,미생물

의 명명을 위한 체계적인 절차를 개발한다.분류학은 분류에 관한 학문으로 동정

(identification)과 명명(nomenclature)의 두 주요 분과로 나뉜다. 분류학

(taxonomy)을 계통학(phylogeny)과 구분하는 것은 매우 중요하다.분류학과 계

통학 이 두 용어에 의미가 사실은 다르기 때문이다. 미생물을 분류하는 방법은

전통적으로 표현형(phenotypic)의 분석에 의존하며,여기에는 미생물의 모양,에

너지 대사,효소 그리고 다른 여러 가지 특징들이 포함된다.이를 고전적 분류법

(classicaltaxonomy)이라 한다.

고전적 분류(classicaltaxonomy)에는 여러 가지 표형형적 특징들을 분석하고

그 데이터를 종(species)에서 도메인(domain)까지 분류 계급으로 생물들을 그룹

짓는데 사용한다.이때 널리 사용되는 분류학적 특징들에는 형태,영양,생리,서

식지가 포함된다.즉,미생물을 분류하기 위해서는 일반적인 것에서 특수한 것까

지 여러 가지 표현형적인 특징들을 분석하여야 한다.이렇듯 고전적 분류는 단원

적 분류(monotheticclassification)로 분류 체계가 복잡하게 이루어져 있다.그리

고 이에 대한 정보량도 적으며 돌연변이나 시험 오차(testerror)에 의한 균주변

화(strain variation)를 쉽게 수용 할 수 없다는 단점을 가지고 있다(Sneath,

1962).그러나 표현형의 분석을 미생물의 동정과 분류에 있어서 여전히 중요한

역할을 하고 있다.하지만 고전적 분류의 문제점을 해결하기 위해 몇 가지의 분

류방법이 개발되었다.많은 미생물들을 동등한 중요도(weight)가 부여된 여러 단

위형질(unitcharacter)에 대해 시험하고 컴퓨터를 이용해 수리적으로 분류하는

수리 분류법(unmericaltaxonomy),세포나 세포 분획물을 화학적으로 분석하여

얻은 정보를 분류 및 동정에 이용하는 화학적 분류법(chemotaxonomy)(이,

1984),16SrRNA의 염기서열을 비교하거나 rDNA-DNA hybridization등의 방

법을 이용하여 분자간의 유사도를 비교분석하여 미생물의 유연관계를 분석하는

분자생물학적 분류(molecularsystematics)등이 최근에 미생물의 분류에 이용되

고 있다.
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수리 분류법(unmericaltaxonomy)은 1950년대에 이르러 컴퓨터의 발전에 따라

미생물의 형태적 특성,생리 생화학적 특성,분해능,생육조건,탄소원 및 질소원

요구성 등 다양한 특성을 조사하여 얻어진 결과를 컴퓨터를 이용하여 미생물들

의 유사성을 기초로 하여 군집화 혹은 분류하는 방법(Sneath,1978)으로 고전적

분류법보다 객관적이고 안정적인 분류를 할 수 있다.수리 분류는 분류 대상 생

물(OperationalTaxonomicUnit,OTU)에 대해 많은 형질(Characteristics)을 관

찰 측정하고,수치처리나 통계적 처리를 하여 분류군을 찾아내는 작업이다.통계

처리에는 OTU의 수와 형질의 종류가 충분하게 많은 것이 바람직하며,일단

OTU로서 50종류 이상,형질의 종류로서는 100종류 이상이 기준이 된다(Sneath,

1973).수리 분류를 적용하는 전단계로서,집단의 규모뿐만 아니라 집단의 질에도

유의할 필요가 있다.해석 대상의 OTU에는 신규 미생물뿐만 아니라,분류 체계

상 정의되어 있는 표준균주나 참조균주를 포함 시킬 필요가 있다.이들 미생물은

일반적으로 세계 각국에 있는 미생물 보존기관에서 입수할 수 있다.또한,분석

결과의 신뢰성을 평가하기 위해서 동일 균주를 중복해서 분석하는 것이 바람직

하다(Sneath,1972).분석하려는 형질은 colony,형태,생육조건,생화학적 특성,

탄소나 질소원의 이용도,혈청,화학적 분류 지표,유전학적 특성 등에서 폭넓게

서로 상관이 없는 독립형질을 선택한다.또한 데이터가 집단내에서 적절히 분산

하고 있는 형질이 바람직하지만,중복하여 시험한 동일 OTU의 데이터가 빈번히

달라 재현성이 떨어지는 분석항목은 분석 대상에서 제외하여야 한다.기존의 분

류 체계를 염두에 두면,분류의 기준이 될 것 같은 형질에 미리 무게를 두고 싶

어지지만 수리분류의 제일 단계에서는 모든 형질에 대해 중요도를 평가하지 않

는다.즉 각 형질을 등가로 취급하여,분류군을 식별하는데 유용한 형질을 수리

적으로 구하는 쪽이 보다 객관적인 결론을 얻을 수 있다.

화학적 분류법(chemotaxonomy)은 1970년대 이르러 생리 생화학적 분석 방법이

발전함에 따라 어떤 특정 균체 성분 (세포나 세포 분획물)에 대하여 생화학적,

분자생물학적 방법을 이용하여 그 구성 성분을 비교함으로서 미생물간의 유연성

을 비교,분류하는 방법이다.따라서 분류의 지표가 되는 균체 성분은 대상 미생

물에 널리 존재하면서 편차가 풍부하여야 한다.즉,미생물의 생명현상의 근간이

되면서 환경변화 등에 대하여 영향을 받지 않는 안정한 것이 좋다.현재 미생물
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의 화학적 분류 지표로 많이 활용되어지고 있는 것으로는 세포벽 성분,세포내

당,균체 지질,단백질의 아미노산 조성 등이 있다.화학적 분류 방법은 기존의

형태적 분류방법과 비교하여 신속,정확하며 분자 유전학적 방법에 비하여 경제

적이다.

분자생물학적 분류(molecularsystematics,molecularbiologicalclassification)는

생물의 진화를 분자 수준에서 연구하는 분자진화학 (molecularphylogeny)이 급

속하게 발전하면서 현존하는 미생물이 어떤 경로를 통하여 과거로부터 현재에

이르게 되었는지에 관심을 갖게 되면서 핵산 분석 자료들 즉 GC content,

DNA-DNA pairing,16S및 5SrRNA 분석 자료들을 이용하여 미생물의 분류

및 동정 그리고 계통관계 (진화학적 관계)를 규명하고자 하는 방법이다(Foxand

Stackerbrandt,1987).세균의 세포질 내에는 유전정보를 가지고 있는 DNA와 단

백질 합성에 필요한 RAN가 있는데 G-C contents (G-C mol%)은 세균의

genome을 구성하는 DNA의 전 염기량에 대한 Guanine과 Cytosine의 합계의 비

율로서 Tm (MeltingTemperature)법,염화세슙(CsCl)을 사용한 밀도 균배 원심

침전법,Pl-nuclease를 사용한 HPLC법 등으로 측정할 수 있다.대체적으로 세균

의 DNA G-Ccontents는 25～75% 범위 내에 있고 그 값은 각각의 균주에서 일

정하다(Fig.5).G-Ccontents가 10% 이상 다른 균주는 유전학적으로 동일종이

라고 할 수 없다.그러나 유전학적 유의도가 높은 두 균주 간에 G-Ccontents가

비슷하다고 해서 두 균주의 DNA염기배열이 같다고는 보장할 수 없다.

Fig.5.G-C(orguanine-cytosinecontent)contents
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따라서 DNA 염기배열의 상동성을 알아보기 위해 DNA-DNA hybridization을

하게 된다(Fig.6).DNA hybridization연구는 균종의 개념을 명확하게는 하였으

나 동일 균종으로 간주하기 위한 DNA 상동치의 하한선을 어디로 할 것인가를

확정지을 수는 없다.그러나 1987년 국제 세균 분류 명명 위원회의 특별부 회의

에서 미생물 분류학상의 종 (species)에 대하여 “종은 현재 계통적으로 정의가

가능한 분류학상의 유일한 단위이며, 정량적 DNA 상동성의 결과 70% 혹은 그

이상의 균주를 포함 한다”라고 정의 하였다 (박,1992).대조적으로 두 생물을 같

은 속(genus)으로 주장하기 위해서는 적어도 25% 이상의 상동성 값을 가져야 한

다(Fig.7)(Johnson,1973).RNA 상동치는 rRNA가 생물간의 계통을 나타내는데

유용하게 이용되어지는데 그 이유는 rRNA는 세포질 무게의 대부분을 차지하여

모든 생물로부터 쉽게 분리해 낼 수 있고 단백질 합성 기작 요소로소 모든 생물

에 있어서 매우 중요하며 구조가 conservative하여 그 크기에 따라 쉽게 분리해

낼 수 있다.뿐만 아니라 conservative한 rRNA 특성으로 인하여 다양한 생물의

비교가 가능하며 통계학적으로 비교할 수 있을 정도의 염기배열을 가지고 있다

는 점이다.특히 rRNA 중 5SrRNA 와 16SrRNA가 계통분류에 주로 사용되어

지고 있다.

Fig.6.DNA-DNAhybridization
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Fig.7.ProposedtaxonomicgroupingsbaseduponDNAhomologydata.

Phylogenictree(,계통수,계통진화구조)는 시간을 기준으로 하여 많은 세균의

진화적 분포관계를 기록한 것으로 Neighbor-joining(Saitou& Nei,1987),least

squares(Maidaketal.,1996)maximum parsimonymethod(Kloge& Farris,

1969)연산법을 사용하여 만들며 이를 토대로 미지의 미생물 특성을 예측할 수

있다.Neighbor-joining은 전통적인 clusteranalysis에 서 유래하나 각 계통이 동

일한 속도로 진화했다는 가정을 두지 않으며,가장 근연연관계가 가까운 종부터

묶어나가는 방식으로 계통수 (Tree)를 만든다.

하지만 생물 또는 미생물을 한 측면에서 판단하여 식별하는 것은 위험하다.분

류체계는 하나라도 더 많은 독립된 특성을 조합하고 특성간의 연관성을 고려하

여 구축해야 한다.유전자 profile도 예외가 아니며 다면적으로 사고함으로써 분

류의 확실성을 높이고,기존의 개념에 들어가지 않는 신규 미생물을 발견할 기회

도 증가한다.다상분류학(polyphasictaxonomy)의 개념은 Colwell(1970)에 의해

제안되었고,최근 Vandammeetal,.(1996)에 의해 다시 사용되기 시작하였다.

Fig.8에 나타낸 바와 같이 분류학적 특징은 분류계급과도 대응하여 그 유용성

을 나타내고 있어 신속 동정법 개발에도 다상 분류학의 개념을 활용할 수 있다.
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유전자를 이용한 분석 기술을 빠르게 진보되고 있으며,게다가 최근의 분자유전

학 및 분자생물학적 방법들도 점점 분류학에 이용되고 있다.이와 병행하여 방대

한 데이터 처리 기술 기술과 국제적인 데이터베이스의 구축은 유전자를 이용한

해석 기술의 보급에 크게 공헌하고 있다.

한편 자연계에 존재하는 모든 미생물 종에 비하면,분리되어 인간이 확보하고

있는 것은 불과 몇 퍼센트라고 알려져 있다(Hawksworth,1991).분류 기술의 진

보는 새로운 미생물의 탐색 기술과 병행하여,미생물의 잠재력을 끌어내는 출구

로서 점차 기대가 높아지고 있다.

Fig.8.Taxonomicresolutionofsomeofthecurrentlyusedtechnique.
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Habitat Culturability(%)
a

Seawater 0.001-0.1

Freshwater 0.25

Mesophiliclake 0.1-1

Unpollutedestuarinewaters 0.1-3

Activatedsludge 1-25

Sediments 0.25

Soils 0.3

1.4.분자생물학적 접근의 필요성

자연 생태계 내에 존재하는 미생물은 0.001% ～ 3% 정도만 배양이 가능한 정

도이며 (Table1),97～ 99% 이상의 미생물들이 전통적인 방법으로는 배양될

수 없어 자연 상태의 미생물 군집 구조 및 다양성에 대한 충분한 정보를 제시하

지 못하고 있다(이 등,2001;Amann etal.,1995;Gray and Herwig 1996;

Snaidretal.,1997).따라서 최근에는 배양하지 않고 자연 생태계 내의 미생물

군집을 연구하는 방법들이 개발되고 있으며,특히 핵산을 이용한 분자 생물학적

방법의 널리 이용되고 있다(한국해양연구원,1998;Liobert-Brossetal.,1998).

그 중 주로 SSUrRNA분자에 대한 연구가 많이 이루어지고 있다.rRNA는 단백

질 합성에 관여하며,바이러스를 제외한 세포로 이루어진 모든 생물체에 존재하

기 때문에 널리 이용되고 있다.그 중 16SrDNA 염기서열 분석을 통하여 다른

미생물과의 연관성을 밝히고,계통분류학적 위치를 결정하여 진화 관계를 추정할

수 있다(김 등,2001;GiovannoniandRappe,2000).또한 RibosomalDatabase

Project(RDP)와 Genebank등에 등록되어 있는 16SrRNA database는 계통 분

류학적 관점에서 비교가 가능하도록 정리되어 있어서 이를 이용하여 다양한 환

경에 존재하는 미생물 군집을 규명하는데 유용하게 이용되고 있다.

Table1.Culturabilitydeterminedasapercentageofculturablebacteriain

compositionwithtotalcellcounts(Amannetal.,1995).

a
CulturablebacteriaaremeasuredasCFU
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1.5.Phylum Proteobacteria

Proteobacteria는 이름도 형태를 다양하게 변화시킬 수 있는 성질 때문에 그리

스의 신 Proteus에서 유래하게 되었다.Bergey's Manual of Systematic

Bacteriology Vol,2/2e (Prat B) 전체가 종종 홍색세균이라고 불리 우는

Proteobacteria에 관한 내용이다.이는 자색의 광합성을 하는 세균이 여러 소그

룹(subgroup)에 널리 퍼져 분포하기 때문이다.즉,Proteobacteria는 가장 크고

가장 다양한 세균 그룹이다(MadiganM;MartinkoJ.2005)16SrRNA 연구에

의해 서로 계통발생학적으로 연관관계가 있다는 것이 밝혀지긴 했지만

Proteobacteria는 여러 측면에서 서로 현저하게 다르다(Lansingetal.,2003).이

들 그람 음성균의 모양은 짧은 간균이나 구균인 것에서부터 prosthecase나 싹눈,

심지어 자실체를 갖는 것까지 매우 다양하다. 또한 이등 세균은 형태학적,생리

학적으로도 매우 다양하다.광독립영양생물 (Photoautotrophy),화학무기영양생물

(Chemolithotroph),화학종속영양생물 (Chemoheterotroph)등이 모두 존재한다.

Proteobacteria의 대사방식,형태,생식방식에는 전반적으로 뚜렷한 양상이 없다.

Fig.1을 보면 Proteobacteria는 세균 계통수 상에서 마지막 문(phylum)이다.이

그룹은 현재까지 모든 세균의 가장 큰 그룹이다 (Fig.9,MichaelandJohn.

2006).16S rRNA 염기서열을 비교해 보면 Proteobacteria에는 5개의 세부 강

(강)으로 구성되는데 각 강(class)에는 α-Proteobacteria,β-Proteobacteria,γ

-Proteobacteria,δ-Prptepbacteria,ε-Proteobacteria가 있고 그 안에 40개의

목(order),94개 과(family),627개 속(genus)그리고 557개의 종(species)이 분포

한다.
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Fig.9.Thephylogenetictreeofthephylum Proteobacteriaandrelatedtaxa.
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Class:α-Proteobacteria

α-Proteobacteria는 대부분이 영양부족생물(영양분이 적은 상태에서 자랄 수 있

는 생물)이다. 어떤 종류는 특별한 대사 방식을 갖는다. 예를 들면

Methylobacterium의 경우 메탄올 산화하는 세균인데 형태학적으로 매우 다양하

며 메탄 외에 탄소 함유 산화 가능 물질을 에너지 발생에 필요 전자공여체로 이

용한다.methanemonooxygenase보유하고 있어서 methane을 methanol로 산화

시킨다. Nitrobacter의 경우에는 화학무기영양생물 (Chemolithotroph)이고,

Rhizobium 같은 경우는 질소를 고정하는 능력을 갖는다.Rickettsia나 Brucella

같은 경우는 병원성 미생물이다.실제로 Rickettsia는 절대 세포내 기생 미생물이

다.α-Proteobacteria강에는 8개의 목,21개의 과,197개 속 그리고 167개의 종

이 분포한다(Bergey'sManualofSystematicBacteriology.2001).

Class:β-Proteobacteria

β-Proteobacteria의 대사는 α-Proteobacteria의 대사와 유사한 면이 있지만 서

식처의 혐기성 지역에서 유기물의 부패되면서 흘러나오는 물질을 사용하는 경향

이 있다.β-Proteobacteria에 속하는 몇몇 종의 세균은 수소,암모니아,메탄,방

향성 지방산과 유사한 물질을 사용한다.α-Proteobacteria처럼 상당히 다양한 종

류의 대사과정을 가지고 있다.

β-Proteobacteria에는 화학독립영양생물 (Photoautotrophs), 광무기영양생물

(Photolithoautotrophy),메탄올산화세균 (Methylobacterium),화학무기영양생물

(Chemolithotroph)있다.그리고 Neisseria속과 Bordetella속 같은 사람 병원체

도 포함하고 있다.β-Proteobacteria강에는 7개의 목,12개의 과,120개 속 그리

고 80개의 종이 분포한다(Bergey'sManualofSystematicBacteriology.2001).

Class:γ-Proteobacteria

γ-Proteobacteria는 무척 다양한 생리학적 유형을 가지고 있는 Proteobacteria

의 가장 큰 소그룹이다.많은 주요 속이 화학유기영양생물 (Chemolithotroph)이

며 조건부혐기성 (Facultativeanaerobe)이다.DNA-DNA hybridization실험결과

에 의하면 γ-Proteobacteria는 몇 종류의 가지(branch)가 깊은 그룹으로 구성되
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어 있다.한 그룹에는 홍색유황세균 (purplesulfurbacteria)이 포함되어 있고 두

번째 그룹에는 세포내 기생생물인 Legionella와 Coxiella가 속한다.가장 큰 두

그룹에는 광합성을 하지 않는 다양한 속이 속한다.리보좀 RNA superfamilyⅠ

을 대표하는 과(family)는 Vibrionaceae,Enterobacteriaceae,Pasteurellaceae과

이다.이들 세균은 당분해 대사와 5탄당 인산경로(PentosePhosphatePathway)

를 이용해 탄수화물을 이용한다.대부분이 조건부혐기성 생물이다.리보좀 RNA

superfamilyⅡ에는 대부분이 혐기성세균 (anaerobebacteria)이 포함이 되는데

이들은 Entner-DoudoroffPathway(EDP)와 5탄당 인산경로를 이용해 여러 종류

의 많은 유기분자를 사용한다. Pseudomonas, Azotobacter, Moraxella,

Xanthomonas와 Acinetobacter가 이 superfamily에 속한다.γ-Proteobacteria강

에는 15개의 목,35개의 과,220개 속 그리고 275개의 종이 분포한다(Bergey's

ManualofSystematicBacteriology.2001).

Class:δ-Prptepbacteria

δ-Prptepbacteria는 여러 속이 포함되는 큰 그룹은 아니지만 그럼에도 불구하

고 형태학적 또는 생리학적으로 다양성이 상당히 존재한다.이들 세균은 대개 일

반적인 그룹으로 나눌 수 있는데 모두가 화학유기영양생물(Chemolithotroph)이

다.Bdellovibrio와 Myxobacteria와 같은 속은 먹이를 포식하는 포식자이다.다

른 것은 혐기성으로 유기영양분을 산화하는 동안 황하물에서 황과 황산염을 만

들어낸다.δ-Prptepbacteria강에는 8개의 목,22개의 과,74개 속 그리고 19개의

종이 분포한다(Bergey'sManualofSystematicBacteriology.2001).

Class:ε(epsilon)-proteobacteria

ε-proteobacteria는 5개의 Proteobacteria강에서 가장 작다.이 그룹에 속하는

모든 세균이 가느다란 그람 음성 간균으로 곧은 모양이거나 굽은 모양,나선형

모양인 것도 있다.ε-proteobacteria에는 Camphylobacteraceae와 Nautiliales라는

2개의 목,4개의 과,16개 속 그리고 14개의 종이 분포 한다.그 중 2개의 가장

중요한 속인 Campylobacter와 Helicobacter라는 미세호기성이며 운동성이 있는

나선형 또는 간균이 있다.
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1.6.Proteobacteria;Alphaproteobacteria;Rhodobacterales;Rhodobacteraceae;

Loktanella

최근 몇 년 동안 Proteobacteria하위 분류인 Alphaproteobacteria에 속하는 새

로운 해양 및 담수 미생물에 대한 분리 및 보고가 증가하고 있으며 이렇게 분리

되어진 새로운 미생물들은 계통발생학적으로 Rhodobacter속과 관련이 있었다.

Rhodobacter속의 미생물의 많아지면 수중 환경에 있어서 적조(algalblooms)를

일으키는 것과 상당한 관계를 가지고 있다.그리고 이들은 황 순환(sulfur

cycling)에 있어 중요한 역할을 수행한다고 알려져 있다(Gonzálezetal.,1999,

2000).그리고 남극의 서식지로부터 Alphaproteobacteria에 속하는 여러 종의 새

로운 미생물이 발견이 되었다.Antarctobacter heliothermus(Labrenz etal.,

1998),Roseovarius tolerans(Labrenz etal.,1999),Ekho Lake에서 Staleya

guttiformisandSulfitobacterbrevis(Labrenzetal.,2000)가 polarseaice와 해

수에서 Octadecabacterarcticus와 Octadecabacterantarcticus(Gosinketal.,

1997)가 분리 되었다.최근에 Alphaproteobacteria 강 Rhodobacterales 목

Rhodobacteraceae과에서 새로운 2개의 속(Genus)이 발견이 되었는데,하나의

속에서 2개의 종이 보고되었는데 L-sorbose2-keto-L-gulonicacid를 산화하는

Ketogulonigenium vulgare,Ketogulonigenium robustum (Urbanceetal.,2001)

이고 나머지는 북해에서 발견된 Jannaschiahelgolandensis(Wagner-Döbleret

al.,2003)이다.

Loktanella속은 Proteobacteria문 5개의 강 중 Alphaproteobacteria강에 속하

는 8개의 목 중 Rhodobacterales목에 있는 Rhodobacteraceae과(family)에 속

한다. Loktanella 속에는 2008년 현재까지 밝혀진 종은 총 9종이 있다.

Loktanella속은 VanTrappen,S.etal.,(2004)에 의해 MICROMAT project

(November1998toFebruary2001)에서 처음으로 Loktanella속이 보고되었으며

Loktanellasalsilacus,Loktanellafryxellensis그리고 Loktanellavestfoldensis3

종이 등록되었다.그 이후 Loktanella hongkongensis (Lau et al.,2004),

Loktanella agnita, Loktanella rosea (Ivanova et al., 2005), Loktanella

koreensis(Weonetal.,2006),Loktanellamaricola(Yoonetal.,2007)그리고
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Loktanellaatrilutea(HosoyaandYokota,2007)가 가장 최근에 보고되어졌다.

이번 연구에서 발견된 미생물은 제주도 표선면에 위치한 조간대 조수웅덩이 모

래에서 분리되었는데 NCBI BLAST search를 해 본 결과 Loktanella

hongkongensis와 96% 일치하여 새로운 종일 가능성이 나타나 고전적 분류

(classicaltaxonomy)에 속하는 미생물의 형태,영양,생리,생화학적인 특성등과

화학적 분류법(chemotaxonomy)인 세포벽 지방산 분석 등 그리고 분자생물학적

분류 특성인 G-Cmol%,16SrRNA genesequence분석 등을 종합하여 본 결과

새로운 종으로 밝혀졌다.
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2.재료 및 방법

2.1.미생물 분리 및 보존

이번 연구에서 분리된 JJM85는 제주도 표선면 해안도로에 위치한 조간대(Fig.

10)조수 웅덩이 모래에서 분리 되었다.미생물의 분리는 채집된 모래 0.1g을

0.85% 멸균생리식염수를 이용해 10배 희석하여 Marineagar2216(MA,Difco,

USA)에 도말하여 25℃에서 2일간 배양 후 분리하였다.분리된 균주 JJM85는

Marinebroth2216(MB,Difco,USA)에 배양한 후 20% (v/v)glycerol용액에

현탁 하여 -80℃에 보관하면서 실험에 이용하였다.

Fig.10.Mapforan organismscollection in Segwipo-si,Jeju Island.The

dottedcircleinthemapindicatesthesamplingsite
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2.2.표현형적 특성 분석

2.2.1.표준균주 및 참조균주

분리균주 JJM85와 가장 유사한 염기서열 상동성을 나타내는 Loktanella

hongkongensis NRRL 41039은 BCCM/LMG BACTERIA

COLLETION(Belgium)에 분양 받았으며 나머지 Loktanella속은 각각 다음과 같

이 발표 되어진 논문을 참조 인용하였다.Loktanella salsilacus,Loktanella

fryxellensis그리고 Loktanellavestfoldensis은 VanTrappen,S.etal.,(2004),

Loktanella hongkongensis(Lau etal.,2004),Loktanella agnita,Loktanella

rosea (Ivanova etal.,2005),Loktanella koreensis (Weon etal.,2006),

Loktanellamaricola(Yoonetal.,2007)그리고 Loktanellaatrilutea(Hosoya

andYokota,2007)에 논문을 참조하였다.

2.2.2.형태적 특성 분석

2.2.2.1Gram staining

Gram staining은 Buck(1982)의 방법으로 염색약을 사용하지 않고 3% KOH 시

약을 이용하여 측정하였다.대조균주로는 그람양성인 BacillussubtitlisIAM

12188
T
와 그람음성인 E.coliKCTC1116을 이용하였다.

2.2.2.2.운동성 실험

분리된 미생물의 운동성 관찰은 반고체 배지법(semi-solidmedium)과 현적표본

법(hangingdrop)2가지를 사용하여 2가지 방법에서 모두 양성으로 나타나면 운

동성이 있는 것으로 판단하였다.반고체 배지법은 agar를 0.3～ 0.5% 첨가한 반

고체 배지를 사용하며,배지가 혼탁 되었을 때 운동성이 있고,천자부분만 균이
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자라면 운동성이 없는 것으로 균 감별 하였다.그리고 현적표본법은 coverglass

네 모퉁이에 baseline을 조금씩 바른 후 coverglass중앙부에 12시간 배양한 균

부유액을 1방울을 떨어뜨려 오목 파여진 slideglass(holeslideglass)중앙의

홈 부분에 균 액이 있는 중앙에 오게 덮고서 즉시 뒤로 젖혀 100배 ～ 400배로

관찰하여 운동성을 판단하였다.

2.2.2.3.ScanningElectronMicroscopy(SEM)

현재 이용하고 있는 미생물 전 처리법은 대표적으로 고형배지에서의 시료 전

처리법,액상배지에서의 시료 전 처리법 2가지 방법이 있다.이 2가지 대표적인

방법은 각각 시료의 손상,전 처리시간,시료의 오염 등의 많은 문제를 가지고

있어 기존의 고형배지․액상배지에서의 전 처리법을 보완한 고형 배지의 장점만

이용한 전 처리법의 응용으로 고형 배지에 직접 세균을 증식시키지 않고,고형

배지위에 filterpaper나 Membranefilter(유기용매에 견딜 수 있는)를 얹어서 필

터위에서 증식을 시키거나,필터페이퍼에 직접 배지를 흡수하게 하여,filter

paper자체를 배지로 사용하여 필터위에 증식된 세균(필터에 부착된 세균)을 취

해서 전 처리를 수행하므로 시료의 오염,탈수과정에서의 시료의 위축,건조과정

에서의 건조불량 및 시료의 비틀림 등을 해소함으로 보다 쉽고,보다 빠르고,깨

끗한 이미지를 얻으므로 해서 질적으로 우수한 결과물을 얻을 수 있다고 사료되

어 이 방법을 이용하였다.

SEM 관찰에 전체적인 순서는 다음과 같다.시료채취 -고정 -탈수 -임계건조

-코팅 -전자현미경 관찰 순으로 진행이 되는데 먼저 시료 채취(Sampling)는

균주가 배양된 filter를 가능한 한 작게 잘라서(1×1×0.5㎝)신속히 고정액에

담그는데 전 고정은 2.5% glutaraldehyde(0.1M phosphatebuffersolution)에서

2시간 동안 4℃에서 고정 후 완충액으로 10～ 20분 (shaking2회)간격으로 3회

수세하고,후 고정에 사용되는 액은 용기 내에 1gOsO4앰퓰을 넣고 깨뜨린 후

증류수 50㎖를 넣어 녹여서 2% stocksolution을 제조하여 냉장 보관하여 사용

시 같은 양의 2% OsO4용액과 완충액을 섞어서 최종 0.05M phosphatebuffer

의 1% OsO4용액으로 제조하여 1～2시간 동안 냉장온도에서 고정 후 역시 완
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충액으로 10～20분 간격으로 3회 수세하였다.탈수는 조직의 성질과 크기 등에

따라 다르나 가능한 한 짧은 시간 내에 실시하여야 한다.그 이유는 탈수시간이

너무 길면 조직으로부터 물질의 유출(extraction)과 조직의 수축증이 일어날 수

있기 때문이다.그리하여 본 연구에서는 다음과 같이 ethylalcohol-50% (5～20

분,1～2회),-60% (5～20분,1～2회),-70% (5～20분,1～2회),-90% (5～20분,

1～2회),-100% (5～20분,3회)에서 탈수를 시켰다.

건조과정은 탈수시킨 filter를 isoamylacetate에 담근 후,액체 CO2로 isoamyl

acetate를 날려 건조를 시킨 후 금박 코팅(AuCoating)을 하여 주사전자 현미경

(SEM):Jeol,JSM-6300(orHitachiS-2500C)을 사용하여 이미지화 시켰다.

2.2.3.생리․생화학적 특성 분석

2.2.3.1.OxidaseandCatalasetest

Oxidase활성은 Bactident-Oxidaseteststrips(Merck)을 이용하여 측정하였다.

대조균주로는 양성은 PseudomanasaeruginosaKCTC 1750
T
를 음성은 E.coli

KCTC1116을 이용하였다.Catalase활성은 3% H2O2를 이용하여 측정하였는데

3% H2O2를 1-2방울 적하 하였을 때 기포가 발생하는 것을 양성으로 판단하였

다.대조균주로는 E.coliKCTC1116을 이용하였다.

2.2.3.2.성장 온도 및 pH 실험

실험균주의 성장 온도(4,10,15,20,25,30,35,40℃)및 pH(3,4,5,6,7,8,9,

10,11,12)범위는 Marineagar(MA,BD)와 Marinebroth(MB,BD)을 이용하여

25℃에서 24시간 배양하면서 관찰하였다.
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2.2.3.3.염분 실험

실험균주 성장에 미치는 염분 농도 및 절대 해양성 미생물인지를 알아보기 위

해 염분이 첨가되어 있지 않은 Nutrientagar(NA,BD)(beefextract3.0g,

peptone5.0g,agar15.0g)에 NaCl을 0,1,2,3,4,5,6,7,8,9,10,11,12,13,

14%를 첨가하여 균주 성장을 조사하였다.

2.2.3.4.Agar,DNA 그리고 Starch분해 실험

분리된 균주의 agar,DNA 그리고 starch분해 실험은 Smibert& Krieg(1994)

방법을 사용하였다.

2.2.3.5.Casein가수분해 실험

분리된 균주의 casein가수분해 실험은 Norrisetal.(1985)방법을 사용하였다.

2.2.3.6.Cellulose가수분해 그리고 Flexirubinpigment생산 실험

분리된 균주의 Cellulose가수분해 그리고 Flexirubin pigment생산 실험은

Bowman(2000)방법을 사용하였다.

2.2.3.7.Chitin,Tweens20,40그리고 80가수분해 실험

분리된 균주의 Chitin,Tweens20,40그리고 80가수분해 실험은 Baumann&

Baumann(1981)방법을 사용하였다.Tween20,40그리고 80이 함유된 한천배

지(heartinfusionagar)에 균을 접종하고 30℃에서 24시간 배양한 후 colony주

위에 혼탁환 (opaquehalo)이 나타나는데 이것을 Tween20,40그리고 80이 가수

분해 된 것으로 판단한다.양성 대조균주로 Serratiamarcescens(KCCM 21204)

와 음성 대조균주로 Escherichiacoli(KCCM 40880)을 사용하였다.



- 126 -

2.2.3.8.APIkit을 이용한 생리,생화학적 특성 조사

분리된 균주의 biochemicaltest,assimilationtest그리고 fermentationtest를

하기 위해 API20NE,API50CH,APIZYM microtestsystem(bioMerieux)을

이용하여 생리,생화학적 특성을 조사하였다.

2.3.지방산 분석

표준균주 및 분리주의 균체를 적정한 배지에 배양한 후 회수 한 후 다음과 같

은 방법으로 분석한다(Fig11).

첫 번째 Saponification 과정은 회수한 균체 약 100 mg (wet weight)

Teflon-linedscrew captube(13x100mm,pyrex)에 옮긴 후,reagent1을 1

ml첨가하여 5-10 초간 vortex 한 후 100℃에서 5분간 중탕한 다음 다시

vortex(5-10초)한 후 100℃에서 25분간 중탕 하였다.다음으로 Methylation은

첫 번째 단계 산물에 reagent2를 2ml첨가한 후 80℃에서 10분간 중탕 한 후

급냉 시켰다.Extration은 두 번째 단계 산물에 reagent3을 1.25ml첨가한 후

10분간 혼합하여 실온에 방치하여 반응액이 2개의 층으로 분리되면 하층액을 제

거하고,마지막으로 Basewash단계인데 세 번째 단계 산물에 reagent4를 3ml

첨가하여 5분간 혼합 하였다.그리고 난 후 2000rpm에서 3분간 원심분리 하여

상층액의 2/3를 GCsamplevialtube에 옮긴 후 MIDI분석 전까지 4℃에서 보

관하였다.

Fattyacidmethylesteranalyisis(FAME)는 SherlockMicrobialIdentification

System인 HP5890II& MIDI(Hewlett-PackardCo.,USA)을 사용하여 분석하

였다.
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Reagent1:Saponificationreagent(NaOHinaqueousmethanol)

Sodium hydroxide45g

Methanol150ml

Deionizeddistilledwater150ml

AddNaOH pelletstowaterandmethanolwhilestirring.Stiruntil

pelletsaredissolved.

Reagent2 :Methylation reagent(Hydrochloricacid in aqueous

methanol)

6NHydrochloricaicd325ml

Methanol275ml

Addacidtomethanolwhilestirring.

Reagent3:Extractionsolvent(Hexane/MTBE)

Hexane(HPLCgrade)200ml

Methyl-tertButylEther(MTBE)200ml

AddMTBEtohexaneandstir.

Reagent4:Basewash(DiluteNaOH)

Sodium hydroxide10.8g

Deionizeddistilledwater900ml

Addpelletstowaterwhilestirring.Stiruntilpelletsaredissolved.
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Fig.11.Samplepreparationsfortheanalysisofcellularfattyacid.
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2.4.G+C함량(mol/%)분석

DNA는 adenine(A),cytosine(C),guanine(G),thymine(T)의 4종류의 염기로 구

성되어 있고,그 서열에 의해 유전정보가 기록되어 있다.DNA는 A와 T,G와 G

의 수소 결합에 의해 이중 나선을 형성하고 있으므로,A와 T,C와 G는 각각 같

은 mole로 존재하게 된다.DNA 염기 조성은 보통 mol% G+C로 표기하며,미

생물의 전체 DNA 염기 조성에서 guanine(G)과 thymine(T)이 차지하는 상대적

비율을 나타낸다.미생물은 각각 고유의 DNA 염기 조성을 가지고 있으므로 분

류학적 특징 중 하나로서 사용되며,미생물의 속(genus)과 종(species)을 기술하

는 최소 요건 중의 하나로 이용되어지고 있다.보통 세균에서는 DNA 염기 조성

이 24～ 76mol%의 차이를 보여 준다.일반적으로 DNA 염기 조성의 G+C함

량의 차이가 5% 이상이면 다른 종으로,10% 이상이면 다른 속으로 간주되어

진다(Mesbahetal.,1989).

JJM85의 DNA G+C함량 측정은 Mesbahetal.,(1989)에 HPLCmethod을 사

용하였다.

2.5.16SrRNA 유전자 염기서열 결정

분리된 미생물의 16S rRNA 분석은 각각 1.5% NaCl이 첨가된 MB(Difco,

USA)배지 5ml에 접종하여 Shackingincubator를 이용하여 25℃에서 200

rpm으로 24시간 배양한 배양액을 1.5mlmicrocentrifugetube로 옮겨서 16000

xg에서 1분간 원심분리 하여 상등액을 제거한 후 모아진 bacteriapellet을 수집

하여 Wizard
®
GenomicDNA Purification Kit(Promega,USA)을 사용하여

genomicDNA를 분리 한 후,Unicam UV/VISSpectrophotometer(Heλiosβ.

Unicam Ltd,UnitedKingdom)를 사용하여 파장 260nm에서 DNA농도를 측정

하였다.PCR반응은 bacterialgenomicDNA 100ng,1μM에 universalprimer

pairs(27F forwardprimer;5′-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3′,1492R

reverseprimer;5′-GGTTACCTTGTTACGACTT-3′),10mM dNTPs,10Ⅹ
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PCRbuffer,5UnitTaqpolymerase(TAKARA,Japan))혼합액에 멸균된 증

류수를 첨가하여 최종부피를 50 μl로 맞추고, PTC-150 Minicycler (MJ

Research)를 사용하여 증폭하였다.ISR증폭 과정은 94℃ predenaturation2

분, 94℃ denaturation45초,55℃ annealing45초,72℃ extension1분의 반응

을 29회 동안 수행하였고,마지막 72℃에서 5분간 extension을 실시하였다.증

폭된 PCR 반응 산물은 (주)솔젠트사 (Dajeon,Korea)에 의뢰하여 16S rRNA

염기서열을 분석하였다(Yoonetal.,1998).

2.6.계통 분석

염기서열간의 유사도를 확인하기 위해 BLAST(BasicLocalAlignmentSearch

Tool)searchprogram을 이용하여 NCBI(NationalCenterforBiotechnology

Information)의 Genbank와 EMBLNucleotideSequenceDatabase에서 유사한 염

기서열을 비교하였다.Clone의 결정된 염기서열과 database에 얻어진 염기서열은

PHYDIT program (ver3.2;http://plaza.snu.ac.kr/～iphydit/phydit)을 이용하여

ClustalW multiplealignment로 정렬하였으며,염기서열 분석은 CLUSTALX

software(Thompsonetal.,1997)을 이용하여 Neighbor-joining(SaitouandNei,

1987)방법에 의해 Bootstrap분석 시 1000회의 resampling을 적용하여 tree

topology의 평가 기준으로 사용하여 계통수를 작성하였으며,염기서열간 유전적

거리는 Jukes& Cantor(JukesandCantor,1969)모델을 이용하여 계산하였다.

그리고 분리균의 염기서열은 EMBLNucleotideSequenceDatabase에 등록하였

다.

대조균주의 16SrDNA 염기는 다음과 같이 GenBankaccessionnumber를 가지

고 있다:LoktanellasalsilacusLMG 21507
T
(AJ44099),Loktanellaatrilutea

NCIMB 14280
T
(AB246747),LoktanellafryxellensisLMG 22007

T
(AJ582225),

LoktanellaagnitaR10SW5
T
(AY682198),LoktanellavestfoldensisLMG 22003

T

(AJ582226), Loktanella hongkongensis UST950701-009P
T

(AY600300),

Loktanella marincola DSW-18
T
(EF202613), Loktanella rosea Fg36

T

(AY682199),LoktanellakoreensisGA2-M3
T
(DQ344498),Roseobacterlitoralis



- 131 -

ATCC49566
T
(X78312),SulfitobacterpontiacusChLG-10

T
(Y13155),Staleya

guttiformisEL-38
T
(Y16427),AntarctobacterheliothermusEL-219

T
(Y11552),

Thalassobacter stenotrophicus CECT 5294
T

(AJ631302), Jannaschia

helgolandensis DSM 14858
T
(AJ438157) 그리고 out group으로 Stappia

stellulataIAM12621
T
(D88525)를 정하였다.
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3.결과 및 고찰

3.1.표현형적 특성 분석

JJM85
T
의 표현형적 특성을 표준균주인 LoktanellahongkongensisNRRL41039

와 참조균주인 Loktanella salsilacus, Loktanella fryxellensis, Loktanella

vestfoldensis은 Van Trappen,S.etal.,(2004), Loktanellahongkongensis

(Lauetal.,2004),Loktanellaagnita,Loktanellarosea(Ivanovaetal.,2005),

Loktanellakoreensis(Weonetal.,2006),Loktanellamaricola(Yoonetal.,

2007)그리고 Loktanellaatrilutea(HosoyaandYokota,2007)와 비교분석한 결

과 다음과 같이 나타났다(Table2).

JJM85
T
는 그람 음성에 호기성 간균이다.배지에서 자라는 colony형태는 round

형을 나타내며 핑크색을 나타낸다.성장 온도는 4-30°C 범위에서 자랐으며

pH 5.0-10.0에서 성장을 하였다.염분농도 실험에서는 1-12%까지 광범위한

농도에서 성장하였고 최적 염분 농도는 2-5%로 나타났다.Catalase,oxidase,

nitratereduction그리고 glucosefermentation에서 양성 반응을 나타내었으며,

hydrogen sulfideproduction,argininedihydrolase,indole production 그리고

VogesProskauer반응에서는 음성을 나타냈다.Nutrientagar와 trypticasesoy

agar에서는 성장을 하지 않았다.Aesculin을 가수분해 하였고 Agar,DNA,

starch,Tween80,tyrosine과 urea분해 실험에서는 음성 반응을 보였다. API

ZYM strips으로 분석한 효소 이용실험에서는 alkaline phosphatase,leucine

arylamidase,trypsin에 대해서는 강한 활성을 나타내었으며 esterase (C4),

esteraselipase(C8),lipase(C14), valinearylamidase,cystinearylamidase,

acid phosphatase, α-chymotrypsin, naphthol-AS-BI-phosphohydrolase, β

-galactosidase그리고 N-acetyl-β-glucosaminidase반응에서는 약한 활성을 나

타내었다. 그러나 α-galactosidase, β-glucuronidase, α-glucosidase, β

-glucosidase,α-mannosidase그리고 α-fucosidase음성 반응을 나타내었다.
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Table2.Characteristicsdifferentiating strain JJM85
T
from ninerecognized

speciesofthegenusLoktanella.

Taxa:1,JJM85
T
2,L.salsilacus3,L.fryxellensis4,L.vestfoldensis5,L.

hongkongensis6,L.agnita7,L.rosea8,L.koreensis9.L.maricola10.L.

atrilutea.Datataken from Van Trappen etal.(2004),Lau etal.(2004),

Ivanovaetal.(2005),Weonetal.(2006),Yoonetal.(2007),Hosoyaetal.

(2007)andthisstudy.+,Positive-,negativeW,weakly;ND,notdetermined,

V,variablereactiondependingonstrain.AllstrainsareGram-negativeand

grow at10-30℃.Theyarepositiveforcatalasebutnegativeforhydrolysis

of agar and starch,arginine dihydrolase,hydrogen sulfide and indole

production.
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Characteristic 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Motility + - - - - - - - - +

Colonycolour Pink Beige
Pink-

beige
Pink

Pink-

white
Whitish Pink Beige

Light

orige
Beige

Diffusiblepigment - - - - Brown - - - - -

Growthon

TSA - - - - W - - - - -

NA - - - - W - - - - -

Temperaturerange

forgrowth(℃)
4-30 5-30 5-25 5-37 8-44 8-35 4-35 5-30 4-34 8-30

NaClrangeforgrowth

(%,w/v)
1-12 0-10 0-5 0-10 2-14 3-6 1-12 1-5 1-7 0-8

Nitratereduction + - - - - W - + - -

Oxidase + + + + + W + + + +

Hydrolysisof:

Urea - - - + - - - - - -

Gelatin - - - - - - - W - ND

Aesculin + + + + ND ND ND + - ND

Tween80 - + + + - - W - W +

Enzymeactivity

α-Galactosidase + + - - ND + - - - +

β-Galactosidase W - + W ND ND ND W - -

β-Glucosidase - W + W ND ND ND W - -

Trypsin + - - + ND - - - - -

Carbohydrate

metabolism
- - - - V - - - + V

+;positivereaction,-;negativereaction,W;weakreaction,ND;notdetection,V;variation

reaction
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3.2.ScanningElectronMicroscopy(SEM)

균의 형태학적 특성은 25℃에서 2일간 배양한 후 SEM을 통해 관찰하였으며

JJM85
T
는 간균의 형태를 보였으며 길이는 1.8-2.0μm,폭은 0.8-1.5μm로

나타났다(Fig.12).

Fig.12.ScaningelectronmicrographyofcellsofstrainJJM85
T
.Bar,1μm.
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3.3.지방산 분석

JJM85
T
를 비롯한 대상균주들의 세포 지방산 분석(Fig.13)결과는 Table.3과

같았다.모든 균주에서 unsaturated fatty acid에 cis- 11octadeceanoicacid

(C18:1 ω7c,전체 지방산 구성의 66-87%),palmiticacid(C16:0;2.7-10.4%),

3-hydroxydecanoate(C10:03-OH;1.0-6.1%),stearicacid(C18:0;1.3-9.3%)를

가지고 있었다.JJM85
T
균주와 LoktanellahongkongensisNRRL41039다른 균

주와 달리 3-hydroxydodecanoate(C12:03-OH;1.2-1.8%)를 가지고 있었다.반

면 JJM85
T
는 L.hongkongensisNRRL41039이 가지고 있지 않은 palmitoleic

acid (C16:1 ω7c;1.9%)를 가지고 있었다.지방산 분석 결과를 보았을 때

Loktanella속의 메인 지방산은 9-octadecenoicacid(C18:1 ω7c)이었으며 실험 균

주인 JJM85
T
는 Loktanella속에 포함된다는 것을 알 수가 있다.
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Fig.13.FattyAcidMethylEther(FAME)profileofstrainJJM85
T
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Table 3.Fatty acid compositions ofstrain JJM85
T
and type strains of

recoginizedLoktanellaspecies.

Taxa:1,StrainJJM85
T
2,L.salsilacus3,L.fryxellensis4,L.vestfoldensis5,

L.hongkongensis6,L.agnita7,L.rosea,8,L.koreensis9.L.maricola10.

L.atrilutea.Datafrom VanTrappenetal.(2004),Lauetal.(2004),Ivanova

etal.(2005),Weonetal.(2006),Yoonetal.(2007),Hosoyaetal.(2007)and

thisstudy.Valueslessthan1% oftotalfattyacidwereomitted.-Not

detectedornotdescribed.



- 139 -

Fattyacid 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

C10:03-OH 1.4 2.4±0.7 3.7±1.1 6.1±1.5 1.8±0.3 1.0 1.2±0.1 2.4 - 1.5

C12:03-OH 1.2 - - - 1.8±0.2 - - - - -

C12:13-OH - - - 5.6±1.4 - - - 3.4 2.9 -

C14:0 - - - - - 4.6 - - - -

C14:1 - - - - - 4.6 - - - -

C15:0 - - - - - 4.6 - - - -

C16:0 6.5 2.9±0.9 2.7±1.1 2.9±0.7 4.0±4.0 4.6 10.4±1.8 6.9 3.9 9.5

C17:0 - - - - - 1.7 - - 0.7 -

C18:0 1.3 1.4±0.8 1.6±0.9 1.8±0.3 3.0±1.2 - 3.6±0.5 9.3 2.9 2.2

C18:2 - - - - - 1.8 4.2±1.4 - - -

C19:1cyclo - - - - - 1.7 1.2±10.2 - - -

C16:1cis9 - - - - - - - - - -

C16:1 ω7c 1.9 - - - - 1.9 1.3±0.3 - - -

C17:1cis9 - - - - - - - - - -

C18:1cis9 - - - - - - - - - -

C18:1 ω7c 87.4 87.7±1.984.9±3.774.1±3.185.6±3.6 79.0 70.4±2.0 66.6 75.9 74.4

C18:1 ω9 - - - - - 4.4 6.4±2.0 - - -

C18:1 ω7c11-methyl - - - 1.9±0.8 1.1±1.1 - - 8.7 10.2 6.3

C16:0iso - - - - - - - - - -

C17:0anteniso - - - - - - - - - -

Summedfeature2* - - 1.7±0.7 - - - - - - 3.8

Summedfeature3* - 2.8±0.9 - - - - - - 1.3 -

Summedfeature7* - 1.2±1.0 4.7±2.0 4.7±0.7 - - - 1.0 - 1.0

Unknown11.799 - - - 2.3±1.2 - - - - - -

*
Summed features consistofoneormorethatcould notbeseparated by theMicrobial

IdentificationSystem.Summedfeature2:C12:0aldehyde,C16:1isoI,C14:03-OH and/orunknown

10.928.Summedfeature3:C15:0iso2-OH,C17:0iso3-OH and/orC16:1 ω7c.Summedfeature7:

C19:1ω6cand/orunknown18.846.
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3.4.G+Ccontents(mol%)

JJM85
T
와 대상 균주들의 G+C 함량을 조사한 결과 JJM85

T
는 68.9mol%(Fig.

14),L.salsilacus,L.fryxellensis,L.vestfoldensis,L.hongkongensis,L.agnita,

L.rosea,,L.koreensis.L.maricola.L.atrilutea.는 59-66.3mol% 범위 내에

서 DNAbasecompostion을 가지고 있었다.

Fig.14.HPLCchromatogram of4typeofnucleosidesfrom genomicDNA of

strainJJM85
T
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3.5.16SrRNA 유전자 염기서열 및 계통 분석

TypestrainJJM85
T
의 16SrRNA 염기서열(1338bp)은 Table4에 나타내었다.

염기서열은 EMBLNucleotideSequenceDatabase에 등록하여 accessionnumber

를 부여 받았다.StrainJJM85
T
의 accessionnumber는 AM983542이다.

Table4.16SrRNA genesequenceof LoktanellapyoseonensisJJM85
T
.The

EMBLaccessionnumberforthe16SrRNA genesequenceofstrainJJM85
T

isAM983542.

CACATGCAAGTCGAGCGAAGCCTTCGGGCTTAGCGGCGGACGGGTTAGTAACG

CGTGGGAACGTGCCTCTCTGTACGGAACAGTCCCGGGAAACTGGGTTTAATAC

CGTATACGCCCTTCGGGGGAAAGATTTATCGCAGAGAGATCGGCCCGCGTCTG

ATTAGATAGTTGGTGGGGTAACGGCCTACCAAGTCGACGATCAGTAGCTGGTT

TGAGAGGATGATCAGCAACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGG

AGGCAGCAGTGGGGAATCTTAGACAATGGGCGCAAGCCTGATCTAGCCATGCC

GCGTGAGTGATGAAGGCCCTAGGGTCGTAAAGCTCTTTCGCTGGGGAAGATAA

TGACGGTACCCAGTAAAGAAACCCCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAA

TACGGAGGGGGTTAGCGTTGTTCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGC

GGATCGGAAAGTTGGGGGTGAAATCCCGGGGCTCAACCCCGGAACGGCCTCCA

AAACTATCGGTCTAGAGGTCGAGAGAGGTGAGTGGAATTCCGAGTGTAGAGG

TGAAATTCGTAGATATTCGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCACTGGCT

CGATACTGACGCTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCC

TGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAATGCCAGACGTCGGGGGGCTTGCCCTTC

GGTGTCACACCTAACGGATTAAGCATTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGAT

TAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTT

AATTCGAAGCAACGCGCAGAACCTTACCAACCCTTGACATCCCGGGACCGCCAG

AGAGATCTGGTTTTCACTTCGGTGACCCGGTGACAGGTGCTGCATGGCTGTCG

TCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTCGGTTAAGTCCGGCAACGAGCGCAACCCACA

CCCCTAGTTGCCAGCATTTGGTTGGGCACTCTAGGGGAACTGCCCGTGATAAG

CGGGAGGAAGGTGTGGATGACGTCAAGTCCTCATGGCCCTTACGGGTTGGGCT

ACACACGTGCTACAATGGTGCCTACAGTGGGTTAATCCCCAAAAGGCATCTCA

GTTCGGATTGGGGTCTGCAACTCGACCCCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATC

GCGTAACAGCATGACGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGT

CACACCATGGGAGTTGGGTTTACCCGACGGCCGTGCGCTAACCCTT



- 142 -

JJM85
T
16SrDNA 염기서열을 NCBIBlast를 통해 검색한 결과 Fig.15에서처

럼 JJM85
T
와 가장 가까운 속과 종은 Loktanella hongkongensis strain

UST950701-009P으로 blast 상에서 96%의 유사도를 나타내어 JJM85
T
가

Loktanella속에 새로운 종일 가능성을 나타냈다.그래서 Loktanella속에 보고되

어진 균주들의 염기서열을 NCBIGeneBankdatabase에서 찾아 JJM85
T
염기서

열과 비교분석하였다..다음은 Loktanella속 균주의 accessionunmber이다: L.

salsilacusLMG 21507
T
(AJ44099),L.atriluteaNCIMB14280

T
(AB246747),L.

fryxellensis LMG 22007
T
(AJ582225),L.agnita R10SW5

T
(AY682198),L.

vestfoldensisLMG 22003
T
(AJ582226),L.hongkongensisUST950701-009P

T

(AY600300),L.marincolaDSW-18
T
(EF202613),L.roseaFg36

T
(AY682199),

L.koreensisGA2-M3
T
(DQ344498).Clone의 결정된 염기서열과 database에 얻

어진 염기서열은 PHYDIT program을 이용하여 ClustalW multiplealignment로

정렬하여,CLUSTALX software(Thompsonetal.,1997)를 이용하여 서열을

분석하였다.Neighbor-joining(SaitouandNei,1987)방법에 의해 Bootstrap분

석 시 1000회의 resampling을 적용하여 treetopology의 평가 기준으로 사용하여

계통수를 작성하였으며,염기서열간 유전적 거리는 Jukes& Cantor(Jukesand

Cantor,1969)모델을 이용하여 계산하였다.Loktanella속 내 각 표준균종과 선

별균주들간의 유사도를 조사한 결과 L.hongkongensis UST950701-009P
T

(95.99 %),L.marincola DSW-18
T
(94.1%),L.rosea Fg36

T
(93.88%),L.

koreensis GA2-M3
T
(93.88%),L.agnita R10SW5

T
(93.79%),L.salsilacus

LMG 21507
T
(93.73%),L.fryxellensis LMG 22007

T
(93.35%),L.atrilutea

NCIMB14280
T
(93.58%)그리고 L.vestfoldensisLMG22003

T
(93.12%)로 나타

났다(Table5)(Fig.16).그 중 L.hongkongensis UST950701-009P
T
와 가장 높

은 유사도의 염기서열 상동성을 보여 주었다.
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Fig.15.NCBIblastsearchofthe16SrRNA genesequenceofJJM85
T
.The

listofcloselyrelatedspecieswereshow astheNCBIblastresult.
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Table5.Similaritymatrixbasedon16SrRNAgenesequencecomparisons.

1;JJM85
T
,2;L.hongkongensisUST950701-009P

T
(AY600300),3;L.fryxellensisLMG 22007

T

(AJ582225),4;L.salsilacusLMG 21507
T
(AJ44099),5;L.atriluteaNCIMB14280

T
(AB246747),

6;L.agnitaR10SW5
T
(AY682198),7;L.vestfoldensisLMG22003

T
(AJ582226),8;L.marincola

DSW-18
T
(EF202613),9;L.roseaFg36

T
(AY682199),10;L.koreensisGA2-M3

T
(DQ344498)
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Fig.16.Neighbour-joining phylogenetic tree based on 16S rRNA gene

sequencesshowingthepositionofstrainJJM85T withintheradiationofthe

genus Loktanella and related texa. The tree was constructed from

evolutionary distancesby using neighbour-joining method (Saitou & Neil,

1987)andthemodelofJuke& Cantor(1969).StappiastellulataIAM 12621T

(D88525)wasusedanoutgroup.Bootstrapsupportvalues(>50%)areshown

atbranchpoints.Bar,0.01substitutionspernucleotideposition.
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생리 생화학적 특성 실험 및 16SrRNA 염기서열 분석을 통한 유사도 분석,계

통분석,지방산 그리고 G+C함량분석 결과를 종합해 본 결과 JJM85
T
는 신종임

을 확인할 수 있었다.이에 JJM85
T
를 Loktanellapyoseonensis로 명명하여 국내

생물자원센터인 KCTC(KoreanCollectionforTypeCulture)와 독일에 DSMZ

(DeutscheSammlungvonMikroorganismenundZellkulturen)에 균주를 기탁하

여 각각 균주 등록 번호를 받았다(KCTC22372
T
,DSM 21424

T
).
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4.요약

DescriptionofLoktanellapyoseonensissp.nov.

Loktanellapyoseonensis(pyo.seon'en.sis.N.L.gen.n.pyoseonensis,referring

to Pyoseon Beach,Jeju,Republic ofKorea,which the type strain was

isolated).

분리된 균주는 그람 음성의 균주로서 1.8-2.0x0.8-1.5μm 크기의 호기성

간균이다.Spore는 형성하지 않으며,운동성을 가지고 있다.

평판배지 상에서 colony형태는 둥근 원형에 볼록한 모양을 하고 있으며 색상을

pink를 띤다.생장 온도는 4℃에서 30°C에서 생장을 하며 35℃에서는 생장을 하

지 못한다.그리고 생장 pH 범위는 pH 5.0-10.0이다.생장에 필요한 염분농도

는 1-12%이며,최적 농도는 2-5% 사이이다.Catalase와 oxidasetest에서

양성 반응을 나타내며,nitratereduction,glucosefermentationtest에서 양성 반

응을 나타내었다.그러나 hydrogen sulfide production,arginine dihydrolase,

indoleproduction그리고 VogesProskauerreactiontest에서 음성반응을 나타내

었다.Nutrientagar와 trypticasesoyagar에서는 염분이 첨가되지 않았을 때는

생장이 이루어 지지 않았다.결과적으로 JJM85
T
는 염분이 없었을 때는 생장이

안 되는 절대 해양성 세균인 것을 알 수가 있다.Aesculin는 가수분해를 할 수

있으나 agar,DNA,starch,Tween80,tyrosine그리고 urea는 가수분해 하지 못

했다.

API ZYM strips kit을 이용하여 효소이용활성을 실험한 결과, alkaline

phosphatase, esterase(C4) (weak), esterase lipase(C8) (weak), lipase

(C14)(weak), leucine arylamidase, valine arylamidase (weak), cystine

arylamidase(weak),trypsin,acidphosphatase(weak),α-chymotrypsin(weak),

naphthol-AS-BI-phosphohydrolase (weak), β-galactosidase (weak) and

N-acetyl-β-glucosaminidase (weak)에서는 반응을 나타내었으나, α

-galactosidase,β-glucuronidase,α-glucosidase,β-glucosidase,α-mannosidase
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and α-fucosidase에서는 반응이 일어나지 않았다.JJM85
T
의 세포벽내 지방산

조성을 분석한 결과 JJM85
T
에 주요 지방산은 C18:1ω7c(87.4%)로 분석이 되었

다.G+Ccontents를 분석한 결과는 68.9mol%로 나타났다.

표준균주 JJM85
T
(=KCTC 22372

T
=DSM 21424

T
)는 서귀포시 표선해수욕장에서

채집된 모래에서 분리되어졌다.
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종 합 요 약

이번 연구는 제주도 하계 암반 조간대 미생물 다양성을 보기위해 암반 조간대

및 조수 웅덩이에서 서식하고 있는 생물,저질토 그리고 모래를 채집하여 색소,

단백질분해효소 및 지질분해효소 생성 미생물을 분리하여 생육특성,생리․생화

학적 특성,색소의 특성 그리고 16SrRNA 유전자 염기서열을 통하여 계통학적

인 특성을 분석하였다.조간대 4개 지점 12개 지역에서 분리된 미생물은 총 850

균주를 분리하였는데 그 중 색소를 생성하는 미생물은 136균주가 분리되었다.

분리된 균주들은 yellow,red,orange,pink혹은 violet등으로 색상이 다양했으

며 대체적으로 그람음성균이 많이 분포하고 있었다.운동성 실험에서는 총 136균

주 중에 118균주가 운동성을 가지고 있었다.분리된 미생물은 다양한 온도와 높

은 염 농도에서도 성장이 가능하다는 것을 확인 할 수가 있었다.색소를 추출한

뒤 carotenoid 또는 bacteiochlorophyll의 유무를 확인 한 결과 57균주가

carotenoid의 흡광 범위인 450～ 540nm에서 peak를 나타내었다.

제주도 조간대에서 분리된 색소생성 미생물의 16SrRNA염기서열 분석을 통하여 계

통분류학적으로 어떤 division에 속하는지를 확인 하여 본 결과 제주도 제주시 동부지

역에서 분리된 색소생성 미생물들은 Proteobacteria(문)/Gammaproteobacteria(강)의

Pseudoalteromonas속 3균주,Shewanella속 8균주,Oceanisphaera속 1균주,Vibrio속

1균주, Proteobacteria(문)/Alphaproteobacteria(강)의 Kordiimonas속 1균주,

Firmicutes(문)/Bacilli(강)의 Bacillus속 1균주,Bacteroidetes(문)/Flavobacteria(강)의

Tenacibaculum속 2균주가 분리되었다. 제주시 서부지역에서는 Proteobacteria

(문)/Gammaproteobacteria(강)의 Pseudoalteromonas속 16균주, Galciecola속 1균주,

Shewanella 속 8균주, Vibrio속 3균주, Alteromonas속 3균주, Proteobacteria

(문)/Alphaproteobacteria(강)의 Loktanella속 1균주,Tateyamaria속 1균주,Roseobacter속 1

균주, Rhodovulum속 1균주, Pseudovibrio속 1균주, Phaeobacter속 1균주,

Bacteroidetes(문)/Flavobacteria(강)의 Winogradskyella속 1균주,Cellulophaga속 1균

주, Formosa속 1균주, Tenacibaculum속 4균주, Polaribacter속 3균주,

Actonobacteria(문)/Actinobacteria(강)/Actinobacteridae(아강)의 Micrococcus속 1균주

(JJM12),Firmcutes(문)/Bacilli(강)의 Bacilus속 1균주,Exiguobacterium 속 1균주가
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분리되었다.서귀포 동부지역에서 분리되어진 색소생성 미생물을 분류해 본 결과

Proteobacteria(문)/Gammaproteobacteria(강)의 Pseudoalteromonas속에 포함되는 6균주,

Shewanella속 4균주(JJM33, JJM61, JJM90, JJM119), Pseudomonas속 2균주,

Microbulbifer속 1균주, Vibrio속 2균주, Alteromonas속 1균주가 분리되었다.

Proteobacteria(문)/Alphaproteobacteria(강)의 Loktanella속에서 1균주,Paracoccus속 3균

주가 분리되었다.Firmicutes(문)/Bacilli(강)의 Bacillus속에서 3균주,Exiguobacterium속

1균주, Marinibacillus속 1균주가 분리되었다. Actonobacteria(문)/Actinobacteria

(강)/Actinobacteridae(아강)의 Micrococcus속에서는 1균주가 분리되었다. Bacteroidetes

(문)/Flavobacteria(강)의 Polaribaacteria속 1균주,Donghaeana속 1균주,Winogradskyella속 1

균주,Tenacibaculum속에서 1균주가 분리 되었다.서귀포 서부지역에서 분리되어진 색소생

성 미생물은 Proteobacteria(문)/Gammaproteobacteria(강)의 Pseudoalteromonas속의

12균주,Shewanella속 6균주,Alteromonas속 3균주,Serratia속 2균주,Vibrio속 1균주

가 분리 되었다.Firmicutes(문)/Bacilli(강)의 Bacillus속 6균주,Sporosarcina속 1균주,

Bacteroidetes(문)/Flavobacteria(강)의 Tenacibaculum속 3균주, Bacteroidetes

(문)/Sphingobacteria(강)의 Flexibacter속 1균주,Persicobacter속 2균주가 분리되었다.

분리 된 136개의 색소 형성 미생물 중 대부분의 미생물은

Proteobacteria/Gammaproteobacteria그룹 (64%)에 속하였으며 다음으로

Bacteroidetes/Flavobacteria그룹 (13%),Proteobacteria/Alphaproteobacteria(8%),

Firmicutes/Bacilli그룹 (10.8%),Bacteroidetes/Sphingobacteria그룹 (2.1%)그리고

Actinobacteria그룹 (2.1%)에 속하는 것으로 나타났다.각각의 분류 그룹을 genus별

로 나누어 보면 다음과 같이 나누어 볼 수 있다.이번 연구에서 분리되어진 색소

생성 미생물에서 가장 많은 균주가 분리(64%) 되어진 Proteobacteria의

Gammaproteobacteria그룹 내에서는 Pseudoalteromonas속이 42%를 차지하고

다음으로 Shewanella속이 29.5%,Alteromonas속과 Vibrio속이 10.2%를 차지

하고 나머지 속은 3% 미만이었다.제주도 조간대에서 분리 되어진 미생물 중 13%

를 차지하는 Bacteroidetes의 Flavobacteria그룹 내에서는 Tenacibaculum 속의 50%

로 가장 많은 부분을 차지하고 있다.다음으로 Polaribacter속이 22.2%를 차지하였

다.제주도 조간대에서 분리 되어진 미생물 중 10.8%를 차지하는 Firmicutes의

Bacilli그룹에서는 Bacillus속의 73.3%로 가장 많은 부분을 차지하고 다음으로
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Exiguobacterium 속의 13.3%를 차지하였다.Marinibacillus속과 Sporosarcina

속은 각각 6.7%를 차지하였다.제주도 조간대에서 분리 되어진 미생물 중 8%를 차

지하는 Proteobacteria의 Alphaproteobacteria 그룹 내에서는 Paracoccus속의

27.2%,Loktanella속의 18.2%,Kordiimonas속,Tateyamaria속,Roseobacter속,

Rhodovulum속,Pseudovibrio속,Phaeobacter속의 각각 9.1%를 차지하였다.분리

되어진 미생물 중 2.1%를 차지하는 Bacteroidetes의 Sphingobacteria그룹 내에서는

Persicobacter속의 66.6%, Flexibacter속이 33.4%를 차지하고 Actinobacteria의

Actinobacteria강 Actinobacteridae 그룹 내에서는 Micrococcus속의 Micrococcus

leuteus3균주가 분리가 되었다.

생리적 특성균으로는 단백질분해효소 활성이 높은 35균주를 분리하였는데 대부

분의 그람음성균이었으며,운동성 실험에서는 총 35균주 중에 33균주가 운동성을

가지고 있었다.분리된 균주들은 다양한 온도,높은 염 농도 및 pH에서도 성장이

가능하다는 것을 확인 할 수가 있었다.16SrRNA 유전자 염기서열 분석을 한

결과 Proteobacteria(문)/Gammaproteobacteria(강)의 Pseudoalteromonas속 10균

주,Vibrio속 21균주,Ferrania속 1균주,Proteobacteria(문)/Alphaproteobacteria

(강)의 Phaeobacter속 1균주,Firmicutes(문)/Bacilli(강)의 Bacillus속 2균주가 분

리되었다.이번 연구에서 분리된 단백질 분해효소 생성 미생물 중 Vibrio속이 가

장 많은 수(21균주,60%)를 차지하고 있었다.또한 지질분해효소 생성 미생물 9

균주를 분리하였다.분리균주 모두 운동성을 가지는 그람음성균이었다.16S

rRNA 유전자 염기서열 분석을 한 결과 Proteobacteria(문)/Gammaproteobacteria

(강)의 Pseudoalteromonas속 1균주,Vibrio속 2균주,Alteromonas속 4균주,

Paeudoalteromonas속 1균주,Agarivorans속 1균주가 분리되었다.그람음성세균에

서 얻어진 지질분해효소는 대부분의 Pseudomonas속에서 발견이 되었다.이번 연

구에서는 Pseudomonas속과는 다른 그람음성세균중에서 지질분해효소 활성을 갖

는 미생물들이 확보되었기 때문에 향후 연구해 볼 가치가 있다고 판단된다.또한

색소생성 미생물 중 총 8균주가 새로운 종일 가능성이 매우 높게 나타났다.이들에

대해서는 향후 근연종의 표준균주를 분양받아 배양 특성,형태적 특성,생리․생화

학적 특성,화학적 특성,분자생물학적 특성에 관한 연구가 요구되어진다.

또한 이번 연구에서 제주도 표선면에 위치한 해수욕장 모래에서 분리되어진
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JJM85
T
는 NCBIBLASTsearch를 해 본 결과 Loktanellahongkongensis와 96%

일치하여 새로운 종일 가능성이 나타나 Loktanella속 내 표준균주들과 16S

rRNA 유전자 염기서열 유사도를 분석해 본 결과 L. hongkongensis

UST950701-009P
T
(95.99%),L.marincolaDSW-18

T
(94.1%),L.roseaFg36

T

(93.88%),L.koreensisGA2-M3
T
(93.88%),L.agnitaR10SW5

T
(93.79%),L.

salsilacusLMG 21507
T
(93.73%),L.fryxellensisLMG 22007

T
(93.35%),L.

atrilutea NCIMB 14280
T
(93.58%) 그리고 L.vestfoldensis LMG 22003

T

(93.12%)로 나타났다.그 중 L.hongkongensis UST950701-009P
T
와 가장 높은

유사도의 염기서열 상동성을 보여 주었다.생리 생화학적 특성 실험 및 16S

rRNA 유전자 염기서열 분석을 통한 유사도 분석,계통분석,지방산 그리고 G+C

함량분석 결과를 종합해 본 결과 JJM85
T
는 신종임을 확인할 수 있었다.이에

JJM85
T
를 Loktanellapyoseonensis로 명명하여 국내 생물자원센터인 KCTC(

KoreanCollectionforTypeCulture)와 독일 DSMZ(DeutscheSammlungvon

MikroorganismenundZellkulturen)에 균주를 기탁하여 각각 균주 등록 번호를

받았다(KCTC 22372
T
,DSM 21424

T
).염기서열은 EMBL NucleotideSequence

Database에 등록하여 accession number를 부여 받았다.Strain JJM85
T
의

accessionnumber는 AM983542이다.
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사를 드리고자 합니다.

본 논문이 완성되기까지 자상하게 인도해 주시고 연구방향에 대하여 넓은 안목

으로 키워주시며 지도해주신 허문수 교수님께 먼저 고개 숙여 감사드립니다.짧

다면 짧은 시간이었지만,이 시간을 통해 교수님으로부터 참된 연구자의 마음가

짐과 삶에 대한 성실한 태도를 마음 깊이 새길 수 있었습니다.학문과 삶에 대한

교수님의 진심 어린 말씀 하나 하나 새겨가며 교수님의 가르침을 잊지 않고 이

제 새롭게 출발하는 마음으로 다시 시작하겠습니다.

그라고 연구와 강의로 바쁘신 가운데에도 제 학위논문 심사를 흔쾌히 맡아주시

고 많은 도움말과 격려를 해주신 제주대학교 과학교육과 이순동 교수님과 수산

생명의학과 송춘복 교수님,이제희 교수님 그리고 해양생명과학과 최광식 교수님

께 감사드립니다.학부과정에서부터 박사과정을 마치는 지금까지 저를 지켜보시

면서 인생의 선배로서 또는 선배 연구자로서 많은 지도와 격려 그리고 도움을

주신 여인규 교수님과 전유진 교수님께도 감사드립니다.그리고 제가 미생물학이

란 학문에 관심을 가질 수 있게 길을 터주시고 많은 조언과 격려를 아낌없이 해

주신 제주특별자치도 해양수산자원연구소 강봉조 박사님,고형범 박사님 그리고

김필연 연구사님께도 감사드립니다.또한 가장 가까이에서 서로에게 격려와 조언

을 아끼지 않고 해 주며 가장 큰 버팀목이 되어주었던 해양미생물학연구실 진창

남 선배님,고대희 선배님,양병규 선배님,강철영 선배님 그리고 언제나 나에게

힘이 되어준 특별한 후배 김만철,김주상,장태원,김민주,김윤범,전봉근,장익

수,한용재,송창영,박동민,또한 부족했던 저에게 실험관련 하여 많은 도움을

주셨던 과학교육과 이동완,서성해,인생의 선배로서 많은 조언과 도움을 주신

이치훈 선배님,박창범 선배님,언제나 항상 그 자리에 있으면서 내가 힘들어 할

때나 기뻐할 때 항상 힘을 보태주고 믿어주었던 나의 영원한 친구인 오영빈,강

영란,허수진,강지연,양문휴 그리고 이번에 같이 박사학위논문 준비하고 발표하
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는 동안 많은 도움을 준 96학번 동기인 오철홍,김맹진 그리고 어릴 때부터 지금

까지 또한 앞으로 영원히 서로에 버팀목이 되어 줄 친구들(강태규,강상봉,강동

권,강민형,강승혁,강호칠,김현주,문재운,현동효,현종철,황찬식)에게 믿음과

감사의 뜻을 전합니다.

항상 공부한다는 핑계로 가족에게 소홀했던 이 못난 저에게는 항상 든든하고

믿음직스러운 형제들이 있습니다.영민이 형,동생 영부 그리고 쌍둥이 여동생

영혜,미혜에게 앞으로 더 열심히 살아가겠다는 약속과 함께 작지만 이 지면을

빌어 저를 지금까지 믿어주고 격려해 준 것을 감사드립니다.

그리고 제 모든 힘의 원천이며 살아가는 원동력인 사랑하는 부모님께 감사드립

니다.두 분의 헤아릴 수 없이 가득한 사랑과 관심,인내가 없었다면 지금의 저

는 결코 있을 수 없었을 것입니다.그 무엇으로도 다 표현할 수 없을 만큼의 헌

신적인 두 분의 사랑으로 이렇게 결실을 맺을 수 있었습니다.두 분의 사랑에 항

상 감사하며 최선을 다해 열심히 살아가겠습니다.아버지,어머니 사랑합니다.

더불어 부족한 이 사위를 항상 믿고 염려해 주시고 격려를 잊지 않고 해 주시는

장인,장모님께도 감사의 마음을 전합니다.항상 건강하세요.또한 큰형님과 작은

형님께도 저에 대한 믿음 감사드립니다.그리고 언제나 저의 어깨를 다독거리며

어떠한 상황에서도 할 수 있다는 믿음을 가지면 못할게 없다는 정신과 힘을 불

어넣어 주신 작은 아버지,명수형님,외삼촌을 비롯한 친척 가족 분들께도 감사

에 마음을 전합니다.

마지막으로,20살이란 어린 나이에 만나 지금까지 항상 나의 곁을 지키며 힘들

때나 기쁠 때 그 어느 누구보다 앞장서서 나에게 격려와 조언 그리고 기쁨을 주

었던 나의 천사,학생 신분으로 결혼을 하면서 많은 어려움이 있는데도 항상 밝

은 웃음과 마음으로 이렇게 결실을 맺을 수 있도록 무한한 신뢰,믿음 그리고 사

랑을 주고 있는 사랑하는 나의 아내 김지연 그리고 아들 정우에게 진심으로 사

랑한다는 말을 전합니다.

이 외에 제가 미처 언급하지 못한 고마운 분들이 너무나 많습니다.그 분들의

이름을 모두 되새기지 못함을 죄송하게 생각하며,대신 제 깊은 감사의 말로 이

글을 마칠까 합니다.“모두들 진심으로 감사드립니다”.
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