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Abstract

Theaim ofthisstudywastoinvestigatetheBacterialcommunityanalysis

and Screening ofbacteria with antibacterialactivities from Callyspongia

elegans.Inmarinebacteriawereisolatedfrom themarinespongeC.elegans

usingmarineagar.Theresulting112isolatedpurecultureswerethenused

forfurtherstudy.Thecharacterization ofthebacteria wasdonethrough

microscopic and molecular analysis.Some of the isolated strains were

determinedtobenovelbacterialspeciesthroughtaxonomicidentificationand

classification.

A totalof112culturablestrainswereisolated.Theywerecharacterizedby

determining morphological characteristics through,Gram’staining.The

colony pigmentsofbacterialisolateswerecharacterizedasyellow,brown,

ivory,andwhite.Thirty-sevenstrainswerefoundtobeGram-positiveand

75strainswereGram-negative.Seventy-ninestrainsofallisolateswere

coccus-shaped,while16strainswererod-shaped.

Theisolatedstrainswereselectedforphylogeneticinvestigationthrougha

16SrDNA genesequenceanalysis.ThebacterialgenomicDNA wasisolated

and16SrDNA regionswereamplifiedusingtheprimers27Fand1522R.The

sequenceswerethencomparedwiththesequencesintheNCBI Genebank

databaseandaBLAST analysiswasperformed.Onthebasisoftheresults

ofthecomparativeanalysesof16SrDNA genesequences,the112isolated

bacteria were divided into 5 major groups: α-proteobacteria (39%), γ

-proteobacteria(22%),Actinobacteria(14%),Fimicutes(9%),andBacteroid-

etes(6%).

Alloftheisolatedstrainsweretestedforantibacterialactivityusingagar

spotassaysandamplificationsofPolyketidesynthase(PKS)genes.Todetect

thePKS genes,PCR wascarried outusing thegenomicDNA ofthese
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strainsastemplates,aswellastwooligonucleotidesthatbindspecificallyto

theketosynthase(KS)domainsofPKS.PCRwiththegenomicDNAfrom all

16strainsyieldedabout700bpDNA fragments,whichweretheexpected

sizeforthePCR product.TheresultsshowedthatKS ,domainsofPKS

from 3 strainsthathad appeared to benovelactually had identities as

Pseudovibriosp.(90%)inthedatabases.Isolatesdemonstratingantibacterial

activity represented 33% of thetotal.Twenty-eightstrainsalsoshowed

antibacterialactivityagainstE.tarda.

Itisstronglysuggestedthatfifteenisolatesarecandidatesforanew genus

orspecies,basedontheanalysesof16SrDNAgenesequences.
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Ⅰ.서 론

 

 해면은 오랜 진화적 역사를 갖는 다세포 여과섭식 무척추동물로써 지금까지 약

8,000여 종이 알려져 있으며,해양 및 담수에 서식하는 것으로 알려져 있다.해면

은 해양에서 열대,온대,극지에 이르기까지 범지구적인 넓은 분포를 나타내고

있으며,이 중 열대지역의 해양에 가장 많은 종이 분포하는 반면,담수에는 1%

이하의 해면만이 서식하는 것으로 알려져 있다(Thomas et.al.,2010).해면은

Calcarea,Demospongiae,Hexactinellida3개의 주요 강으로 나뉘며,가장 많은

해면 종들은 Demospongiae 강에 속하는 것으로 보고 되어 있다(Hentschel

et.al.,2006).

이러한 해양 무척추동물인 해면은 세포내 혹은 세포외에 많은 미생물을 포함하

는 것으로 알려져 있다(Selvin,J.,2009).해면은 여과 섭식 동물로써 주변의 해

수 혹은 담수의 여과를 통하여 먹이원을 공급받으며(Thomaset.al.,2010),해면

생체량의 40% 이상에 달하는 세균을 비롯한 고세균,시아노박테리아,녹조류,홍

조류,규조류 등 많은 미생물을 포함하고 있다.이러한 해면은 bacteriosponges

혹은 high-microbial abundance sponge라 불리운다(Hentschel et.al.,2006,

Hardoim etal.,2009,Levinaet.al.,2005,Thielet.al.,2007).

해면에 서식하는 공생미생물은 해면의 표면,혹은 해면 세포내에 서식하며,일

시적이거나 영구적인 공생관계를 유지하는 것으로 알려져 있으며(Park et.al.,

2009),그 수와 종류에 있어 매우 방대하다 (Hentschelet.al.,2006,Zhanget.al.,

2006).세균은 해면의 공생미생물 중 가장 많은 분포를 나타낸다(Thompson

et.al.,1994).Pseudomonasdenitificans와 같이 여러 종의 해면에서 우점종으로

발견되는 경우(Hentschelet.al.,2002,Enticknapet.al.,2006)도 있으나,외부의

환경 변화에도 불구하고 숙주 해면과의 공생관계가 영구적인 세균종이 있다는

보고(MuschollSilberhornet.al.,2008,Friedrichet.al.,2001)도 있다.

해면동물의 소화과정과 면역반응에 저항하며 성공적으로 공생하는 세균은 이차

대사산물의 생합성에 관련되어 있어(Choet.al.,2009,Thomset.al.,2003)여과
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섭식자인 해면동물의 먹이원이기도 하지만,해면의 면역 반응에 중요한 역할을

하기도 한다.이때 미생물과의 공생을 통하여 영양원을 얻거나 골편의 안정화,

질소고정과 질화작용,노폐물의 가공을 수행하고 혹은 숙주의 화학적 방어 작용,

UV 조사에 대한 보호 작용,미생물 감염에 저항하기 위하여 많은 종류의 이차

대사산물을 생성하는 것으로 알려져 있다(Thomaset.al.,2010,Liet.al.,2006).

해양 생태계에서 해면의 서식에 중요한 역할을 하는 이러한 이차 대사산물에는

항바이러스,항세균,항암물질,세포독성,항염증성 물질 등 의학적으로 중요한

물질들이 포함된다.실제 해양으로부터 유래하는 생물의약품 중 대부분이 무척추

동물로부터 유래하며,그 중 해면으로부터 가장 많은 종류의 생리활성물질이 생

산되는 것으로 알려져 있다(Thomaset.al.,2010).또한 해면으로부터 항암제,항

생제,콜레스테롤 합성저해제,효소를 비롯한 많은 생리활성 물질들이 분리되면

서 (DaiJet.al.,2007,Dalisayet.al.,2009,Selvinet.al.,2009,Tayloret.al.,

2004),최근 새로운 의약품 개발을 위한 해양 생물자원으로써 해면에 많은 관심

이 집중되고 있다.

폴리케타이드는 방선균 등이 생산하는 중요한 천연물로 coenzymeA-activated

carboxylic acid의 중합화로 형성된다.폴리케타이드의 생합성은 polyketide

synthase(PKS)다기능 효소로서 천연물의 다양한 구조를 가지며,많은 의약의

풍부한 공급원이 되고 있다 (Hutchinson,2003).항생제 erythromycin,tetracy-

cline,methymycin,항암제 doxorubicin,enediynes,면역억제제 rapamycin,

FK506,antiparasitic 제제 avermectin,nemadectin,항진균제 amphotericin,

griseofulvin,심장순환기약제 lovastatin,compactin그리고 동물약품 monensin,

tylosin이 그 산업적 예이며 rapamycin과 FK506은 세포의 signaltransduction

규명에 사용되기도 했다(Schreiber,1998).

해면의 공생미생물은 폴리케타이드를 포함한 천연 의약품과 또한 해면으로부터

유도하여 물질을 생산한다(Prokschet.al.,2002).게다가 해면 P.clavata에서 분

리된 Salinisporabacteria는 rifamycin항생제라는 새로운 물질을 생산하였으며,

이는 PKS system에 의해 생산되어졌다고 보고되었다(Kim etal.,2006).많은

천연 폴리케타이드 물질은 해면에서 분리되어지지만(fontanaetal.,1998),해양

미생물의 PKS 유전자의 대한 연구는 아직 초기 단계이다(Pieletal.,2004;
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Fieseleretal.,2007).

이처럼 해면으로부터 분리되는 다수의 생리활성물질들이 공생하는 미생물에 의

해 생산되는 것으로 보고가 증가되는 실정이다(Guangyietal.,2006;Kennedy

etal.,2009;Lafietal.,2005;Tamakietal.,2005,Mohamedetal.,2008).이

러한 해면의 생리활성물질들이 공생하는 세균에 의해 생산되는 것으로 추정되면

서 해면공생세균의 다양성 및 군집구조에 관한 연구가 매우 증가하고 있는 추세

이며(Leeet.al.,2009;Liet.al.,2007;Radwanet.al.,2010;(16srDNA-RFLP

28),군집구조의 분석은 해면에 공생하는 전체 미생물의 군집을 평가하는데 있어

매우 중요하다(Alam et.al.,2002;Tayloret.al.,2004).

본 연구에서는 16SrDNA를 이용하여 Callyspongiaelegans의 세균의 군집 구

조를 분석하고,PCR를 통해 PKS유전자를 스크리닝하여 항균활성을 탐색하고

자 한다.
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Ⅱ.재료 및 방법

2.1.시료채집

본 연구에서 해면 C.elegans(Fig.1)은 2011년 11월 7일 제주도 문섬 앞바다

수심 10m에서 스쿠버 다이빙에 의해 채집하였으며,채집한 해면은 즉시 해수가

담겨진 멸균된 용기에 보관하여 운반하였으며,4℃보관 후 미생물을 분리하는 데

에 사용하였다.

Fig2.Marinesponge'C.elegans'
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Fig3.SerialdilutionmethodforisolationofC.elegansbacteria

2.2.미생물의 분리 및 배양

2.2.1.미생물 분리·배양 및 보관

채집한 해면은 멸균된 인공해수에 세척 후,해면의 안쪽을 1g정도 잘라 멸균된

0.85% NaCl용액에 넣어 homogenizer로 균질화 시켰다.균질화 된 시료는 연속

희석법(Fig.2)으로 10
-1
~10

-6
배로 희석 후 현탁액을 MarineAgar(MA,Difco,

USA),R2A (Difco,USA)배지에 도말 한 후 25℃에 7일간 배양하였다.각 평판

배지에서 분리된 집락을 선정하여 배지에 2-3회 계대배양 하여 순수 분리하였다.

방선균은 ISPMedium 2(ISP2,Difco,USA)배지에 계대배양 하였다.배지의

조성은 Table1-3과 같다.분리된 미생물은 20% (v/v)Glycerol에 현탁하여 초

저온 냉동고 (-80℃)에 동결 보관하였다.



- 6 -

Ingredient Amounts

Peptone 5.0g

Yeastextract 1.0g

Ferriccitrate 0.1g

Sodium chloride 19.45g

Magnesium chloride 8.8g

Sodium sulfate 3.24g

Calcium chloride 1.8g

Potassium chloride 0.55g

Sodium bicarbonate 0.16g

Potassium bromide 0.08g

Strontium chloride 34.0mg

Boricacid 22.0g

Sodium silicate 4.0g

Sodium fluoride 2.4g

Ammonium nitrate 1.6g

Disodium phosphate 8.0g

Agar 15.0g

Distilledwater 1L

Table 1. Composition of Marine agar (MA)



- 7 -

Ingredient Amounts

Yeastextract 0.5g

Proteosepeptone 0.5g

Casaminoacids 0.5g

Dextrose 0.5g

Solublestarch 0.5g

Sodium pyruvate 0.5g

Dipotassium phosphate 0.3g

Magnesium sulfate 0.05g

Agar 15.0g

Distilledwater 1L

Table2.CompositionofR2A

Ingredient Amounts

YeastExtract 4.0g

MaltExtract 10.0g

Dextrose 4.0g

Agar 20.0g

Distilledwater 1L

Table3.CompositionofISPMedium 2



- 8 -

Fig4.Gram'sstainingforisolatestrainofC.elegans

2.3.표현형질에 따른 특징

2.3.1.배양상 특징

순수 배양된 세균들은 MA,R2A 평판배지에 2~3일 배양한 후 집락의 색상을

기록하였다.또한,방선균은 ISP2배지에서 7~10일 배양 후 포자의 색상을 기록

하였다.

2.3.2.형태학적 특징

균주들의 형태학적 특징은 그람염색으로 그람양성균과 그람음성균을 구분하였

다.그람염색은 ColorGram 2kit(bioMérieux)를 이용하여 균체를 슬라이드 글

라스에 열고정하고,크리스탈 바이올렛으로 1분 염색 후 세척,요오드 용액으로

1분간 고정,알콜로 15초간 탈색 후 사프라닌으로 다시 45초 염색하는 과정을 통

해 수행하였다.염색 후 광학현미경 (AX10SCOPEA1,ZEISS)을 통해서 그람양

성균과 그람음성균을 관찰하였다.
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2.4.분자생물학적 방법

2.4.1.GenomicDNA 분리

GenomicDNA를 분리하기 위해 균주들은 액체배지에 접종하여 배양 후 원심분

리로 상층액을 제거 후 모아진 pellet을 사용하였다.TEbuffer567㎕를 넣고 용

해시킨 후 lysozyme(100mg/ml)을 10㎕을 첨가하여 잘 섞어 주고 실온에서 5

분간 반응시켰다.단백질 제거는 10% SDS와 proteinaseK (10mg/ml)를 첨가

후 37℃에서 1시간 배양하였다.5M NaCl를 첨가 후 잘 섞어주고 CTAB/NaCl

solution을 첨가 후 65℃에서 10분간 반응 시켰다.DNA 추출 및 침전을 위해서

Phenol/Chloroform/Isoamylalcohol(25:24:1)를 700㎕를 첨가 후 부드럽게 섞

어 준 후,5분간 원심분리(13,000rpm,5분)하였다.깨끗한 상층액을 새 마이크로

튜브에 옮겨주고,옮겨진 부피의 2배의 chloroform/isoamylalcohol(24:1)를 첨

가하여 부드럽게 섞어 준 뒤,다시 원심분리 하였다.다시 새 튜브에 상층액을

조심스럽게 옮겨주고 600㎕ isopropanol를 첨가하여 상하로 부드럽게 흔들어서

흰색의 DNA를 확인하였다.원심분리 하여 상층액을 버리고 모아진 DNA을 세

척하기 위해 70% ethanol700㎕를 첨가 후 원심분리 하였다.상층액을 버리고

실온에서 pellet을 건조하여 ethanol을 제거한다.pellet의 양의 따라서 TE

buffer50-100㎕와 RNase(10mg/ml)을 첨가하여 실온에서 녹였다.DNA가 완

전히 녹은 것을 확인 후에 UV-VisSpectrophotometer(UV,mini1240,Shamdzu)

로 DNA농도를 측정하고,농도가 측정된 DNA는 4℃에 보관하였다.
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2.4.2.16SrDNA 유전자 증폭

16srDNA 분석은 추출된 genomicDNA를 사용하였다.16srDNA 유전자 증폭

에 사용된 primer는 27Forwardprimer와 1522Reverseprimer를 사용하였다

(Table4).추출된 DNA 1㎕에,10pmol/primer1㎕,10mM dNTPs,10X

PCRbuffer,5UnitTaqpolymerase(TAKARA,Japan),BioneerD.W를 혼합하

여 최종부피 25㎕로 맞추어 수행하였다.PCR 조건은 95℃에서 초기 변성단계

(Initialdenaturation)5분,30cycle동안 94℃에서 변성단계 (denaturation)1분,

55℃에서 결합단계 (annealing)1분,72℃에서 합성단계 (extention)3분을,72℃

분간 최종 합성단계 (finalextention)로 ,PCR(Thermalcycler,Bio-RAD)반응

을 실시하였다.증폭된 PCR 산물은 1% agarose에서 전기영동 (Mupid®-ex,

ADVANCE)하여 확인하였다.

PCRreaction Primer Sequence(5'-3')

16SrDNA 27F AGAGTTTGATCCTGGCTCAG

16SrDNA 1522R AAGGAGGTGATCCAGCCGCA

PKS GBF RTRGAYCCNCAGCAICG

PKS GBR VGTNCCNGTGCCRTG

Table4.polymerasechainreaction(PCR)Primersusedinthisstudy.
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2.4.3.유전자 클로닝 및 형질전환

pGEM®-T EasyVectorSystem (Promega,USA)을 이용하여 다음과 같은 실

험을 수행하였다.2×RapidLigationBuffer5㎕,pGEM-T Easyvector(50

ng)1㎕,T4DNA ligase1㎕,증폭된 PCR산물 3㎕를 섞어준 후,4℃에서 하

룻동안 반응시켜 ligation하였다.JM109Competentcell50㎕를 첨가하여 얼음에

꽂은 후 20분간 반응 시키고,42℃에서 45초정도 열 충격(Heatshock)하여 즉시

얼음에 꽂아 2분간 반응시켰다.LBbroth를 950㎕ 첨가 후,37℃에서 1시간 정

도 배양시켰다.LB/ampicillin(50mg/ml)/isopropyl1-thio-β-D-galactoside

(IPTG,0.1M)/5-bromo-4-chloro-3-indolyl-β-D-galactopyranoside(X-Gal,40

mg/ml)평판배지에서 도말 후,37℃,1일 동안 배양하여 흰 집락을 선별하였다.

선별한 집락을 LB broth/ampicillin(50mg/ml)에 접종하여 16시간 배양하여

plasmidDNA를 분리하였다.plasmidDNA 분리는 DNA-spin PlasmidDNA

extractionkit(iNtRON,korea)를 사용하였다.배양된 균체를 원심분리 하여 모

아진 균체를 resuspensionbuffer250㎕를 넣고 균체를 잘 풀어준 후,lysis

buffer250㎕ 첨가 후,상하로 2~3회 잘 섞어준다.그리고 neutralizationbuffer

를 350㎕를 넣어주고 또다시 상하로 잘 섞어 준 후,4℃에서 5분간 반응시킨다.

원심분리(13,000 rpm,10분)하여 최대한 불순물을 제거하고 상층액을 spin

column에 옮겨준 뒤 다시 원심분리(13,000rpm,1분)하였다.washingbufferA

와 B로 불순물을 세척 후 elutionbuffer로 DNA를 elution했다.분리된 DNA는

1% agarosegel에서 전기영동하여 확인하였다.
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2.4.4.염기서열 분석 및 계통학적 분석

16SrDNA 유전자는 (주)제노텍 (Daejeon,Korea)에 의뢰하여 염기서열을 분석

하였다.분석된 염기서열은 Basic LocalAlignmentSearch Tool(BLAST)

search program을 이용하여 NationalCenterforBiotechnology Information

(NCBI)의 Genbankdatabase와 EzTaxonserver(Chunetal,2007)에서 유사한

염기서열을 비교하고,가장 근연속이나 종으로 나타나는 서열을 확인하였다.본

연구에 의해서 결정된 염기서열과 database에서 회수된 표준미생물 염기서열은

Mega4.0software(Tamuraetal,2007)에 포함된 ClustalW 프로그램을 이용

하여 multiplealignment로 정렬하였다.
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2.5.항균물질 탐색

2.5.1.항균활성 유전자 탐색

PolyKetide Synthase (PKS)유전자를 증폭하기 위해 GB Forward와 GB

Reversprimer를 (주)제노텍 (Daejeon,Korea)에 주문하여 10pmol로 희석 후

사용하였다.10pmol/primer1㎕,TemplateDNA 1㎕,10mM dNTPs,10X

PCRbuffer,5UnitTaqpolymerase(TAKARA,Japan),BioneerD.W를 혼합하

여 최종부피 25㎕로 맞추어 수행하였다.PCR 조건은 94℃에서 초기 변성단계

(Initialdenaturation)5분,35cycle동안 94℃에서 변성단계 (denaturation)1분,

55℃에서 결합단계(annealing)1분,72℃에서 합성단계 (extention)2분으로 하였

고,72℃에서 10분간 최종 합성단계 (finalextention)으로 PCR (CI100Thermal

cycler,Bio-RAD)반응을 실시하였다.증폭된 PCR 산물은 유전자를 확인하기

위해 1% agarose gel에서 전기영동 하여 확인하였다.PCR 증폭된 산물은

pGEM®-TEasyVectorSystem (Promega,USA)을 이용하여 ligation을 수행하

고,JM109Competentcell을 이용하여 형질전환 하였다.형질전환 한 Plasmid

DNA 분리는 DNA-spinPlasmidDNAextractionkit(iNtRON,korea)를 사용하

여 분리하였다.

염기서열 분석은 (주)제노텍 (Daejeon,Korea)에 의뢰하여 염기서열을 분석하였

다.분석된 염기서열은 BLAST searchprogram을 이용하여 NCBI의 Genbank

database의 유사한 염기서열을 비교하였다.본 연구에 의해서 결정된 염기서열과

database에서 회수된 염기서열은 MEGA 4.0software(Tamuraetal.,2007)에

포함된 ClustalW 프로그램을 이용하여 multiplealignment로 정렬하였다.진화

적 거리는 같은 프로그램에서 Jukes-Cantor(Munro,1969)방법을 인용하여

neighbor-joining방법 (NJ;SaitouandNei,1987)과 maximum-likelihood(ML;

Felsenstein,1981)을 이용하여 계통수를 작성하였다.
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2.5.2.분리균주의 항균활성 측정

분리된 112균주들을 대상으로 Agarspotassay를 사용하여 항균활성을 탐색하

였다. 시험균주로는 인체유해세균 3종, 어류 질병 유발균 3종을 Korean

Collection for Type Culture (KCTC)와 Korean Culture Center of

Microorganisms(KCCM)에서 분양 받아 실험에 사용하였다(Table5).분리된 균

주들을 MA와 R2A에 3일간 배양하였다. 시험균주는 Spectrophotometer

(UV-VISIBLE S-3100,Scinco)를 사용하여 600nm에서 opticaldensity(O.D)

값 0.4(10
6
CFU/ml)로 흡광도를 조절하였다.억제환의 생성여부와 크기를 측정

하기 위해서 pour-platemethod에 따라 0.3% Topagar에 시험균주 현탁액을 넣

고 잘 섞은 후,접종한 평판배지에 골고루 분주하였다.시험균주의 각 배양온도

에서 24시간 배양 후에 생육저지대 (ClearZone)를 형성하는 균을 선별하였다.

항균용 실험배지는 다음과 같다.

Strain StrainNO. Media Temp.(℃)

Escherichiacoli KCCM 40880 NA 37

Staphylococcusaureus KCTC1927 TSA 37

Vibrioparahaemolyticus KCCM 11965 MA 25

Edwardsiellatarda KCTC12267 NA 37

Streptococcusiniae KCTC3657 BHIA 37

Vibrioalginolyticus KCCM 40513 MA 37

Table5.Listofstrainsusedofantibacterialexperiment
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Ingredient Amounts

BeefExtract 3.0g

Peptone 5.0g

Agar 15.0g

Distilledwater 1L

Table6.CompositionofE.coli& E.tardamedia(NA)

Ingredient Amounts

CalfBrains,Infusionfrom 200g 7.7g

BeefHeart,Infusionfrom 250g 9.8g

ProteosePeptone 10.0g

Dextrose 2.0g

Sodium Chloride 5.0g

Disodium Phosphate 2.0g

Agar 15.0g

Distilledwater 1L

Table7.CompositionofS.iniaemedia(BHIA)
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Ⅲ.결과 및 고찰

3.1.C.elegans미생물의 순수 분리

3.1.1.평판배양법에 의한 세균수 측정

평판배지에 희석한 시료를 도말하여 배양 후 단일 집락의 수를 측정하는 것

으로 평판계수법 (platecount)또는 집락계수법 (colonycount)이라고도 한다.

평판배지에 형성된 집락 수가 30~300개가 있을 때 신뢰성이 있다.

C.elegans에서 MA와 R2A 배지에 배양한 결과,MA 배지에서는 분리한 세

균은 4.8×104CFU/g,R2A 배지에는 2.0×104CFU/g의 세균수가 관찰되

었다.MA보다 R2A 배지에서 세균수가 훨씬 낮게 관찰되었다.MA 배지에서

R2A배지보다 2배 정도 높은 세균 수를 나타내었다.

Fig5.Colonyformingunitpergram (CFU/g)ofC.eleganssample

onmedium  
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3.2.표현형질에 따른 특징

3.2.1.분리균주의 배양상 및 형태학적 특성

  C.elegans에서 배양 가능한 미생물은 총 112균주가 분리되었다.그람염색

법으로 확인한 결과로 그람양성균은 37균주,그람음성균은 75균주로 그람음성

균이 더 많게 분포하는 것으로 나타났다.배지상으로는 MA 배지에서는 그람

음성균이 90% 차지하는 것으로 나타나는 반면,R2A 배지에서는 90% 이상이

그람 양성균으로 나타났다.균주들의 집락의 색깔은 아이보리색,노란색,흰색,

갈색 등으로 다소 제한적으로 나타남을 알 수 있었다.갈색 계열의 균주들 중

일부는 배양시간이 길어짐에 따라 점점 진한 색을 띄었다.균주의 형태는 간

균 (Rods)이 79균주가 관찰되었고,구균 (coccus)이 16균주,간균과 구균의 형

태 모두 가지는 균주는 11균주,포자형태 (spore)6균주가 관찰되었다.
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No. Name Gram stain Colorofcolonyonmedium Morphology Motility

1 CE1 N Yellow R +

2 CE2 N ReddishBrown R +

3 CE3 N Light-Yellow R +

4 CE4 P White R +

5 CE5 N Beige C +

6 CE6 N Brown R +

7 CE7 N Ivory R +

8 CE8 N Beige R +

9 CE9 N Brown R +

10 CE10 N Brown R +

11 CE11 N Beige C +

12 CE12 N Brown R +

13 CE13 N Ivory R +

14 CE14 N Brown C +

15 CE16 N Ivory R +

16 CE17 N Yellow R +

17 CE19 N LightYellow R/C -

18 CE20 N Brown C +

19 CE21 N Ivory R/C -

20 CE22 N ReddishBrown C +

21 CE23 N Brown C +

22 CE24 N ReddishBrown R +

23 CE24-1 N Brown R +

24 CE25 N DarkYellow R +

25 CE26 N Brown C +

26 CE27 N Yellow R +

Table8.PhenotypiccharacteristicsofC.elegansbacteria
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Table8.Continue

No. Name Gram stain Colorofcolonyonmedium Morphology Motility

27 CE28 N DarkBrown C +

28 CE29 N Brown R +

29 CE30 N Brown C +

30 CE31 N Ivory R +

31 CE32 N apricot R +

32 CE33 N Ivory R/C -

33 CE34 N LightBrown R +

34 CE35 N Ivory R/C -

35 CE36 N Ivory R/C -

36 CE37 N Ivory R +

37 CE38 N Ivory R -

38 CE39 N LightBrown C +

39 CE40 N Ivory R -

40 CE41 N apricot R +

41 CE42 N ReddishBrown C +

42 CE43 N DarkIvory R/C -

43 CE44 N Ivory R/C -

44 CE45 N Brown C +

45 CE46 P Ivory R +

46 CE47 P Ivory R +

47 CE49 N Ivory R +

48 CE50 N Brown R +

49 CE51 P Hotpink R +

50 CE52 N DarkIvory R/C -

51 CE53 N Ivory R/C -

52 CE54 N LightYellow R +
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Table8.Continue.

No. Name Gram stain Colorofcolonyonmedium Morphology Motility

53 CE55 N Ivory R +

54 CE56 N Lightapricot R/C -

55 CE57 N Ivory R -

56 CE58 N Green-Brown R +

57 CE59 N ReddishBrown R +

58 CE63 P apricot C -

59 CE64 N LightBrown C +

60 CE65 N Ivory R +

61 CE66 N Ivory R +

62 CE67 N Light-Yellow R +

63 CE68 N Brown R +

64 CE69 N Ivory R +

65 CE70 N Khaki R +

66 CE72 N Ivory R/C -

67 CE73 N Ivory R -

68 CE74 N Light-Yellow R +

69 CE74-1 N Dark-Yellow R +

70 CE75 N Light-Yellow R +

71 CE76 N Ivory R -

72 CE77 P Ivory R +

73 CE78 N Yellow R +

74 CE79 N Brown R +

75 CE80 N Dark-Ivory R +

76 CE81 N Yellow R +

77 CE82 P Green-Yellow R -

78 CE83 N Dark-Yellow R +
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Table8.Continue.

No. Name Gram stain Colorofcolonyonmedium Morphology Motility

79 CE84 P Ivory R +

80 CE85 N Ivory R -

81 CR2 P Yellow R +

82 CR3 N Green-Yellow R +

83 CR4 N Yellow R +

84 CR5 P White R +

85 CR6 P Yellow R +

86 CR7 P Ivory R +

87 CR8 P Yellow R -

88 CR9 P Ivory R -

89 CR10 P White R +

90 CR12 P White R +

91 CR13 P Orange C -

92 CR14 P Green-Yellow R -

93 CR15 P Ivory R +

94 CR16 P White R +

95 CR17 P Yellow R +

96 CR18 P Yellow R +

97 CR19 P White R +

98 CR20 P White R +

99 CR21 P Colorless R +

100 CR23 P Light-apricot C -

101 CR24 P White R -

102 CR25 P apricot R -

103 CR26 N Colorless-White R -

104 CR27 P Colorless-White R +
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Table 8. Continue.

No. Name Gram stain Colorofcolonyonmedium Morphology Motility

105 CR28 P Green-Yellow R -

106 IC2 P Ivory spore

107 IC5 P Gray spore

108 IC6 P Ivory spore

109 IC10 P Dark-Gray spore -

110 IC11 P Gray spore

111 IC12 P Dark-Brown spore

112 IC14 P Light-apricot R -
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3.3.16SrDNA 염기서열의 계통학적 특징

3.3.1.C.elegans내 세균군집의 계통학적 특성

16SrDNA 유전자는 rRNA를 만드는 유전자로 돌연변이가 잘 일어나지 않아

세균을 분류하는데 매우 중요하다.많은 연구가들에 의한 세균들의 rDNA 염기

서열에 대한 자료가 축적되어 가고 있고,16SrDNA 염기서열 분석법의 자동화

로 인해 더 쉽고 정확하게 세균을 분류 할 수 있게 되었다.

C.elegans에서 분리된 112균주의 분석되어진 16SrDNA 염기서열은 염기서열

간의 유사도를 확인하기 위해 BLAST search program을 이용하여 NCBI의

Genbank와 EzTaxonserver에서 유사한 염기서열을 비교하였다.

염기서열 분석한 결과, 주요 분류군으로 Actionobacteria, Bacteroidetes,

Firmicutes,Proteobacteria의 4개의 문 (Phylum)이 확인되었으며,Proteobac-

teria는 α-Proteobacteria와 γ-Proteobacteria의 2개의 강 (Class)가 나타내었다

(Fig5).

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

Microbacteriaceae,Mycobacteriaceae,Nocardiaceae,Nocardioidaceae,Sanguib-

acteraceae,Streptomycetaceae의 6개의 과(family)를 나타냈다(Tabel9).

Microbacteriaceae에서는 Microbacterium (genus)가 5균주(CE82,CR8,CR14,

CR28)들이 분리되었다. CE82, CR8, CR14는 Microbacterium binotii CIP

101303
T
(EF567306),CR28은 Microbacterium mitrae M4-8

T
와 99% 이상 16S

rDNA유전자 염기서열 유사도를 보였다.

Mycobacteriaceae에는 Mycobacterium (genus)에 속하는 1균주 (CR25)로

Mycobacterium frederiksbergenseDSM 44346
T
에 99% 16SrRNA 염기서열 유사

도를 나타내었다.

Nocardiaceae(family)는 Rhodococcus,Nocardia의 2개의 속 (genus)이 분리되었

고, 각각 Rhodococcus (genus)에 속하는 2균주(CE63, CR23)로 CE63은

RhodococcuserythropolisNBRC100887
T
100%,CR23는 RhodococcusequiDSM
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20307
T
99%의 염기서열 유사도를 보였다.Nocardia(genus)에 속하는 1균주인 IC14

로 균사생성 방선균인 NocardiaspeluncaeN2-11
T
와 99%의 염기서열 유사도를 보

였다.

Nocardioidaceae에서는 Marmoricola(genus)에 속하는 1균주 (CR13)로 분리되었

으며,CR13은 해양 퇴적물에서 분리된 MarmoricolaaequoreusSST-45(T)에 98%

의 염기서열 유사도를 나타내었다.

Sanguibacteraceae (family)/ Sanguibacter(genus)에 속하는 1균주 (CR6)와 ,

Streptomycetaceae(family)/Streptomyces(genus)에 속하는 2균주 (IC2,IC5,IC6,

IC10,IC11,IC12)가 분리되었다.CR6은 SanguibacterkeddieiiDSM 10542(T),

Streptomyces 분리균주들은 Streptomyces cirratus NRRL B-3250(T),

StreptomycesspororaveusLMG20313(T),StreptomycesplatensisJCM 4662(T),

Streptomyces beijiangensis NBRC 100044(T),Streptomyces olivochromogenes

NBRC3178(T),StreptomycesgriseochromogenesNBRC13413(T)사이에 99% 이

상의 염기서열 유사도를 보였다.

Bacteroidetes (phylum)/ Flavobacteriia (class)/ Flavobacteriales (order)/

Flavobacteriaceae (family)에는 Actibacter (genus)에 속하는 1균주 (CE81)와

Tenacibaculum (genus)에 속하는 6균주 (CE17,CE25,CE27,CE67,CE78,CE83,

CE24-1)가 분리되었다.CE81는 Actibacter sediminis JC2129(T)(EF670651)와

91.9% 유사도를 Tenacibaculum 분리균주들은 Tenacibaculum crassostreae

JO-1(T),Tenacibaculum litopenaeiB-I(T),Tenacibaculum litoreum CL-TF13(T)

사이에 91.8-94.5% 낮은 염기서열 유사도를 나타내었다.

Firmicutes (phylum)/ Bacilli(class)/ Bacillales (order)에서는 Bacillaceae,

Paenibacillaceae의 2개의 과(family)와 Bacillus, Lysinibacillus, Brevibacillus,

Paenibacillus의 4개의 속 (genus)이 확인되었다.

Bacillaceae(family)에는 Bacillus(genus)에 속하는 14균주 (CR24, CR5,CR20,

CE51,CR21,CR16,CR17,CR18,CE47,CR15,CE4,CE46,CR10,CE77)와

Lysinibacillus(genus)에 속하는 3균주(CE84,CR7,CR27)가 분리되었다.Bacillus

분리균주들은 BacillusacidicelerCBD 119(T),BacillusanthracisAmes,Bacillus

aquimarisTF-12(T),BacilluscibiJG-30(T),BacillusdrentensisLMG21831(T),
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Bacillus luciferensis LMG 18422(T),Bacillus marisflaviTF-11(T),Bacillus

oceanisediminisH2(T),Bacillusstratosphericus41KF2a(T),Bacillusthuringiensis

ATCC10792(T),Brevibacterium frigoritoleransDSM 8801(T)사이에 99.0-100%

의 염기서열 유사도는 보여주었다.CE84는 Lysinibacillusmassiliensis4400831(T)

97.2%,CR7과 CR27은 LysinibacillusxylanilyticusXDB9(T)99% 16SrRNA 염기

서열 유사도를 보였다.

Paenibacillaceae에는 Brevibacillus (genus)에 속하는 1균주 (CR19)와

Paenibacillus(genus)에 속하는 3균주 (CR2,CR9,CR12)가 분리되었다.CR19는

Brevibacillus fluminis CJ71(T)와 99.4%,CR2는 Paenibacillus barcinonensis

BP-23(T)와 99.1%의 염기서열 유사도를 나타내었으며, CR9, CR12는 각각

PaenibacilluschondroitinusDSM 5051(T),PaenibacillustellurisPS38(T)와 96.8%

와 95.1%의 낮은 유사도는 나타내었다.

위에 언급했듯이 proteobactreria는 α-proteobacteria와 γ-proteobacteria의 2개

의 강으로 나눠졌음을 보여주었다.α-proteobacteria(class)에는 Rhodobacterales,

Rhizobiales의 2개의 목(order)과 Rhodobacteraceae,Rhizobiaceae의 2개의 과

(family),그리고 Labrenzia,Pseudovibrio,Rhizobium,Ruegeria의 4개의 속

(genus)으로 분리되었다. γ-proteobacteria (class)에는 Alteromonadales,

Oceanospirillales,Pseudomonadales,Xanthomonadales의 4개의 목 (order),

Alteromonadaceae,Pseudoalteromonadaceae,Hahellaceae,Pseudomonadaceae,

Xanthomonadaceae의 5개의 과 (family)로 나타내었다.

α-proteobacteria(class)/Rhodobacterales(order)/Rhodobacteraceae(family)에

는 Labrenzia(genus)2균주 (CE4,CR24),Pseudovibrio(genus)33균주(CE37,

CE49,CE65,CE69,CE5,CE11,CE14,CE20,CE22,CE23,CE26,CE28,CE30,

CE39,CE42,CE45,CE64,CE79,CE2,CE6,CE8,CE9,CE10,CE12,CE24,CE29,

CE34,CE50,CE55,CE58,CE59,CE68,CE70,CR26),Ruegeria(genus)6균주

(CE57,CE38,CE40,CE73,CE76,CE85)로 분리되었다.Labrenzia(genus)의 CE4와

CR24는 LabrenziaalbaCECT5094(T),LabrenziaalexandriiDFL-11(T)에 대해서

99.4%,96.4%의 16SrRNA유전자 염기서열 유사도를 보여주었다.Pseudovibrio분

리균주는 PseudovibriojaponicusWSF2(T),PseudovibrioascidiaceicolaF423(T),
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PseudovibriodenitrificansDN34(T)사이에서 99.0-100%의 염기서열 유사도를 나

타내었다.Ruegeria(genus)의 CE57은 RuegerialacuscaerulensisITI-1157(T)와

98.2%,CE38,CE40,CE73,CE76,CE85는 RuegeriaatlanticaIAM 14463(T)99%

16SrRNA유전자 염기서열 유사도를 보여주었다.

γ-proteobacteria (class)/Alteromonadales (order)에서는 Alteromonadaceae

(family)/Microbulbifer(genus)에 속하는 11균주(CE19,CE21,CE33,CE44,CE56,

CE72,CE35,CE36,CE43,CE52,CE53)와 Pseudoalteromonadaceae (family)/

Pseudoalteromonas(genus)에는 6균주(CE3,CE7,CE13,CE16,CE41,CE1)가 분리

되었다.Microbulbifer속 분리균주는 MicrobulbiferepialgicusF-104(T)98.7%

99.2%,MicrobulbifervariabilisNi-2088(T)와 99% 염기서열 유사도를 보여주었다.

CE3은 PseudoalteromonasflavipulchraNCIMB 2033(T)와 99.5%를,CE7,CE13,

CE16,CE41는 PseudoalteromonaslipolyticaLMEB 39(T)와 97.7-100% 염기서열

유사도를 보여주었다.

γ-proteobacteria (class)/ Oceanospirillales (order)/ Hahellaceae (family)/

Endozoicomonas (genus)로 5균주(CE32, CE66, CE74, CE54, CR4)와

Pseudomonadales(order)/Pseudomonadaceae(family)/Pseudomonas(genus)는

1균주(CR4)분리 되었다. CE32와 CE66, CE74는 Endozoicomonas elysicola

MKT110(T)과 93%의 낮은 염기서열 유사도를 보여주었으며, CE54는

EndozoicomonasmontiporaeCL-33(T)와 97.1%의 16SrRNA 유전자 염기서열 유

사도를 보여주었다.CR4는 PseudomonasmarincolaKMM 3042(T)100%로 16S

rRNA유전자 염기서열이 일치하였음을 보여주었다.

Xanthomonadales(order)/Xanthomonadaceae(family)/Lysobacter(genus)에서 1

균주(CR3),Stenotrophomonas(genus)에서는 1균주 (CE74-1)가 분리되었으며,CR3

은 LysobactersoliDCY21(T)와 99.5%,CE74-1은 StenotrophomonaspavaniiICB

89(T)과 99.9% 염기서열 유사도가 보였다.

그리고 16SrDNA유전자 염기서열 비교를 통한 계통분석을 통해서 분리된 112균

주 중 15균주가 표준균주와 유전자 염기서열의 97% 이하의 상동성을 보여 새로운

속 또는 종으로 보고될 가능성이 있다고 판단 되어진다.향후 표준균주들과 함께 실

험이 신종 실험이 수행되어야 할 것이다.
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Marine
isolate

Phylum Closestrelativespecies
Sequence
similarity

CE82 Actinobacteria Microbacterium binotii 99.7

CR8 Microbacterium binotii 99.9

CR14 Microbacterium binotii 99.9

CR25 Mycobacterium frederiksbergense 99.5

CR28 Microbacterium mitrae 99.2

IC14 Nocardiaspeluncae 99.9

CR23 Rhodococcusequi 99.9

CE63 Rhodococcuserythropolis 100.0

CR13 Marmoricolaaequoreus 98.6

CR6 Sanguibacterkeddieii 99.7

IC2 Streptomycescirratus 99.7

IC5 Streptomycesspororaveus 99.9

IC6 Streptomycesplatensis 99.6

IC10 Streptomycesbeijiangensis 100.0

IC11 Streptomycesolivochromogenes 99.2

IC12 Streptomycesgriseochromogenes 99.0

CE81 Bacteroidetes Actibactersediminis 91.9

CE24-1 Marinitaleasucinacia 91.5

CE83 Tenacibaculum crassostreae 92.0

CE25 Tenacibaculum litopenaei 91.5

CE27 Tenacibaculum litopenaei 91.5

CE67 Tenacibaculum litopenaei 92.1

CE78 Tenacibaculum litopenaei 91.8

Table9.ThephylogeneticrelativesofC.elegansbacteria
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Table9.continue.

Marine
isolate

Phylum Closestrelativespecies
Sequence
similarity

CR24 Firmicutes Bacillusacidiceler 99.5

CR5 Bacillusanthracis 99.6

CR20 Bacillusanthracis 99.4

CE51 Bacillusaquimaris 99.6

CR21 Bacilluscibi 99.6

CR16 Bacillusdrentensis 99.4

CR17 Bacillusluciferensis 99.2

CR18 Bacillusmarisflavi 100.0

CE47 Bacillusoceanisediminis 100.0

CR15 Bacillusstratosphericus 100.0

CE4 Bacillusthuringiensis 100.0

CE46 Bacillusthuringiensis 99.6

CR10 Bacillusthuringiensis 99.7

CE77 Brevibacterium frigoritolerans 99.9

CE84 Lysinibacillusmassiliensis 97.2

CR7 Lysinibacillusxylanilyticus 99.6

CR27 Lysinibacillusxylanilyticus 99.9

CR19 Brevibacillusfluminis 99.4

CR2 Paenibacillusbarcinonensis 99.1

CR9 Paenibacilluschondroitinus 96.8

CR12 Paenibacillustelluris 95.1
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Table9.continue.

Marine
isolate

Phylum Closestrelativespecies
Sequence
similarity

CE31 α-proteobacteria Labrenziaalba 99.9

CE80 Labrenziaalexandrii 96.4

CE5 Pseudovibrioascidiaceicola 100.0

CE11 Pseudovibrioascidiaceicola 99.9

CE14 Pseudovibrioascidiaceicola 99.9

CE20 Pseudovibrioascidiaceicola 100.0

CE22 Pseudovibrioascidiaceicola 100.0

CE23 Pseudovibrioascidiaceicola 100.0

CE26 Pseudovibrioascidiaceicola 100.0

CE28 Pseudovibrioascidiaceicola 100.0

CE30 Pseudovibrioascidiaceicola 100.0

CE39 Pseudovibrioascidiaceicola 100.0

CE42 Pseudovibrioascidiaceicola 100.0

CE45 Pseudovibrioascidiaceicola 100.0

CE64 Pseudovibrioascidiaceicola 100.0

CE2 Pseudovibriodenitrificans 99.5

CE6 Pseudovibriodenitrificans 99.2

CE8 Pseudovibriodenitrificans 99.7

CE9 Pseudovibriodenitrificans 99.6

CE10 Pseudovibriodenitrificans 99.1

CE12 Pseudovibriodenitrificans 99.9

CE17 Pseudovibriodenitrificans 99.9

CE24 Pseudovibriodenitrificans 99.6



- 30 -

Table9.continue.

Marine
isolate

Phylum Closestrelativespecies
Sequence
similarity

CE29 α-proteobacteria Pseudovibriodenitrificans 99.6

CE34 Pseudovibriodenitrificans 99.6

CE50 Pseudovibriodenitrificans 99.6

CE55 Pseudovibriodenitrificans 99.6

CE58 Pseudovibriodenitrificans 99.6

CE59 Pseudovibriodenitrificans 99.6

CE68 Pseudovibriodenitrificans 99.6

CE70 Pseudovibriodenitrificans 99.6

CE79 Pseudovibriodenitrificans 99.6

CE37 Pseudovibriojaponicus 99.6

CE49 Pseudovibriojaponicus 99.7

CE65 Pseudovibriojaponicus 99.2

CE69 Pseudovibriojaponicus 99.6

CE38 Ruegeriaatlantica 99.7

CE40 Ruegeriaatlantica 99.7

CE73 Ruegeriaatlantica 99.6

CE76 Ruegeriaatlantica 99.9

CE85 Ruegeriaatlantica 99.9

CE57 Ruegerialacuscaerulensis 98.2

CR26 Rhizobium huautlense 97.1
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Table9.continue.

Marine
isolate

Phylum Closestrelativespecies
Sequence
similarity

CE32 γ-proteobacteria Endozoicomonaselysicola 93.6

CE74 Endozoicomonaselysicola 93.7

CE75 Endozoicomonaselysicola 93.8

CE66 Endozoicomonaselysicola 93.7

CE54 Endozoicomonasmontiporae 96.2

CE19 Microbulbiferepialgicus 99.9

CE21 Microbulbiferepialgicus 99.2

CE33 Microbulbiferepialgicus 98.7

CE44 Microbulbiferepialgicus 98.7

CE56 Microbulbiferepialgicus 99.1

CE72 Microbulbiferepialgicus 99.2

CE35 Microbulbifervariabilis 99.1

CE36 Microbulbifervariabilis 98.9

CE43 Microbulbifervariabilis 99.1

CE52 Microbulbifervariabilis 99.1

CE53 Microbulbifervariabilis 99.2

CE7 Pseudoalteromonaslipolytica 100.0

CE13 Pseudoalteromonaslipolytica 100.0

CE16 Pseudoalteromonaslipolytica 97.4

CE41 Pseudoalteromonaslipolytica 97.8

CE1 Pseudoalteromonasflavipulchra 100.0

CE3 Pseudoalteromonasflavipulchra 99.5

CR4 Pseudomonasmarincola 100.0

CR3 Lysobactersoli 99.5
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Table9.continue.

Marine
isolate

Phylum Closestrelativespecies
Sequence
similarity

CE74-1 γ-proteobacteria Stenotrophomonaspavanii 99.9
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3.3.2.C.elegans bacteria군집분석

C.elegans에서 배양 가능한 112분리균주의 16SrDNA유전자 염기서열을 분석하

였다.그 결과,Actinobacteria,Bacteroidetes,Fimicutes,proteobacteria로 4개의

주요 계통군을 확인 하였다.62%로 Proteobacteria(39% α-proteobacteria,23% γ

-proteobacteria)가 우점을 이루었으며,Fimicutes는 19%,Actinobacteria는 14%,

그리고 Bacteroidetes가 7%에 속하는 것으로 나타났다(Fig5).계통군을 분석한 결

과 5개의 강(Class),9개의 목(order),15개의 과(Family),그리고 23개의 속(Genus)

으로 구성되었다.γ-proteobacteria문 (phylum)에는 4개의 목(order),5개의 과

(family),5개의 속(genus)으로 Actionobacteria문 (phylum)에서는 5개의 과,6개의

속(genus)등 다양한 분류군이 나타났다(Table13).속 (genus)은 Pseudovibrio

30%, Bacillus 13%, Microbulbife 10%, Pseudoalteromonas, Streptomyces,

Ruegeria5%,Mycobacterium와 Tenacibaculum 그리고 Endozoicomonas는 4%,

Lysinibacillus,Paenibacillus3%이며,Rhodococcus2%,Nocardia,Marmoricola,

Sanguibacter,Actibacter,Marinitalea,Brevibacillus,Pseudomonas,Lysobacter,

Stenotrophomonas, Labrenzia, Rhizobium는 1% 순으로 구성되어 있으며,

Pseudovibrio(34균주),Bacillus(14균주),Microbulbifer(11균주)로 나타났다(Fig

6).

Proteobacteria계통군은 다시,α-proteobacteria,γ-proteobacteria계통군에 각각

39%와 23%에 속하였음을 확인하였으며,Proteobacteria가 우점하는 것을 알 수 있

었다.비배양 혹은 배양법에 의해 밝혀진 해면 세균군집에서 Proteobacteria가 우점

하는 것으로 보고되고 있다.그리고 기존 C.elegans종에서 세균 군집 분석한 결과

와 달리 다른 주요 문으로 분류되어지며,세균의 군집 또한 해양환경에 의해 달라질

수 있다고 사료되어 진다.
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Fig6.DiversityandstructureofbacterialcommunityofC.elegans

Fig7.GenusofbacterialcommunityofC.elegans
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Phylum Class Order Family Genus
N

O.

Actinobacteria Actinobacteria Actinomyceteles Microbacteriaceae Microbacterium 5

Nocardiaceae Nocardia 1

Rhodococcus 2

Nocardioidaceae Marmoricola 1

Sanguilbacteraceae Sanguibacter 1

Streptomycetaceae Streptomyces 6

Bacteroidetes Flavobacteriia Flavobacteriales Flavobacteriaceae Actibacter 1

Marinitalea 1

Tenacibaculum 5

Fimicutes Bacilli Bacillales Bacillaceae Bacillus 14

Lysinibacillus 3

Paenibacillaceae Brevibacillus 1

Paenibacillus 3

Proteobacteria α-proteobacteria Rhodobacterales Rhodobacteraceae Labrenzia 2

Pseudovibrio 34

Ruegeria 6

Rhizobiales Rhizobiaceae Rhizobium 1

γ-proteobacteria Oceanospirillales Hahellaceae Endozoicomonas 5

Alteromonadales Alteromonadaceae Microbulbifer 11

Pseudoalteromonadaceae Pseudoalteromonas 6

Pseudomonadales Pseudomonadaceae Pseudomonas 1

Xanthomonadales Xanthomonadaceae Lycobacter 1

Stenotrophomonas 1

Table10. CategoryofC.elegansstrainsaccordingtotaxonomicheirarchy
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3.4.항균물질 탐색

3.4.1.항균활성 폴리케타이드 유전자 탐색

 배양 가능한 112분리균주를 항균활성유전자인 PolyKedideSynthase(PKS)

를 탐색하기 위해 PKS유전자 중 KSdomain부분을 primer로 제작하여 분

석하였다..PKS유전자가 있는 PCR산물은 700bp의 사이즈를 가진다.유전

자 증폭한 결과,700bp를 나타낸 균주는 112중 16균주에서 나타내었다.

BLAST searchprogram을 이용하여 NCBI의 Genbankdatabase의 염기서열

을 비교한 결과, Pseudovibriosp.에 90%의 유사도를 보였다.CE5와 CE37

균주는 Pseudovibriosp.Ad26clone(HQ647097)의 KSdomain에 96%의 유

사도를 보였고,CE28균주는 Bacterium H333clone(AY857396)에 93%의 유

사도를 나타내었다(Fig.2).Pseudovibrio sp.는 해양 환경에서 seawater,

coral,sponge에 많이 분포하는 것으로 보고 되어져 있으며 (Hentscheletal.,

2006;HosoyaandYokota2007;Kennedyetal.,2009;Rypienetal.,2010;

Shieh et al.,2004; Webster and Hill2001),이 중 sponge 유래한

Pseudovibriosp.에서 항균활성을 나타내는 것으로 알려져 있다.
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Fig 8. Phylogenetic analysis of PKS sequences. Only the bootstrap values

(expressedaspercentagesof1,000replications)greaterthan50% areindicatedatthe

nodes.ClonedPCRfragments≤67% identicaltothereportedaminoacidsequencesin

thedatabaseareshadedandthose96%–100% identicaltoknownPKSgenesareboxed.

Scalebar,0.05substitutionspernucleotideposition.
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3.4.2.분리균주의 항균활성 측정

 항균활성을 알아보기 위해 PKS유전자를 가지고 있는 균주를 포함한 112

분리균주에 대해서 항균활성을 측정하였으며,어류질병 3종,인체 유해균 3종

에 대해서 활성을 검토하였다.그 결과,112균주 중 37균주가 활성을 보였으

며,어병세균 Edwardsiella tarda에서 28균주(CE2,CE5,CE6,CE8,CE9,

CE10,CE14,CE16,CE20,CE22,CE24,CE24-1,CE26,CE28,CE29,CE30,

CE33,CE35,CE36,CE39,CE42,CE43,CE45,CE50,CE57,CE58,CE59,

CE64, CE68, CE70, CE71, CE79, CR5, CR15, CR18)가 나타났으며,

Staphylococcusaureus에서는 6균주(CE33,CE35,CE36,CE43,CR15,CR18),

Escherichia coli에서 1균주(CE2), Streptococcus iniae에서 1균주(CR5),

Vibrio parahaemolyticus에서 1균주(CE57)가 항균활성이 나타났다.CE2는

E.tarda와 E.coli에 대해서 각각 직경 13mm와 8mm의 억제환이 나타났다.

CR15와 CR18은 S.aureus에 대해서 각각 직경 17mm와 12mm 으로 억제환

이 나타났다.PKS유전자를 가지고 있는 균주 CE5와 CE28은 E.tarda에서만

활성이 각 12mm의 억제환이 보여졌으며,다른 시험균주에는 억제환이 나타나

지 않았다.

전체 균주 중 33%가 항균활성을 가지고 있었음을 알 수 있었고,그 중 72%

가 Vibrio속(genus)이였으며,나머지 8%는 Bacillus속 (genus)으로 많이 속

해 있음을 알 수 있었다.주로 Vibrio에서 항균활성이 나타났으며,Vibrio종

은 해양환경에서 많이 분포되어 있고, 그 중 해면동물에서 유래한

Pseudovibriosp.에서 항균활성이 나타나 있다고 알려져 있다 (Hentschelet

al.,2006;HosoyaandYokota2007;Kennedyetal.,2009;Rypienetal.,

2010;Shiehetal.,2004;WebsterandHill2001).

그리고 CE57은 V.alginolyticus에 대해서 가장 높은 활성을 보여주었으며,

CR5,15,18은 역시 S.iniae에 대해 높은 활성을 보여주며,추가적인 실험을

수행하여 할 것이다.
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Marine

isolate
E.tarda S.aureus E.coli S.iniae V.alginolyticus

CE2 + - + - -

CE5 + - - - -

CE6 + - - - -

CE8 + - - - -

CE9 + - - - -

CE10 + - - - -

CE14 + - - - -

CE16 + - - - -

CE20 + - - - -

CE22 + - - - -

CE23 + - - - -

CE24 + - - - -

CE24-1 + - - - -

CE26 + - - - -

CE28 + - - - -

CE29 + - - - -

CE30 + - - - -

CE33 - + - - -

CE35 - + - - -

CE36 - + - - -

CE39 + - - - -

CE42 + - - - -

CE43 - + - - -

CE45 + - - - -

CE50 + - - - -

CE57 - - - - +++

CE58 + - - - -

CE59 + - - - -

CE64 + - - - -

CE68 + - - - -

CE70 + - - - -

CE71 + - - - -

CE79 + - - - -

CR5 - - - ++ -

CR15 - ++ - + -

CR18 - + - + -

Table11.Antibacterialactivitybyisolatedstrain
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Ⅳ.요 약

이 논문은 C.elegans에서 배양가능한 미생물을 분리한 후 16SrDNA 유전자

염기서열 분석을 통해 세균군집을 분석하고 분리된 균주에 대해 항균활성을 탐

색하였다.Marineagar배지를 사용하여 해면동물 C.elegans로부터 미생물을

분리하였다.배양가능한 112균주를 분리·배양하였으며 현미경 및 분자생물학적

분석법으로 균주의 형질을 관찰하였다.또한 분리균주는 분류방법을 적용하여 분

류·동정을 수행하였다.

총 112균주의 배양가능한 미생물을 분리하였으며,그람염색법,형태학적 분석을

통해 표현형질에 따른 특성을 측정하였다.분리균주들의 집락 색소는 노란색,갈

색,아이보리색,흰색으로 나타났다.그람염색결과,37균주는 그람양성균이였으며,

75균주는 그람음성균이었다.균주의 형태는 분리균주 중 79균주는 구균 형태로

관찰되었고,16균주는 간균 이었다.

16SrDNA유전자 염기서열 분석을 통해 분리균주들의 계통학적 특성을 파악하

였다.균주의 genomicDNA를 분리하여 27F와 1522R primer를 사용하여 16S

rDNA 유전자를 증폭하였다.그리고 NCBIGenbankdatabase와 BLAST 분석

프로그램을 통해 염기서열을 분석하여 비교하였다.그 결과,분리된 112균주는 5

개의 주요 계통군이 확인되었다.α-proteobacteria는 39% ,γ-proteobacteria는

22%,Actinobacteria는 14%,Fimicutes는 9%,Bacteroidetes는 6%에 속하는 것으

로 나타났다.

모든 분리균주들은 Agarspotassay과 PKS유전자를 증폭하여 항균활성을 탐색하

였다.PKS유전자를 탐색하기 위해 genomicDNA와 특정 primer를 사용하여

PCR하여 PKS의 KSdomain을 증폭시켰다.분리균주 중 16균주에서 PKS유전

자 700bpsize가 나타내었고,염기서열을 분석하였다.그 결과,3균주에서 PKS의

KS domain을 확인하였으며,database에서 알려진 Pseudovibrio sp.의 KS

domain유전자와90% 유사도를 보였다.항균활성의 탐색 결과, 112균주 중 37균

주(33%)가 항균활성이 나타났다.항균활성은 주로 Vibrio속(72%),Bacillus속

(8%)에 나타났음을 알 수 있었다.그 중 28균주는 E.tarda에서만 활성이 보여
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졌으며,다른 시험균주에는 억제환이 나타나지 않았다.

그리고 16SrDNA 유전자 염기서열을 통해 계통분석 결과 15균주가 새로운 속

또는 종으로 분류될 가능성을 나타났으며,앞으로 추가적인 실험이 필요한 실정

이다.
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