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ABSTRACT

In Thisstudy,thediversity andhostspecificity oftherhizobiahaving

symbioticrelationshipwilllegumeswereinvestigatedontheJejuisland.

From 33legumespecies,atotalof111strainsofthesymbioticrhizobia

was isolated.The isolated rhizobia were Restriction Fragment Length

Polymorphism (RFLP)withrestriction enzymesofHaeⅢ andRsaⅠ band

patternand16SrRNAgenesequencing.

Allof111isolatedstrainsweredividedinto46differenttypesofRFLP

bandpatternonthegelelectrophoresis,andwereidentified19species,and

fifteenstrainsisolatedfrom 7speciesoftreelegumeswereidentifiedas7

species of rhizobia and were included in 3 genera; Rhizobium,

Bradyrhizobium,and Mesorhizobium.In 26 species ofherb legumes,96

isolatedstrainswereidentifiedas17speciesofrhizobiaandwereincludedin

4genera;Rhizobium,Bradyrhizobium,Mesorhizobium,andEnsifer.Among

allisolates,R.leguminosarum wasasmuchas48strains.

Among 19 species of isolated rhizobia,tan species of B.cytisi,B.

iriomotense,B.japonicum,B.jicamae,B. liaoningense,B.pachyrhizi,M.

opportunistum,R.lupini,andR.vallisweresymbioticwith2∼5hostplants.

Andsurprisingly,R.leguminosarum showedtherelationshipwith15different

speciesofhostplants.Andninespeciesweresymbioticwithonlyonehost

plant.

Twelvespecieswereclassifiedashostplantswhichsymbioticwithseveral

rhizobia. Aeschynomene indica showed symbiotic relationship with R.

leguminosarum and B.iriomotense,Amphicarpaea edgeworthii with R.

leguminosarum and R.multihospitium,Indigofera pseudotinctoria with R.

leguminosarum and R. vignae, and Lespedeza thunbergii with R.

leguminosarum andR.larrymoorei.Trifolium pratenseandViciaangustifolia
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werecommonhostofR.leguminosarum andR.vallis,Albizziajulibrissin

andPuerariathunbergianawerethehostofB.pachyrhiziandB.jicamae,

andB.pachyrhiziandR.lupinirespectively.Sophoraflavescenswasthehost

ofM.huakuiiandM.opportunistum,andCassiamimosoideswasthatofB.

cytisi,B.jicamae,andR.leguminosarum,andLespedezacuneatawasthat

ofB.cytisi,B.japonicum,R.leguminosarum,R.lupini,andR.mesosinicum,

andKummerowiastriata wasthepartnerof manyspeciesofrhizobia,B.

cytisi,B.japonicum,B.jicamae,B.liaoningense,R.lupini,andR.vitis.The

other21speciesoflegumesweresymbioticwithonlyonespeciesofrhizobia.

Theresultofthisinvestigationcouldbe thehavingdataforthestudyof

thesymbioticrhizobiawithlegumesofJejuIsland.Consideringthatthereare

over76legumespeciesontheJejuIsland,itwouldbeexpectedthatmore

meaningfulstudy on the symbiotic rhizobia in many aspects could the

establishediffurtherbroadinvestigationwouldbedoneinthefutureonthe

JejuIsland.
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 Ⅰ.서 론

주로 콩과식물과 공생하는 근류균은 대부분 운동성이 있는 비포자성,그람음

성,호기적 간균으로 콩과식물과의 상호작용에 의해 식물뿌리에 새로운 기관인

뿌리혹을 형성하여 대기 중의 질소를 암모니아로 환원하여 식물이 사용할 수 있

는 형태로 전환한다.이와 같은 공생적 질소고정은 토양을 비옥화하고,다른 생

물체에 질소원을 공급하기 때문에 만은 연구가 이루어지고 있다 (Jordan,1982;

MinandKoh,1998).

콩과식물과 공생하는 근류균은 지금까지 약 12속 129종이 알려져 있다.근류균

은 Proteobacteria문에 속하며 α-Proteobacteria강에는 Rhizobium,Ensifer,

Mesorhizobium, Bradyrhizobium, Phyllobacterium, Blastobacter, Devosia,

Ochrobactrum과 Methlobacterium 속들이 있고, β-Proteobacteria강에는

Burkholderia,Cupriavdus속이 포함되어 있다 (Table1).종단위에서 보면,가장

큰 속인 Rhizobium 속에는 Rhizobium leguminosarum을 포함한 56종,

Mesorhizobium 속에는 Mesorhizobium loti를 포함한 24종,Ensifer속에는

Ensifer fredii를 포함하여 14종,흔히 알려진 속 중 가장 적은 속으로

Bradyrhizobium 속에는 Bradyrhizobium japonicum을 포함한 13종이 있다. 또

한 현재까지 콩과식물에 공생하는 근류균의 신종 연구가 활발히 계속되고 있다.

(Grahanetal.,1991;Broughton,2003;Young,2003;Rivasetal.,2007;Rivas

etal.,2009;Zhangetal.,2012;http://www.bacterio.cict.fr/).

공생적 질소고정에 관련된 연구는 대두를 비롯한 콩아과에 속하는 경제작물에

대해 중점적으로 이루어지고 있다.콩과식물은 뿌리혹세균의 공생관계를 통해 뿌

리혹을 형성하여 대기 중의 질소를 암모니아로 고정하여 식물체에서 공급한다.

Rhizobiaceae과의 질소고정 세균 (Bradythizobium,Mesorhizobium,Rhizobium,

Ensifer)은 높은 기주 특이성을 가지고 콩과식물과 공생적 상호작용을 통하여 질

소고정을 하는 뿌리혹을 형성한다.이때 기주 특이성이 높고 낮음의 정도에 따라

공생관계가 좌우되고,이것이 달라지면 뿌리혹 형성이 일어나지 않는다.콩과식

물이 분비한 저분자 화합물인 flavonoid는 세균을 뿌리로 유인하여 세균에 의한
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뿌리혹 형성 인자인 Nodfactor의 생성과 분비를 유도하고,Nodfactor를 인지한

식물의 뿌리털은 변형 (curling과 deformation)이 일어난다.이렇게 변형된 뿌리

털 내부에는 감염사가 생성되면 세포내로 뿌리혹 세균이 감염되어 이미 분화가

된 뿌리혹원기로 이동하여 뿌리 피층세포까지 전이되고 symbiosome을 생성하여

질소고정을 위한 bacteroid로 분화된다.식물의 뿌리조직 내에서 피층세포의 과다

세포분열로 외관상의 뿌리혹이 형성되며,이렇게 성숙된 뿌리혹 내의 bacteroid는

leghemoglobin을 생성하고 식물로부터 영양분을 공급받아 대기 중의 질소를 고

정하고 고정된 질소를 식물에 제공하는 공생관계를 갖는다 (Gresshoffand

Delvels,1986;Day,1989;Vasseetal.,1990;UdvardiandDay,1997;Crespi

and Galvez,2000;Esseling etal.,2003;Rolfeetal.,2003;Brewin,2004;

MullerandSchmidt,2004;Geurtetal.,2005;Ferguson,2010).

Table1.Classificationoftraditionallyconsideredrhizobialgeneraand

nodulatingnon-rhizobialgenera(Rivasetal.,2009)

Class Family Genus

α-Proteobacteria Rhizobiaceae Rhizobium

Ensifer

Phyllobacteriaceae Mesorhizobium

Phyllobacterium

Bradyrhizobiaceae Bradyrhizobium

Blastobacter

Azorhizobium

Hyphomicrobiaceae Devosia
*

Brucellaceae Ochrobactrum
*

Methylobacteriaceae Methylobacterium *

β-Proteobacteria Burkholderiaceae Burkholderia
*

Cupriavidus
*

*
Non-rhizobiagenusabletoestablishsymbiosisandform nodulesinlegumes.
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근류균은 대기중의 질소분자를 식물이 이용할 수 있는 질소화합물로 고정하여

토양에 공급함으로써 토양의 비옥도를 높이는 역할을 하여 특히 콩과식물 재배

작물에 질소 비료를 공급하지 않아도 됨으로써 경제적으로 그 중요성이 매우 높

다.

제주도는 한반도에서 남쪽으로 약 83km에 위치하고 있으며,북동동～남서서

방향으로 가로 놓인 동서 길이 73km,남북길이 31km,면적 1,825km
2
의 타원

형의 화산섬으로서 섬 중앙에 한라산이 위치하고 있다 (Kim,2011).제주도는 화

산회토와 비화산회토가 혼재된 지역으로 5개 목,11개 아목,13개의 대군과 63개

토양통으로 분류된다.제주도의 화산회토는 염기성암인 현무암에서 유래된 화산

회를 모재로 하고 있으며 통기성,투수성,토양완충력과 같은 물리적 특성이 양

호하다.토양의 유기물 분해는 미생물 밀도,분해효소활성,토양 pH,지온 등 여

러 가지요인에 따라 영향을 미친다.화산회토는 알루미늄 독성에 의하여 미생물

활성이 낮아 유기물 분해가 어려우며 이로써 자연비옥도가 낮다 (Moon,2007;

Joaetal.,2012).제주도는 면적에 비하여 1800여종의 식물이 다양하게 분포되

어 있는 것으로 알려져 있고,그 중에 차풀,칡,좀싸리 등 76종의 콩과식물이

자생하고 있는 것으로 보고되어 있다 (Choetal.,1998;한라산연구소.2007).

본 연구는 이러한 지리적 특성과 토양학적인 특성 또한 생태학적 특성이 독특

한 위치에 있는 제주도에 서식하고 있는 콩과식물 공생 질소고정세균의 다양성

을 파악하고 기주식물과 세균간의 공생 특이성을 파악함으로써 생태적 기초자료

를 얻고자 본 연구를 수행하였다.
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Ⅱ.재료 및 방법

2.1.시료채집

제주도에 자생하는 콩과식물 33종을 15지역 (강정동,구좌읍,남원읍,대정읍,

삼양동,성산읍,아라동 (제주대학교 캠퍼스),안덕면,애월읍,연동 (한라수목원),

우도면,조천읍,표선면,하원동,한림읍)에서 채집하였다 (Fig.1).만년콩은 멸종

위기식물이므로 제주한라수목원에서 조직배양한 식물을 사용하였다.채집된 콩과

식물의 분류동정은 대한식물도감을 이용하였고 (Lee,1979),식물분류전문가에게

재차 확인하였다.

Fig.1.Mapoflegumecollectionsites.
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Table2.CollectionsiteofleguminousplantsontheJejuIsland

Site PlantName(KoreanName)

Gangjeong-dong Lathyrusjaponica(갯완두)

Gujwa-eup Canavalialineata(해녀콩)

Lespedezavirgata(좀싸리)

Namwon-eup Amphicarpaeaedgeworthii(새콩)

Cassiamimosoides(차풀)

Crotalariasessiliflora(활나물)

Kummerowiastriata(매듭풀)

Lespedezacuneata(비수리)

Phaselousnipponensis(새팥)

Trifolium hybridum (선토끼풀)

Daejeong-eup Trifolium dubium (애기노랑토끼풀)

Trifolium repens(토끼풀)

Viciaangustifolia(살갈퀴)

Samyang-dong Trifolium repens(토끼풀)

Viciaangustifolia(살갈퀴)

Seongsan-eup Kummerowiastriata(매듭풀)

Puerariathunbergiana(칡)

Ara-dong(JejuNat̀lUniv.campus) Kummerowiastriata(매듭풀)

Lespedezacuneata(비수리)

Lespedezathunbergii(풀싸리)

Viciaangustifolia(살갈퀴)

Sophoraflavescens(고삼)

Trifolium repens(토끼풀)

Andeok-myeon Indigoferapseudotinctoria(낭아초)

Trifolium repens(토끼풀)

Viciatetrasperma(얼치기완두)

Aewol-eup Trifolium pratense(붉은토끼풀)

Yeon-dong(HallaArboretum) Euchrestajaponica(만년콩)

Udo-myeon Medicagolupulina(잔개자리)

Lotuscorniculatus(벌노랑이)

Viciaangustifolia(살갈퀴)
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Table2.Continued

Site PlantName(KoreanName)

Jocheon-eup Desmodium caudatum (된장풀)

Glycinemax(대두)

Kummerowiastriata(매듭풀)

Lespedezacuneata(비수리)

Phaseolusangularis(팥)

Robiniapseudoacacia(아까시나무)

Sophoraflavescens(고삼)

Trifolium compestre(노랑토끼풀)

Trifolium repens(토끼풀)

Viciaangustifolia(살갈퀴)

Pyoseon-myeon Albizziajulibrissin(자귀나무)

Cassiamimosoides(차풀)

Glycinesoja(돌콩)

Kummerowiastriata(매듭풀)

Lespedezacuneata(비수리)

Lespedezapilosa(괭이싸리)

Rhynchosiavolubilis(여우콩)

Trifolium repens(토끼풀)

Hawon-dong Trifolium dubium (애기노랑토끼풀)

Trifolium pratense(붉은토끼풀)

Trifolium repens(토끼풀)

Viciaangustifolia(살갈퀴)

Viciahirsuta(새완두)

Hallim-eup Aeschynomeneindica(자귀풀)

Albizziajulibrissin(자귀나무)

Amphicarpaeaedgeworthii(새콩)

Kummerowiastriata(매듭풀)

Puerariathunbergiana(칡)

Viciaangustifolia(살갈퀴)

Viciahirsuta(새완두)

Trifolium dubium (애기노랑토끼풀)

Trifolium repens(토끼풀)
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2.2.근류균의 분리 및 배양

  채집된 콩과식물에서 뿌리혹 형성이 잘된 뿌리에서 뿌리혹을 분리하여 뿌리혹

을 멸균된 증류수로 세척하고 70% ethanol용액으로 3∼5분간 침적한 다음,0.1

% HgCl2용액에 5분간 표면을 소독하고 다시 멸균된 증류수로 4∼5회 세척한 후

멸균한 핀셋으로 혹을 터트린 다음,분리배지인 YMA배지 (Table3)에서 2∼7일

간 28 ℃에서 배양하여 순수분리 하였다 (Fig.2).분리된 근류균은 20 %

glycerol에 현탁하여 초저온 냉동고 (-80℃)에 보관하였다.

Fig.2.Isolation procedure ofroot-nodule bacteria from leguminous

plants.
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Table3.FormulaofYeastMannitolAgar(YMA)

Ingredients Amounts

Mannitol 10g

K2HPO4 0.5g

Yeast extract 0.4g

MgSO4․ 7H20 0.2g

NaCl 0.1g

Agar 15g

Distilledwater 1L(pH7.0)
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2.3.순수분리한 균주의 DNA분석

2.3.1.16SrRNA 유전자 증폭

분리된 균주는 Chelex(Biorad,USA)와 G-spin
TM
GenomicDNA Extraction

kit(iNtRon,Korea)를 이용하여 DNA를 추출하였다.5% Chelex에 분리된 균주

의 집락을 넣고 100℃에서 10분을 끊인 후 원심분리를 하여 -20℃에 보관하였

다.

16SrRNA 유전자 증폭은 27Forwardprimer(5̀-AGA GTT TGA TCCTGG

CTC AG-3̀)와 1522 Reverseprimer(5̀-AAG GAG GTG ATC CAG CCG

CA-3̀)를 사용하였다.DNA 1μL(50ng/μL)에,10pmol/primer1μL,10mM

dNTPs,10X PCRbuffer,5UnitTaqpolymerase(CosmoGenetech,Korea),멸

균 증류수를 혼합하여 최종부피 25μL로 맞추어 수행하였다.PCR조건은 95℃

에서 초기 변성단계 5분간 반응한 다음 95℃에서 변성단계 45초,55℃에서 결

합단계 45초,72℃에서 합성단계 1분으로 30회 수행한 후 72℃ 10분간 최종

합성단계의 조건으로 반응을 실시하였다.PCR 반응은 PTC-100
Tm

Peltier

Thermalcycler (PharmaTech,USA)이용하고,증폭된 PCR 산물은 1 %

agarose에서 전기영동 하여 확인하였다 (Fig.3).

Fig3.Amplified16SrRNA genebandoftheisolatedrhizobialstrain.

M:1kbDNAladder,1～22:Strains
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2.3.2.16SrRNA 유전자의 RestrictionFragmentLengthPolymorphism

(RFLP)및 염기서열 분석

PCR 산물을 HaeⅢ (5′...GG▼CC...3′)와 RsaⅠ (5′...GT▼AC...3′) (Promega,

USA)의 두 가지 제한효소로 반응 시켰다.이를 위한 효소 처리 시 최종 양을 10

μL로 했을 때 PCR 산물을 5μL,10UnitHaeⅢ를 0.5Unit이 되도록 0.5μL,

10×reactionbuffer1μL,멸균 증류수를 3.5μL로 37℃ incubator에서 2시간

30분 동안 반응 시켰다.같은 방법으로 RasⅠ은 0.03Unit가 되게 하여 37℃에

24시간 반응시켰다. 반응시킨 10 μL의 6×gel loading buffer (0.25 %

bromophenolblue,40% sucrose)를 넣고 2.5% agarose에 loading하여 50vol

2시간 30분가량 전기영동 시켰다.UV illuminator로 관찰하여 111 균주의

PCR-RFLP패턴을 비교 분석하였다.RFLP의 고유한 패턴에 따라 타입을 정하

고 타입별로 균주를 선정하여 16SrRNA유전자 염기서열을 분석하였다.

2.4분리균주의 계통학적 분석

분석된 염기서열은 BasicLocalAlignmentSearch Tool(BLAST)search

program을 이용하여 NationalCenterforBiotechnologyInformation(NCBI)의

Genbankdatabase와 EzTaxonserver(Chunetal.,2007)에서 유사한 염기서열

을 비교하고,가장 근연속이나 종으로 나타나는 서열을 확인하였다.본 연구에

의해서 결정된 염기서열과 database에서 염기서열은 Mega 5.05 software

(Tamura etal.,2011)에 포함된 ClustalX 프로그램을 이용하여 multiple

alignment로 정렬하였다.진화거리는 JukesandCantor(1969)방법을 이용하여

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

성하였다.Treetopology의 신뢰성을 평가하기 위하여 1000회의 replication을 적

용한 bootstrap분석을 하였다.
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Ⅲ.결과 및 고찰

3.1.콩과식물 근류균의 순수분리

제주도에서 자생하는 33종의 콩과식물의 뿌리혹에서 111개의 근류균을 분리하

였다.목본 7종에서는 15개의 균주가 분리되었고,초본 26종에서는 96개의 균주

가 분리되었다 (Table4,5).

Table 4.Number of rhizobialisolates from host leguminous trees

growingontheJejuIsland

Hostleguminoustrees(KoreanName) No.ofrhizobialisolates

Albizziajulibrissin(자귀나무) 3

Desmodium caudatum (된장풀) 1

Euchrestajaponica(만년콩) 4

Indigoferapseudotinctoria(낭아초) 2

Lespedezathunbergii(풀싸리) 2

Lespedezavirgata(좀싸리) 2

Robiniapseudoacacia(아까시나무) 1

Total 7 15
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Table5.Numberofrhizobialisolatesfrom hostleguminousherbsgrowing

ontheJejuIsland

Hostleguminousherb(KoreanName) No.ofrhizobialisolates

Aeschynomeneindica(자귀풀) 3

Amphicarpaeaedgeworthii(새콩) 5

Canavalialineata(해녀콩) 1

Cassiamimosoides(차풀) 4

Crotalariasessiliflora(활나물) 1

Glycinemax(대두) 2

Glycinesoja(돌콩) 1

Kummerowiastriata(매듭풀) 10

Lathyrusjaponica(갯완두) 2

Lespedezacuneata(비수리) 8

Lespedezapilosa(쾡이싸리) 1

Lotuscorniculatus(벌노랑이) 1

Medicagolupulina(잔개자리) 1

Vignaangularis(팥) 3

Phaselousnipponensis(새팥) 1

Puerariathunbergiana(칡) 4

Rhynchosiavolubilis(여우콩) 1

Sophoraflavescens(고삼) 3

Trifolium compestre(노랑토끼풀) 2

Trifolium dubium (애기노랑토끼풀) 4

Trifolium hybridum (선토끼풀) 1

Trifolium pratense(붉은토끼풀) 4

Trifolium repens(토끼풀) 16

Viciaangustifolia(살갈퀴) 13

Viciahirsuta(새완두) 2

Viciatetrasperma(얼치기완두) 2

Total 26 96
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3.216SrRNA 유전자 증폭 및 PCR-RFLP

분리된 111개 균주의 16SrRNA 증폭산물은 46개의 RFLPtype으로 분류되었

다 (Fig.4).

목본 콩과식물에서 분리된 15개의 균주는 11개의 RFLPtype으로 구분되었다.

낭아초에서 분리된 2개의 균주는 RFLPtype12,13으로,된장풀에서 분리된 1개

의 균주은 type27로,만년콩에서 분리된 4개의 균주는 type26으로,아까시나무

에서 분리된 1개의 균주는 type18로,자귀나무에서 분리된 3개의 균주는 type1,

2,43으로,좀싸리에서 분리된 2개의 균주는 type35로,풀싸리에서 분리된 2개의

균주는 type24,32로 구분되었다 (Table6).

초본 콩과식물에서 분리된 96개의 균주는 37개의 type으로 구분되었다.갯완두

에서 분리된 2개의 균주는 RFLPtype24로,고삼에서 분리된 3균주는 type3,

14,15로,괭이싸리에서 분리된 1개의 균주는 type4로,노랑토끼풀에서 분리된 2

개의 균주는 type6,31로,대두에서 분리된 2개의 균주는 type7로,돌콩에서 분

리된 1개의 균주는 type20으로,매듭풀에서 분리된 10개의 균주는 type4,5,7,

8,9,10,46으로,벌노랑이에서 분리된 1개의 균주는 type29로,붉은토끼풀에서

분리된 4개의 균주는 type24,33,41로,비수리에서 분리된 8개의 균주는 type6,

7,10,16,17,44로,살갈퀴에서 분리된 13개의 균주는 type24,36,37,38,42로,

새완두에서 분리된 2개의 균주는 type33,34로,새콩에서 분리된 5개의 균주는

type6,23으로,새팥에서 분리된 1개의 균주는 type6으로,선토끼풀에서 분리된

1개의 균주는 type6으로,애기노랑토끼풀에서 분리된 4개의 균주는 type24로,

얼치기완두에서 분리된 2개의 균주는 type30으로,여우콩에서 분리된 1개의 균

주는 type45로,자귀풀에서 분리된 3개의 균주는 type24,35로,잔개자리에서

분리된 1개의 균주는 type28로,차풀에서 분리된 4개의 균주에서는 type4,6,

11로,칡에서 분리된 4개의 균주는 type39,40으로,토끼풀에서 분리된 16개의

균주는 type6,24로,팥에서 분리된 3개의 균주는 type21,22로,해녀콩에서 분

리된 1개의 균주는 type25로,활나물에서 분리된 1개의 균주는 type19로 구분

되었다.

RFLP6과 24type은 여러 식물에서 분리된 균주가 같은 패턴을 보였다.Type
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6은 새콩,차풀,비수리,새팥,선토끼풀,노랑토끼풀 7종의 식물에서와 type24는

살갈퀴,토끼풀,풀싸리,자귀풀,애기노랑토끼풀,갯완두,붉은토끼풀 7종의 식물

에서 분리된 균주에서 나타났다 (Table6).
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Fig.4.AgarosegelelectrophoresispatternsofHaeⅢ (A)andRsaⅠ(B)

digestedamplified16S rRNA genesofrhizobialstrainsisolatedfrom

leguminousplants,andnumberofisolatesofeachRFLPtype(C).
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Fig.4.Continued.
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Table6.NumberofrhizobialisolatesofeachRFLP typeandclosest

speciesbycomparingpartial16SrRNA genesequence

RFLP
type

Strain

(No.)
Closestspecies

Similarity
(%)

1 1 Bradyrhizobium jicamae 99.7

2 1 Bradyrhizobium pachyrhizi 100

3 1 Mesorhizobium huakuii 100

4 4 Bradyrhizobium jicamae 99.6

5 1 Bradyrhizobium cytisi 99.6

6 17 Rhizobium leguminosarum 99.6

7 7 Rhizobium lupini 100

8 1 Bradyrhizobium liaoningense 99.8

9 1 Bradyrhizobium jicamae 99.7

10 3 Bradyrhizobium japonicum 100

11 1 Bradyrhizobium cytisi 99.6

12 1 Rhizobium leguminosarum 99.5

13 1 Rhizobium vignae 98.2

14 1 Mesorhizobium huakuii 100

15 1 Mesorhizobium opportunistum 99.8

16 1 Rhizobium mesosinicum 99.5

17 2 Bradyrhizobium cytisi 99.7

18 1 Mesorhizobium opportunistum 99.6

19 1 Bradyrhizobium cytisi 99.7

20 1 Rhizobium lupini 100

21 2 Bradyrhizobium iriomotense 99.6

22 1 Rhizobium leguminosarum 99.6

23 1 Rhizobium multihospitium 98.4

24 24 Rhizobium leguminosarum 99.5
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Table6.Continued

RFLP
type

Strain

(No.)
Closestspecies

Similarity
(%)

25 1 Bradyrhizobium liaoningense 99.8

26 4 Bradyrhizobium jicamae 99.8

27 1 Bradyrhizobium pachyrhizi 99.5

28 1 Ensifermeliloti 100

29 1 Mesorhizobium amorphae 100

30 2 Rhizobium pisi 100

31 1 Rhizobium leguminosarum 99.6

32 1 Rhizobium larrymoorei 99.7

33 3 Rhizobium vallis 100

34 1 Rhizobium vallis 100

35 3 Bradyrhizobium iriomotense 100

36 1 Rhizobium leguminosarum 99.6

37 1 Rhizobium vallis 100

38 1 Rhizobium leguminosarum 99.4

39 2 Bradyrhizobium pachyrhizi 99.7

40 2 Rhizobium lupini 100

41 1 Rhizobium vallis 100

42 4 Rhizobium leguminosarum 99.5

43 1 Bradyrhizobium pachyrhizi 100

44 1 Bradyrhizobium japonicum 99.6

45 1 Bradyrhizobium liaoningense 100

46 1 Rhizobium vitis 98.6
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3.3계통학적 및 생태학적 분석

3.3.1.분리균주의 계통학적 분석

분리균주의 16SrRNA 유전자를 PCR로 증폭한 후 제한효소로 절단하여 전기

영동을 한 결과 46가지 RFLP의 type으로 나누어졌다 (Table6).각 유형에서 대

표 균주 1개씩을 선발하고 16SrRNA 유전자의 염기서열을 분석하였다.분석된

염기서열을 이용하여 EzTaxon Server에서 근연종을 찾은바 Rhizobium,

Bradyrhizobium,Ensifer,Mesorhizobium 의 4개 속에 속하는 19종이 제주지역

에서 서식하는 것으로 밝혀졌다.분리된 균주는 가장 가까운 근연종과의 염기서

열 유사도가 가장 낮은 것이 R.vignae로서 98.2% 이였고 나머지는 거의 99.5

%이상 100%였다 (Table6).이는 전 세계적으로 지금까지 알려진 120여종에

비하면 적음 종수이나 각 유형에서 한 균주씩만 골라 염기서열 분석을 한 것이

므로 실제의 종수는 훨씬 더 다양할 수도 있을 것으로 보인다.

33종의 콩과식물에서 분리된 111개의 균주는 16SrRNA유전자의 염기서열 분

석결과 21종의 콩과식물에서 분리된 73개의 균주는 21개의 RFLP type으로

Rhizobium 속에 포함하였고,14종의 콩과식물에서 분리된 32개의 균주는 19개의

RFLPtype으로 Bradyrhizobium 속에 포함되었고,1종의 콩과식물에서 분리된 1

개의 균주는 1개의 RFLPtype으로 Ensifer속에 포함되었고,3종의 콩과식물에

서 분리된 5개의 균주는 5개의 RFLPtype으로 Mesorhizobium 속에 포함되었다

(Table7).
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Table7.NumberofRFLP typeofHaeⅢ andRsaⅠdigestedrhizobial

16S rRNA geneand numberofrhizobialisolates and hostplantin

genuslevelofrhizobia

Genus
Number

RFLPtypes

No.of

rhizobial

Isolates

Number

Hostplants

Rhizobium 21 73 21

Bradyrhizobium 19 32 14

Mesorhizobium 5 5 3

Ensifer 1 1 1

Total 46 111 -
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3.3.2.복수의 기주식물에 공생하는 근류균

기주식물과 공생균과의 상관관계를 살펴본바,Bradyrhizobium 속은 6종이 여

러 종의 다른 기주 식물에서 분리되었다.B.cytisi는 차풀,비수리,활나물,매듭

풀 4종의 식물에서 분리되었는데 (Table8)Chahboune etal.(2011)은 Cytisus

villosus에서 분리되었다고 보고하였다.B.cytisi는 2011년에 발견된 종으로 아직

생태연구가 되어있지 않아,본 연구의 결과는 중요한 자료가 될 것이다.B.

cytisi는 제주도 동쪽의 남원읍,표선면,조천읍지역에서 채집된 4종의 식물에서

분리되었으나 타 지역의 분포는 불분명하다.

B.iriomotense는 새콩,자귀풀,좀싸리 2종의 식물에서 분리되었는데,Islam

etal.(2008)은 Entadakoshunensis에서 분리가 되었다고 보고하였다.새콩,자귀

풀,좀싸리 2종의 식물에서 분리된 B.iriomotense는 제주도 동서쪽에 있는 한림,

구좌,조천 지역에서 분리되었다.

B.japonicum은 매듭풀,비수리 2종 식물에서 분리되었는데,Leeand Lee

(1992)은 땅콩과 대두에서도 분리되었다고 보고하였다.중국의 Hanetal.(2008)

은 Orobus(Lathyrus)luteus에서 분리되었지만 중국의 Liuetal.(2007)에 의하

면 대두,Crotalariapallida,토끼풀,Trifolium fragiferum,미모사에서도 분리되

었다.지역에 따라 환경이 다르므로 공생하는 근류균이 다를 수도 있을지 모른

다.매듭풀,비수리 2종 식물은 아라동,남원읍,성산읍 3곳에서 채집되었다.

Bradyrhizobium 속에 많이 차지하는 B.jicamae는 매듭풀,괭이싸리,자귀나

무,만년콩 4종의 식물에서 분리가 되었고,B.pachyrhizi은 팥,자귀나무,칡,된

장풀 4종의 식물에서 분되었는데,이 두 종은 Pachyrhizuserosus에서 분리가 되

었다고 보고되었다 (Ramirezetal.,2009).B.jicamae은 표선면지역에서 분리되

었고 B.pachyrhizi은 한림읍,조천읍에 분리되었다.

B.liaoningense는 해녀콩,매듭풀,여우콩 3종에서 분리되었고,Xu etal.

(1995)은 대두와 돌콩에서 분리하여 보고하였다.B.liaoningense은 표선면,한림

읍,구좌읍지역에서 채집되었다.

Mesorhizobium 속은 M.opportunistum이 조천지역의 고삼,아까시나무 2종의

식물에서 분리되었는데,Nandasenaetal.(2009)는 Biserrulapelecinus에서 분
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리하였다고 보고하였다.

Rhizobium 속은 3종이 여러 기주식물에서 분리되었다.Rhizobium 속에 가장

많이 차지하는 R.legumiosarum은 자귀풀,새콩,낭아초,갯완두,노랑토끼풀,애

기노랑토끼풀,붉은토끼풀,토끼풀,살갈퀴,차풀,선토끼풀,비수리,풀싸리,새팥,

팥 등 15종의 식물종에서 50균주가 분리되었다.LeeandLee(1992)은 살갈퀴,

얼치기완두,완두,벌완두 4종의 식물에서 분리되었다고 보고되었다.중국 Han

etal.(2008)은 R.legumiosarum는 살갈퀴외 9종의 식물에서 공생한다고 보고되

었다.R.legumiosarum은 Rhizbium 속의 대표종으로 많은 식물에 공생하는 것

으로 보인다.R.legumiosarum은 채집한 15곳 중에서 한림읍,남원읍,안덕면,

강정동,아라동,조천읍,하원동,대정읍,우도면,삼양동,표선면 11곳에서 채집한

식물에서 분리가 되었다.그래서 R.legumiosarum은 제주도 전 지역의 다양한

식물과 공생하고 있음을 알 수 있어 제주도에 분포한 근류균 중에 우점하는 종

임을 나타내었다.

R.lupini는 돌콩,대두,매듭풀,비수리,칡 5종의 식물에서 분리되었는데.R.

lupini는 북서아메리카에서 Lupinus polyphyllus (숙근풀등꽃)와 Lupinus

angustifolius (가는잎미선콩)식물에서 오래전에 분리되었다고 보고하였다

(Eckhardt etal.,1931).

R.vallis는 붉은토끼풀,살갈퀴,새완두 3종의 식물에서 분리되었는데,중국의

Wangetal.(2011)은 강낭콩,미모사,Indigoferaspicata에서 분리되었다고 보고

되어 본 연구에서 분리된 기주식물과 차이를 알 수 있었다.이상의 내용으로 보

아서 근류균의 기주특이성은 종류에 따라 매우 다양한 것으로 나타났다.
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Table 8.Symbiotic relationship between one rhizobialspecies and

multi-hostplants

Rhizobialspecies Hostplant(KoreanName)

Bradyrhizobium cytisi Cassiamimosoides(차풀)

Lespedezacuneata(비수리)

Crotalariasessiliflora(활나물)

Kummerowiastriata(매듭풀)

Bradyrhizobium iriomotense Aeschynomeneindica(자귀풀)

Lespedezavirgata(좀싸리)

Phaseolusangularis(팥)

Bradyrhizobium japonicum Kummerowiastriata(매듭풀)

Lespedezacuneata(비수리)

Bradyrhizobium jicamae Albizziajulibrissin(자귀나무)

Cassiamimosoides(차풀)

Kummerowiastriata(매듭풀)

　 Lespedezapilosa(괭이싸리)

Euchrestajaponica(만년콩)

Bradyrhizobium liaoningense Canavalialineata(해녀콩)

Kummerowiastriata(매듭풀)

　 Rhynchosiavolubilis(여우콩)

Bradyrhizobium pachyrhizi Albizziajulibrissin(자귀나무)

Puerariathunbergiana(칡)

Desmodium caudatum (된장풀)
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Table8.Continued

Rhizobialspecies Hostplant(KoreanName)

Mesorhizobium opportunistum Robiniapseudoacacia(아까시나무)

Sophoraflavescens(고삼)

Rhizobium leguminosarum Aeschynomeneindica(자귀풀)

Amphicarpaeaedgeworthii(새콩)

Cassiamimosoides(차풀)

Indigoferapseudotinctoria(낭아초)

Lathyrusjaponica(갯완두)

Lespedezacuneata(비수리)

Lespedezathunbergii(풀싸리)

Phaselousnipponensis(새팥)

Phaseolusangularis(팥)

Trifolium compestre(노랑토끼풀)

Trifolium dubium (애기노랑토끼풀)

Trifolium hybridum (선토끼풀)

Trifolium pratense(붉은토끼풀)

Trifolium repens(토끼풀)

Viciaangustifolia(살갈퀴)

Rhizobium lupini Glycinesoja(돌콩)

Puerariathunbergiana(칡)

Glycinemax(대두)

Kummerowiastriata(매듭풀)

Lespedezacuneata(비수리)

Rhizobium vallis Trifolium pratense(붉은토끼풀)

Viciaangustifolia(살갈퀴)

Viciahirsuta(새완두)
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3.3.3.복수의 근류균과 공생하는 기주식물

한 기주 식물종에 여러 종류의 근류균이 공생하는 식물은 12종으로 분류되었

다 (Table9).자귀풀,차풀,낭아초,풀싸리,붉은토끼풀,살갈퀴는 각각 R.

leguminosarum 외 1종이 공생하고,자귀나무,칡은 각각 B.pachyrhizi외 1종

이,고삼은 M.huakuii외 1종이,새콩은 B.irionmotense외 2종이,매듭풀은 B.

cytisi외 5종이,비수리는 B.japonicum 외 4종이 공생한다는 것으로 나타났다.

대부분 공생하는 근류균은 한 식물에 2～3종이 있는데,매듭풀 같은 경우는 공

생하는 근류균이 6종이 되었다 (Table9).매듭풀에 공생하는 근류균은 Minand

Koh(1998)에 의하면 Bradyrhizobium sp.가 B.japonicuum 특성이 비교하여 유

사하다고 하였다.Yaoetal.(2012)에 의하면 R.taibaishanense이,Linetal.

(2007)은 B.elkanii,B.yuanmingense,B.japonicum,B.liaoningense이 분리

되었다고 보고하였다.매듭풀에서 식물에서 6종이 분리되었다고는 보고되어 있지

않다.매듭풀은 특히 많은 근류균이 분리되었으나 그 이유는 불분명하다.

붉은 토끼풀은 R,legunminosarum 과 R.vallis가 분리되었는데,브라질

Mennaetal.(2006)에 의하면 R,legunminosarum 종만 분리되었다고 보고하였

다.자귀풀은 한림읍에서 채집한 식물로 식물 개체의 근접한 거리에 있음에도 불

구하고 공생하는 근류균이 B.iriomotense와 R.leguminosarum 이 분리되었다.

또한 낭아초는 안덕면,풀싸리는 아라동,팥은 조천읍에서 한 지역에서 채집한

식물임에도 불구하고 2종의 근류균이 분리되었다.자귀나무는 제주도 동쪽에 있

는 표선면 채집한 식물에서는 B.jicamae가,제주도 서쪽에 있는 한림읍에서 채

집한 식물에서는 B.pachrhizi가 분리되어 차이가 있었다.

새콩은 한림읍과 남원읍에서 채집한 식물에서 R.leguminosarum이 분리되었

지만 남원읍에서 채집한 식물 중에서 R.multihospitium이 분리되었다.차풀은

제주도 동쪽 남원읍에서 채집한 식물에서 B.cytisi와 R.leguminosarum 이,표

선면에서 채집한 식물에서 B.jicamae가 분리되어 분리된 근류균의 차이가 있음

을 보였다.

매듭풀은 조천읍에서 B.cytisi가,성산읍에서 B.japonicum이,표선면에서 B.

jicamae와 R.lupini가,한림읍에서 B.liaomigense이,아라동에서 R.lupini가.남
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원읍에서 R.vitis가 분리되어 채집한 7곳 지역에 다양하게 근류균이 분포함은

알 수 있었다.살갈퀴는 하원동에서 R.vallis가 분리되었고,아라동,조천읍,대정

읍,한림,우도에서 R.leguminosarum이 분리되어 다양한 지역에 근류균의 분포

는 단순함을 보였다.

한 기주 식물종에 공생하는 여러 종류의 근류균은 분리된 지역에 차이를 보임

을 알 수 있었다.지역적인 특징에 대하여 더 조사할 필요가 있다고 사료된다.
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Table 9. Symbiotic relationship between one host plant and

multi-rhizobialspecies

Hostplant(KoreanName) Rhizobialspecies

Aeschynomeneindica(자귀풀) Bradyrhizobium iriomotense

Rhizobium leguminosarum

Albizziajulibrissin(자귀나무) Bradyrhizobium jicamae

Bradyrhizobium pachyrhizi

Amphicarpaeaedgeworthii(새콩) Rhizobium leguminosarum

Rhizobium multihospitium

Cassiamimosoides(차풀) Bradyrhizobium cytisi

Bradyrhizobium jicamae

Rhizobium leguminosarum

Indigoferapseudotinctoria(낭아초) Rhizobium leguminosarum

Rhizobium vignae

Kummerowiastriata(매듭풀) Bradyrhizobium cytisi

Bradyrhizobium japonicum

Bradyrhizobium jicamae

Bradyrhizobium liaoningense

Rhizobium lupini

Rhizobium vitis

Lespedezacuneata(비수리) Bradyrhizobium cytisi

Bradyrhizobium japonicum

Rhizobium leguminosarum

Rhizobium lupini

　 Rhizobium mesosinicum

Lespedezathunbergii(풀싸리) Rhizobium larrymoorei

Rhizobium leguminosarum

Phaseolusangularis(팥) Bradyrhizobium iriomotense

Rhizobium leguminosarum

Puerariathunbergiana(칡) Bradyrhizobium pachyrhizi

Rhizobium lupini

Sophoraflavescens(고삼) Mesorhizobium huakuii

Mesorhizobium opportunistum

Trifolium pratense(붉은토끼풀) Rhizobium leguminosarum

Rhizobium vallis

Viciaangustifolia(살갈퀴) Rhizobium leguminosarum

Rhizobium vallis
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3.3.4.목본 콩과식물에 공생하는 근류균

자귀나무에서는 R.tropici이 분리되었다고 보고하였데 (Kang,2003),본

연구에서 B.jicamae와 B.pachyrhizi가 분리되어 차이가 있었다 (Table10).

그리고 아까시나무에서는 Mesorhizobium 속 M.huakuii,M.amorphae,

M.plurifarium이 분리되었다고 보고하였는데 (Kang,2003),본 연구에서는

M.opportunistum이 분리되었다.Hanetal.(2008)은 R.tropici와

M.tianshanense,M.spetentrionale,E.meliloti가 분리되었다고 보고하였는데,

제주도에 자생하는 아까시나무의 근류균 연구가 더 필요할 것으로 사료된다.

Lespedeza(싸리나무)들은 Mesorhizobium,Rhizobium,Bradyrhizobium 3가지

속에서 다양하게 분리되었다고 (Kang,2003)보고하였는데,본 연구에서는 싸리나

무인 풀싸리,좀싸리는 Rhizobium,Bradyrhizobium 2가지 속에서

R.larrymoorei,R.leguminosarum,B.iriomotense가 분리되었다.그리고 중국

의 Guetal.(2007)은 좀싸리에서 B.japonicum,M.amorphae,R.tropici가

분리되었다고 보고하였는데 본 연구에서는 B.iriomotense분리되어 중국과 제

주도의 지리적인 차이로 인하여 공생한는 근류균이 차이가 있음을 보였다.

만년콩은 우리나라의 멸종위기야생식물이며 일본,중국에 서식하며 우리나라에

서는 제주도 돈네코에 분포한다 (Kim,2007).멸종위기야생식물이여서 한라수목

원에서 조직배양된 식물에서 뿌리혹을 분리하였다.만년콩에서 분리된 균주는

Bradyrhizobium jicamae로 밝혀졌다.만년콩의 공생균은 처음 밝혀지는 것으로

보인다.낭아초에서 분리된 균주는 Rhizobium leguminosarum과 R.vignae로 나

타났다.LeeandLee(1992)은 낭아초에서 근류균은 분리를 하였으나 동정하지

못하여 이 연구가 기초자료가 될 것이라 사료된다.된장풀에서 분리된 균주는 B.

pachyrhizi였다.

본 연구에서는 목본 콩과식물에서 분리된 15개의 균주 중 B.jicamae가 7균주

가 분리되어 제주도의 비옥하지 않은 토양에서는 자생하는 목본들에서 우점하고

있었다.그리고 공생하는 근류균은 Rhiozbium,Bradyrhizobium,Mezorhizobium

3개 속에 모두 포함되는 다양한 균주들이 있었다.
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Table10.Leguminoustreehostandsymbioticrhizobia

Hosttree(KoreanName)
No.of

Isolate
Rhizobialspecies

Albizziajulibrissin(자귀나무) 1

2

Bradyrhizobium jicamae

Bradyrhizobium pachyrhizi

Desmodium caudatum (된장풀) 1 Bradyrhizobium pachyrhizi

Euchrestajaponica(만년콩) 4 Bradyrhizobium jicamae

Indigoferapseudotinctoria(낭아초) 1

1

Rhizobium leguminosarum

Rhizobium vignae

Lespedezathunbergii(풀싸리) 1

1

Rhizobium larrymoorei

Rhizobium leguminosarum

Lespedezavirgata(좀싸리) 2 Bradyrhizobium iriomotense

Robiniapseudoacacia(아까시나무) 1 Mesorhizobium opportunistum
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3.3.5.초본 콩과식물에 공생하는 근류균

매듭풀에서 분리된 10개의 균주는 B.cytisi,B.japonicum,B.jicamae,B.

liaoningense,R.lupini,R.vitis분류되었다 (Table11).채집한 식물들 중에서

가장 다양한 종이 분리되었다.Min and Koh (1998)은 매듭풀에서 분리한

Bradyrhizobium sp.는 B.japonicum과 특성이 유사하다고 하였다.본 연구에서

는 Rhizobium 속 균도 분리되어 차이가 있음을 알 수 있었다.

벌노랑이에서 분리된 균주는 M.amorphae와 100%의 유사도를 갖는 동일종

으로 분류되었다.대전에 자생하는 벌노랑이는 M.loti가 근연종으로 보고되어

차이가 있음을 알 수 있었다 (Koh,2009).그리고 Menna etal.(2006)은

Mezorhizobium sp.가 분리되었다고 보고하고 있어 벌노랑이 기주 식물에서는

Mezorhizobium 속 근류균이 분포할 것이라고 사료된다.

얼치기완두에서 분리된 균주는 R.pisi였다.대전에서 자생하는 얼치기완두에

서 분리된 균주는 R.leguminosarum의 근연종으로 보고되어 차이가 있음을 알

수 있었다 (Koh,2006).

살갈퀴에서는 Rhizobium leguminosarum 과 R.vallis가 분리되었다.대전에서

자생하는 살갈퀴에서 분리된 균주는 R.leguminosarum의 근연종으로 보고되었

다 (Koh,2006).그리고 창원에서 자생하는 살갈퀴에서 분리된 균주는 R.

leguminosarum이 근연종으로 보고되었다 (LeeandLee,1992).중국에 자생하는

살갈퀴는 R.leguminosarum과,R.gallicum,Ensifermeliloti가 분리되었다고 보

고되었다 (Lei,2008).살갈퀴에 분리된 균주 R.leguminosarum는 다른 지역들

과 같은 분포를 보임을 알 수 있었다.Vicia속은 Rhizobium,Bradyrhizobium,

Ensifer,Mesorhizobium 속에서 다양하게 나타나났지만.본 연구에서는 Vicia속

(살갈퀴,새완두,얼치기완두)에서 분리된 균주는 Rhizobium 속에서만 3종이 근

연종임을 알 수 있었다.

대두와 돌콩에서 분리된 균주는 R.lupini였다.LeeandLee(1992)는 대두에

서 B.japonicuum이,Yunetal.(1987)은 R.fredii이,Xuetal.(1995)은 대두와

돌콩에서는 B.liaoningense가 분리되었다고 보고하였다.Mennaetal.(2006)은

B. elkanii가 대두에서 분리되었고, Yoon et al. (2007)은 돌콩에서
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Bradyrhizobium sp.를 분리하였다.주로 대두에서는 B.japonicuum이 분리되었

다고 보고되는데,제주도의 지리적인 특성과 토양의 특성에 차이로 본 연구에서

분리된 근류균 다름을 알 수 있었다.

해녀콩에서는 B.lianoningense가 분리되었다.Kim (1989)은 해녀콩에서 분리

한 Rhizobium sp.는 R.legminosarum 과 E.meliloti의 특성을 비교하였을 때

유사하다고 보고하였다.해녀콩에서 분리된 균주는 Bradyrhizobium 속으로 보고

된 종들과 다른 속에 속하여 차이를 알 수 있었다.본 연구에서는 1개의 균주만

분리되었으므로 Kim (1989)과 비교할 수 있게 제주도에 자생하는 해녀콩의 근류

균을 더 연구할 필요가 있을 것으로 사료된다.

비수리에서는 B.cytisi,B.japonicum,R.leguminosarum,R.lupini,R.

mesosinicum 의 5종이 분리되었다.중국의 Guetal.(2007)은 B.japonicum,B.

yuaanmingense,M.amorphae,E.meliloti,R.tropici등이 보고되었다.제주도

에 자생하는 비수리에서 분리된 근류균은 Bradyrhizobium,Rhizobium 2개의 속

에 분포하는데 중국의 비수리에서는 4개의 속에서 분리되어 다양성의 차이를 알

수 있었다.괭이싸리에서 B.jicamae가 분리되었다.중국의 Guetal.(2007)은

B. elkanii, R. tropici가 분리되었다고 보고하였다. 비수리와 괭이싸리는

Lespdeza속의 목본인 풀싸리,좀싸리와 공생하는 근류균이 차이가 있음을 알

수 있었다.

Trifolium속 노랑토끼풀,애기노랑토끼풀,선토끼풀,붉은 토끼풀,토끼풀은 본

연구에서는 R.legminosarum이 우점을 하고 있었다.그중 붉은 토끼풀 R.vallis

가 두 종의 근류균이 공생하였다.Liu etal.(2007)은 Trifolium속 토끼풀과

Trifolium fragiferum 은 R.legminosarum과 B.japonicum 이 보고되어

Trifolium속은 R.legminosarum이 우점종임을 알 수 있었다.

새팥에서는 R.legminosarum이 팥에서는 B.pachyrhizi가 분리되었다.Lee

andLee(1992)은 R.trifolii또는 R.phaseoli가 공생하는 근류균이라고 보고하

였다.자귀풀과 새콩에서는 B.iriomotense,R.leguminosarum이 분리되었다.차

풀에서는 B.cytisi,B.jicamae,R.leguminosarum이 분리되었는데,Leeand

Koh(1997)은 Bradyrhizobium sp.가 공생하는 근류균이라고 보고하였다.활나

물에서는 B.cytisi,갯완두에서는 R.leguminosarum,잔개자리에서는 E.
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meliloti,여우콩에서는 B.liaoningense,새완두에서는 R.vallis,고삼에서는 M.

hyakuii와 M.opportunistum이 분리되었다.

본 연구에서는 초본 콩과식물에서 분리된 96개의 균주 중 R.legminosarum이

48균주가 분리되어 제주도 비옥하지 않은 토양에는 자생하는 초본 콩과식물들에

서 우점하고 있었다.그리고 공생하는 근류균는 Rhiozbium,Bradyrhizobium,

Mezorhizobium,Ensifer4개 속에 모두 포함되는 다양한 균주들이 있었다.
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Table11.Leguminousherbhostandsymbioticrhizobia

Host herb
No.of

Isolate
Rhizobialspecies

Aeschynomeneindica(자귀풀) 1

2

Bradyrhizobium iriomotense

Rhizobium leguminosarum

Amphicarpaeaedgeworthii(새콩) 4

1

Bradyrhizobium iriomotense

Rhizobium leguminosarum

Canavalialineata(해녀콩) 1 Bradyrhizobium liaoningense

Cassiamimosoides(차풀) 1

2

Bradyrhizobium cytisi

Bradyrhizobium jicamae

1 Rhizobium leguminosarum

Crotalariasessiliflora(활나물) 1 Bradyrhizobium cytisi

Glycinemax(대두) 2 Rhizobium lupini

Glycinesoja(돌콩) 1 Rhizobium lupini

Kummerowiastriata(매듭풀) 1

2

2

3

1

Bradyrhizobium cytisi

Bradyrhizobium japonicum

Bradyrhizobium jicamae

Bradyrhizobium liaoningense

Rhizobium lupini

Rhizobium vitis

Lathyrusjaponica(갯완두) 2 Rhizobium leguminosarum

Lespedezacuneata(비수리) 2

2

1

2

1

Bradyrhizobium cytisi

Bradyrhizobium japonicum

Rhizobium leguminosarum

Rhizobium lupini

Rhizobium mesosinicum

Lespedezapilosa(괭이싸리) 1 Bradyrhizobium jicamae

Lotuscorniculatus(벌노랑이) 1 Mesorhizobium amorphae

Medicagolupulina(잔개자리) 1 Ensifermeliloti

Phaselousangularis(팥) 3 Bradyrhizobium pachyrhizi

Phaselousnipponensis(새팥) 1 Rhizobium leguminosarum

Puerariathunbergiana(칡) 2

2

Bradyrhizobium pachyrhizi

Rhizobium lupini

Rhynchosiavolubilis(여우콩) 1 Bradyrhizobium liaoningense

Sophoraflavescens(고삼) 2

1

Mesorhizobium huakuii

Mesorhizobium opportunistum

Trifolium compestre(노랑토끼풀) 2 Rhizobium leguminosarum

Trifolium dubium (애기노랑토끼풀) 4 Rhizobium leguminosarum

Trifolium hybridum (선토끼풀) 1 Rhizobium leguminosarum

Trifolium pratense(붉은토끼풀) 1

2

Rhizobium leguminosarum

Rhizobium vallis

Trifolium repens(토끼풀) 16 Rhizobium leguminosarum

Viciaangustifolia(살갈퀴) 12

1

Rhizobium leguminosarum

Rhizobium vallis

Viciahirsuta(새완두) 2 Rhizobium vallis

Viciatetrasperma(얼치기완두) 2 Rhizobium pisi
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3.3.6.목본․초본 공통기주에 공생하는 근류균

목본과 초본 콩과식물 동시에 공생하는 근류균은 분리된 근류균 19종 중에서

5종이 분리되었다 (Table12).B.iriomotense는 목본 좀싸리에서와 초본 자귀나

무,팥에서 분리되었다.그리고 B.jicamae는 목본 자귀나무,만년콩과 초본 차풀

매듭풀 괭이싸리에서 분리되었다.B.pachyrhizi는 목본 자귀나무,된장풀과 초본

칡에서 분리되었다.M.opportunistum는 목본 아까시나무와 초본 고삼에서 분리

되었다.R.leguminosarum은 목본 낭아초,풀싸리와 초본 자귀풀,새콩,차풀,갯

완두,비수리,새팥,팥,노랑토끼풀,애기노랑토끼풀,선 토끼풀,붉은토끼풀,토

끼풀,살갈퀴에서 분리되었다.목본과 초본 콩과식물에 공생하는 근류균 5종은

기주식물 공생에 넓은 범위를 갖고 있다고 사료된다.목본 콩과식물을 좀 더 많

은 채집을 하여 근류균을 분리하여 초본 콩과식물에서 분리된 근류균과 비교하

면 다양한 근류균이 목본과 초본 콩과식물에 공생하는 것을 알 수 있을 것이라

사료된다.

제주도에 76종의 콩과식물이 자생을 하는데 본 연구에서는 33종의 콩과식물을

채집하여 근류균을 분리하여 19종의 근류균이 분리되었다.더 많은 콩과식물을

채집하고 근류균을 분리한다면 더 많은 근류균이 공생하고 있음을 알 수 있을

것이라고 사료된다.또한 콩과식물을 한 장소가 아닌 여러 장소에서 채집을 하여

근류균이 지리적으로 넓은 분포를 하는지 장소에 제한적인지를 연구해볼 필요가

있다.
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Table 12.Rhizobia having symbiotic relationship to tree and herb

legumescommonly

Bacterialspecies
Hosttree

(KoreanName)

Hostherb

(KoreanName)
Bradyrhizobium iriomotense Lespedezavirgata

(좀싸리)

Aeschynomeneindica

(자귀풀)

Phaseolusangularis

(팥)

Bradyrhizobium jicamae Albizziajulibrissin

(자귀나무)

Cassiamimosoides

(차풀)

Euchrestajaponica

(만년콩)

Kummerowiastriata

(매듭풀)

Lespedezapilosa

(괭이싸리)

Bradyrhizobium pachyrhizi Albizziajulibrissin

(자귀나무)

Puerariathunbergiana

(칡)

Desmodium caudatum

(된장풀)

Mesorhizobium opportunistum Robiniapseudoacacia

(아까시나무)

Sophoraflavescens

(고삼)

Rhizobium leguminosarum Indigoferapseudotinctoria

(낭아초)

Aeschynomeneindica

(자귀풀)

Lespedezathunbergii

(풀싸리)

Amphicarpaeaedgeworthii

(새콩)

Cassiamimosoides

(차풀)

Lathyrusjaponica

(갯완두)

Lespedezacuneata

(비수리)

Phaselousnipponensis

(새팥)

Phaseolusangularis

(팥)

Trifolium compestre

(노랑토끼풀)

Trifolium dubium

(애기노랑토끼풀)

Trifolium hybridum

(선토끼풀)

Trifolium pratense

(붉은토끼풀)

Trifolium repens

(토끼풀)

Viciaangustifolia

(살갈퀴)
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Ⅳ.요약

본 연구는 제주도에 서식하는 콩과식물에 공생하는 근류균의 다양성을 조사하

고,기주 특이성을 분석하였다.

총 33종의 콩과식물에서 111개의 근류균주를 분리하였다.분리된 근류균의

16S rRNA 유전자를 증폭하고, 제한효소 HaeⅢ 와 RsaⅠ로 절단하여

RestrictionFragmentLengthPolymorphism (RFLP)분석하고,유전자 염기서열

을 분석하였다.

분리된 111균주는 46개의 RFLP유형으로 나누어졌고,16SrRNA 유전자의 서

열을 분석한 결과,총 19종으로 동정되었고,7종의 목본 콩과식물에서 분리된 15

개의 균주는 7종의 근류균으로 동정되었으며,Rhizobium,Bradyrhizobium,

Mesorhizobium 3개의 속에 분포하였다.26종의 초본 콩과식물에서는 분리된 96

개의 균주는 17종의 근류균으로 동정되었고,Rhizobium, Bradyrhizobium,

Mesorhizobium,Ensifer4개의 속에 분포하였다.이 중에서 가장 많이 분리된

종은R.leguminosarum 으로 48균주 였다.

동정된 19종의 근류균 중 한 종의 근류균이 여러 기주 식물에 공생하는 종은

10종이었고,그 중에서 B.cytisi,B.iriomotense,B.japonicum,B.jicamae,B.

liaoningense,B.pachyrhizi,M.opportunistum,R.lupini,R.vallis는 2～5종

의 기주식물과 공생하였고,놀랍게도 R.leguminosarum은 15종의 기주식물에 공

생하여 가장 넓은 기주 범위를 나타냈었다.그리고 그 외의 9종은 한 식물에만

공생하였다.

한 기주 식물에 여러 종류의 근류균이 공생하는 식물은 12종으로 분류되었다.

자귀풀은 R.leguminosarum 과 B.iriomotense,새콩은 R.leguminosarum 과

R.multihospitium,낭아초는 R.leguminosarum 과 R.vignae,풀싸리는 R.

leguminosarum 과 R.larrymoorei와 공생하였고,붉은토끼풀과 살갈퀴는 모두

R.leguminosarum 과 R.vallis이 공생하며,자귀나무는 B.pachyrhizi와 B.

jicamae,칡은 B.pachyrhizi와 R.lupini이 공생하며,고삼은 M.huakuii와 M.

opportunistum 과,차풀은 B.jicamae,B.cytisi,R.leguminosarum이,매듭풀은
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B.cytisi,B.japonicum,B.jicamae,B.liaoningense,R.lupini,R.vitis의 6종

이,비수리는 B.cytisi, B.japonicum,R.leguminosarum,R.lupini,R.

mesosinicum이 공생하는 것으로 나타났다.그리고 그 외의 기주 식물은 한 종과

공생한다는 것을 알 수 있었다.

본 연구의 결과는 제주도에 서식하는 콩과식물과 공생하는 근류균 연구에 기

초자료가 될 것이다.제주도의 다양한 지역에서 더 많은 콩과식물을 조사한다면

더 많은 근류균 종류가 발견될 수 있을지도 모른다.
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