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Ⅰ.서론

해면은 지구상에 존재하는 가장 오래된 후생동물(metazoan)로 조간대부

터 심해까지 다양한 환경에 부착하여 살아가는 가장 단순한 고착성 다세

포 동물이다(Van Soest et al., 2012; Dupont et al., 2014).또한 여과섭식

자로서 많은 양의 해수를 통과 시켜 해수의 부유물을 제거한다

(Duckworth et al., 2006).해면은 전 세계적으로 8,000종 이상이 보고되었

으며 이 중 150종은 담수해면이며 나머지 전체는 해양해면으로 알려져 있

다(Gernert et al., 2005; Hentschel et al.,2006). 해면 조직에는

Cyanobacteria,종속영양세균,고세균과 같은 다양한 세균 그룹이 존재하

며,40문(phylum)정도의 미생물이 존재하는 것으로 확인되었다(Brücket

al.,2012;Jacksonetal.,2013).나아가 최근 해면에 공생하는 세균의 계

통학적 연구에 따르면 해면은 주변 해수와는 다르게 구성되는 미생물 군

집을 포함 하는 것으로 알려져 있다(Thomasetal.,2010b).해면 내에 존

재하는 세균은 해면 부피의 40%까지 차지하고 있으며 다양한 종류의 세

균 중에서 일부는 해면의 먹이원으로 이용이 되고,다른 일부의 세균들은

해면에 영구히 존재하여 해면 내에서 골편의 안정화 등 물리적 구조에 기

여하거나,화학적 방어,노폐물 대사 등 다양한 기능을 수행하며 함께 살

아간다(Friedrich et al., 2001; Li et al., 2006; Wang, 2006;

Sacristán-Sorianoetal.,2011).이러한 해면공생세균에 관한 연구는 배양

에 의한 방법부터 16S rRNA gene에 기반을 둔 T-RFLP

(terminal-restriction fragment length polymorphysm), FISH

(fluorescence in situ hybridization), clone library, PCR-DGGE

(polymerase chain reaction-denaturing gel electrophoresis),

pyrosequencing 등 분자적 기법들을 이용한 비배양법까지 다양한 분석

방법을 통해 이루어지고 있다(Jacksonetal.,2012;Dupontetal.,2014).

해면동물은 다양한 생리활성물질 즉,항암제,항진균제,항바이러스제,

면역억제제 등을 생산하는 것으로 보고되고 있으며 전 세계적으로 천연

물연구에 이용되고 있다(Guangyi,2006;Kennedyetal,2009;Joseph

andSujatha,2011;Pérez-Lópezetal.,2014).
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해면으로부터 추출되는 천연물을 분리하기 위하여 해양 환경에서 해면을

지속적으로는 채취는 할 수 없기 때문에,해면의 지속적인 공급을 위한

수산양식(aquaculture)연구를 수행하고 있으며(Pageetal.,2011)또한

해면에 존재하는 천연물의 실제 생산자가 공생하는 세균이라는 것이 알려

지면서 공생세균의 군집 구조 및 변화를 분석하는 연구도 함께 수행되고

있다(Thomasetal.,2010b;Bergman etal.,2011;Jeong and Park,

2012).따라서 이러한 보고들에 근거하여 천연물 산업에 공생세균,혹은

공생미생물을 이용할 경우,경제적이고 안정적으로 생산할 수 있다는 장

점에서 최근 해면공생 미생물에 관한 연구는 증가하고 있는 추세이다

(Mohamedetal,2008;Leeetal,2009;Thomasetal.,2010a;Papaleo

etal.,2013;Lopanik,2014).또한 세균은 변화되는 환경 조건에서 매우

빠르게 반응하기 때문에 해양 시스템 변화에 대한 이상적인 지표가 될 수

있어(Websteretal.,2008),해면공생세균 군집구조에 대한 연구는 산업적

응용과 생태계적 기능을 규명하는데 있어 매우 중요하다(Tayloretal.,

2005;Park,2010).

국내 제주지역은 해안선이 단순하지만 다양한 형태의 기질이 존재하며,

난류의 영향을 크게 받으며 계절에 따라 여러 해류의 영향 또한 동시에

받고 있어 생물 다양성일 높을 수 있는 여건을 갖추고 있다.이러한 특이

성 때문에 많은 연구자들이 제주도 해양생물에 대한 조사를 수행하였으

며,특히 저서동물에 대한 조사가 많이 진행되었다(Jeetal.,2013).해면

동물의 경우 최근 2008년부터 2011년까지 제주도에서 7종의 신종이 발견

이 되어(국토해양부,2011)서해나 동해에 비해 해면 종의 다양성이 높을

것으로 추정된다.이렇게 생물 다양성이 높은 해양 환경은 조석과 파랑,

폭우,육상으로부터 담수의 유입,해류의 영향 온도 차 등 육지에 비해 환

경 변화가 다양하며 이러한 변화는 생물상의 변화에도 직접적인 영향을

주고 있다(Kim,2010).따라서 계절에 따른 해면공생세균의 군집구조 및

분포에 차이가 있을 것으로 추정하고 이들의 다양성 분석을 행하였다.이

연구 결과는 제주도 해면을 이용한 천연물 연구나 미생물 자원 확보에 있

어 중요한 기초자료가 될 것으로 사료된다.

본 연구의 목적은 16S rRNA gene을 이용하여 배양법에 기초한

PCR-RFLP방법과 비배양법에 기초한 PCR-DGGE방법을 통해 제주도
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무릉아치와 용머리 해안에서 채집한 4종 15개체 해면을 대상으로 해면 공

생세균 군집구조와 계절적 차이를 규명하는데 있다.(1)RFLP를 이용한

Petrosia corticata 해면의 계절에 따른 공생세균 군집구조 비교;(2)

DGGE를 이용한 조간대해면 Hymeniacidonflavia의 계절에 따른 공생세

균 군집구조 비교;(3)DGGE를 이용한 Callyspongiaelegans해면의 계

절에 따른 공생세균 군집구조 비교;(4)DGGE를 이용한 Clionasp.해면

의 계절에 따른 공생세균 군집구조를 비교 하고자 하였다.
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Ⅱ.재료 및 방법

1.재료

1-1.해면시료의 채집

계절에 따른 해면의 공생세균 군집구조를 조사하기 위해 2012년 1월부터

2014년 6월까지 제주도 서귀포시 대정읍 무릉아치에서 스쿠버다이빙 방법

과 안덕면 사계리 용머리해안 조간대에서 채집도구를 이용하여 해면을 채

집하였다.무릉아치의 경우 여름철에는 평균 수온은 23.5℃,염도는

30.6PSU이며,겨울철의 평균 수온은 16.2℃,염도는 33.1PSU였다.용머

리해안의 경우 여름철의 온도는 31.5℃,염도는 28.6PSU이며,겨울철의 온

도는 10.1℃,염도는 31.9PSU였다(Table1andFig.1).

본 연구에 사용한 총 4종 15개체의 해면(Table2andFig.2)은 멸균된

인공해수(ASW :artificialseawater)로 3회 세척 후 –20℃를 유지하며

24시간 이내 실험실로 운반하였다.
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Table1.Spongesamplesusedinthisstudy.

Collection

No.
Sponge Location

Depth

(m)

Collection

date

salinity

(PSU)

Temp.

(℃)

121mur16 Petrosiacorticata
E126°12′02″

N 33°14′52″
20-25 2012.01.10 32.9 15.6

129mur1 Petrosiacorticata
E126°11′36″

N 33°15′08″
20-25 2012.09.20 31.7 22.5

131mur7 Petrosiacorticata
E126°11′44″

N 33°15′03″
20-25 2013.01.23 34.0 14.4

138mur1 Petrosiacorticata
E126°11′45″

N 33°15′03″
20-25 2013.08.20 29.9 26.4

138Y4 Hymeniacidonflavia
E126°18′54″

N 33°14′00″
조간대 2013.08.20 28.6 31.5

1312Y5 Hymeniacidonflavia
E126°18′49″

N 33°13′54″
조간대 2013.12.17 31.9 10.1

131mur20 Callyspongiaelegans
E126°11′44″

N 33°15′03″
20-25 2013.01.23 34.0 14.4

138mur2 Callyspongiaelegans
E126°11′45″

N 33°15′03″
20-25 2013.08.20 29.9 26.4

138mur3 Callyspongiaelegans
E126°11′45″

N 33°15′03″
20-25 2013.08.20 29.9 26.4

138mur4 Callyspongiaelegans
E126°11′45″

N 33°15′03″
20-25 2013.08.20 29.9 26.4

1312mur1 Callyspongiaelegans
E126°11′44″

N 33°15′04″
20-25 2013.12.17 32.5 18.6

146mur8 Callyspongiaelegans
E126°11′44″

N 33°15′02″
20-25 2014.06.24 30.3 21.7

146mur11 Callyspongiaelegans
E126°11′44″

N 33°15′02″
20-25 2014.06.24 30.3 21.7

129mur2 Clionasp.
E126°11′36″

N 33°15′08″
20-25 2012.09.20 31.7 22.5

131mur11 Clionasp.
E126°11′44″

N 33°15′03″
20-25 2013.01.23 34.0 14.4
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Table2.Collectionsiteanddatesforspongesamplesinthisstudy.

date

Sponge

2012

01

2012

09

2013

01

2013

08

2013

12

2014

06
Samling site

Experimental

Method

Petrosia corticata O O O O X X
Mureung

arch
RFLP

Hymeniacidon flavia X X X O O X
Youngmeori 

coast
DGGE

Callyspongia elegans X X O O O O
Mureung

arch
DGGE

Cliona sp. X O O X X X
Mureung

arch
DGGE
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Fig.1.Collectionsiteofthespongesusedinthisstudy.
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Petrosiacorticata121mur16 Petrosiacorticata129mur1

Petrosiacorticata131mur7 Petrosiacorticata138mur1

Hymeniacidonflavia138Y4 Hymeniacidonflavia1312Y5

Callyspongiaelegans131mur20 Callyspongiaelegans138mur2

Callyspongiaelegans138mur3 Callyspongiaelegans138mur4

Fig.2.Photographsofspongesamplestestedinthisstudy.
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Callyspongiaelegans1312mur1 Callyspongiaelegans146mur8

Callyspongiaelegans146mur11

Clionasp.129mur2 Clionasp.131mur11

Fig.2.Continued.
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2.방법

2-1.해면공생세균의 분리 및 배양

채집한 해면은 멸균된 인공해수로 3회 세척 후 1cm3 크기로 잘라 인공

해수 3ml을 넣어 멸균된 막자와 막자사발을 이용하여 균질화한 다음

10-1부터 10-4까지 희석하여 변형된 ZoBell배지(Peptone 5 g,Yease

extract1g,FePO4・4H2O 0.01g,NaCl23.6g,MgSO4・7H2O 5.94g,

MgCl2・6H2O4.53g,CaCl21.3g,KCl0.64g,agar15g,DW 1L,pH

7.2)와 MarineAgar(Difco,USA)배지에 100μl씩 도말 하였다.해면 균

질액이 도말된 배지는 26℃에서 7일간 배양하였다.각각의 해면으로부터

균주의 표현형적 특징을 기준으로 비율별로 분리하고 순수분리를 위해 동

일한 배지에서 계대 배양하여 단일 콜로니를 얻었다.

2-2.DNA추출 및 16SrRNAgene의 증폭

분리된 세균의 DNA는 각각의 콜로니로부터 DNeasyBlood& Tissue

Kit(Qiagen,Germany)를 이용하여 분리하였다.분리한 DNA는 PCR 반

응의 주형으로 이용하여 16SrRNA gene을 증폭하였으며 증폭에는 27f

(5’-AGA GTT TGA TCC TGG CTCAG-3’)와 1492r(5’-TAC GGY

TACCTT GTT ACGAC-3’)프라이머 쌍을 사용하였다.PCR반응의

혼합물 조성은 5μl10×reactionbuffer,1μl의 10mM dNTPs,5unit/

μlTaqpolymerase(Solgent,Korea),각각의 프라이머 10pmol,그리고

100ng의 시료 DNA를 1 μl첨가하여 최종 부피 50μl이 되도록 하여

PCR 반응을 수행하였다.GeneAmpPCR system 2700thermalcycler

(AppliedBiosystems,Version2.0,USA)를 사용하여 94℃에서 5분간 초

기변성 한 후 94℃에서 40초간 변성,55℃에서 40초간 냉각,72℃에서 1

분간 신장하는 과정을 30cycle반복 후 최종적으로 72℃에서 10분간 신

장시켰다.16S rRNA gene의 증폭을 확인하기 위해 1% agarosegel

(Roche,Spain)를 이용하여 PCR 반응물 3 μl를 취해 Mupid-ex

(ADVANCE,Japan)으로 100 V,25분간 1× TAE buffer(40 mM

Tris-acetate,1mM EDTA,pH 8.0)에서 전기영동 하였다.전기영동 후

agarosegel은 EtBr(ethidium bromide,50ng/ml)에 10분간 염색하여

GelLogic200(Kodak,USA)을 이용해 UV하에서 약 1.5kb단편을 확

인하였다.
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2-3.RFLP분석

PCR 산물의 RFLP 분석을 위해 제한효소 2종 MspⅠ (Thermo

Scientific,Lithuania)과 HaeⅢ (ThermoScientific,Lithuania)를 사용하였

다.PCR산물에 각각의 제한효소를 첨가하여 37℃에서 5분간 반응 후 반

응물은 3% agarosegel(Roche,Spain)을 사용하여 1× TAE buffer로

100V,30분간 전기영동 한 후 EtBr에 염색하여 GelLogic200을 이용해

UV하에서 관찰하여 각 밴드의 유형을 확인하였다.16S rRNA gene-

RFLPfingerprinting타입에 따라 각각 RFLP타입별로 1-3개의 분리균

주들을 선택하여 부분 염기서열을 분석하였다.증폭된 PCR 산물은

ExpinTM PCRSVDNA Purificationkit(GeneAll,Korea)를 이용하여 정

제하였으며,27f프라이머를 이용한 염기서열 분석(Macrogen)을 의뢰하였

다.

2-4.TotalgenomicDNA추출

멸균된 인공해수로 3회 세척한 해면을 1cm3로 잘라 –70℃에서 24시간

예비 동결 후 동결 건조기에서 –50℃,0.033M bar기압으로 24시간 건

조하였다.동결 건조된 해면을 멸균된 막자사발을 이용하여 powder상태

로 준비하였으며,powdersample30mg을 멸균된 증류수 600㎕에 현탁

시킨 후 10mg/ml의 lysozyme(Sigma,USA)을 넣어 37℃ 항온수조에서

20분 동안 반응시켜 세포벽을 용해하였다.여기에 10% SDS를 1/10vol.

으로 넣어 65℃에서 5분간 처리하여 단백질 및 세포의 파편들을 침전시키

고 동량의 phenol/chloroform(1:1)을 넣고 현탁한 후 13,000rpm,4℃,4분

동안 원심 분리하여 상등액을 취하였다.이 상등액으로 DNeasyBlood&

TissueKit를 이용하여 DNA를 추출한 다음 DGGE를 위한 PCR반응의

주형으로 사용하였다.

2-5.16SrRNAgene의 DGGE-PCR증폭

해면 시료로부터 추출한 totalgenomicDNA를 주형으로 GC clamp가

추가된 341f(5’-CGCCCG CCG CGCCCCGCG CCCGGCCCGCCG

CCCCCG CCCGCCTACGGGAGGCAG CAG-3’)와 518r(5’-ATT

ACC GCG GCT GCT GG-3’)의 프라이머 쌍을 이용하여 16S rRNA

gene의 V3영역을 증폭하였다.PCR 반응의 혼합물 조성은 5㎕ 10×
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reactionbuffer,1㎕ dNTP,5units/㎕ Taqpolymerase,각각의 프라이

머 10pmol,그리고 100ng의 시료 DNA 1㎕를 첨가하여 최종 부피가 50

㎕이 되도록 하였다.PCR수행은 MyCyclerTM thermalcycler(Bio-Rad,

USA)를 이용하여 94℃에서 40초간 변성,65℃ (1회 당 0.5℃ touch

down)에서 40초간 냉각,72℃에서 1분간 신장,이 과정을 30회 반복 수행

한 후 최종적으로 72℃에서 10분간 신장시켰다.증폭된 DNA의 확인을

위해 PCR반응액 2㎕를 취하여 2% agarosegel(Roche,Spain)을 이용

하여 Mupid-ex로 100V에서 25분간 1×TAEbuffer에서 전기영동 하였

다.전기영동 후,EtBr에 10분간 염색하여 GelLogic200을 이용하여 자

외선 조사로 확인하였다.증폭된 DNA의 크기를 확인하기 위한 marker로

는 100bpladder(Solgent,Korea)를 사용하였다.

2-6.DGGE전기영동

DGGE는 Bio-RadDcodesystem (Bio-Rad,USA)을 이용하여 수행하였

다.증폭된 PCR 산물은 bisacrylamide(Bio-Rad,USA)를 포함한 8%

polyacrylamide를 이용하여 30-70% 농도 구배 조성(7M urea,40%

formamide)으로 전기영동을 수행하였다.Polyacrylamidegel크기는 20×

13(W×H cm),두께 1mm로 제작하였고 PCR 산물은 2×loadingdye와

혼합하여 시료를 loading하였다.1×TAE buffer를 사용하여 60℃,30V

에서 1시간 안정화시킨 후 60V로 전압을 올려 14시간 전기영동을 수행하

였다.전기영동 후 gel은 EtBr에 30분간 염색하여 GelLogic200을 이용,

자외선 조사로 DGGE밴드 패턴을 확인하였다.

2-7.DGGE밴드의 동정 및 계통학적 분석

DGGE젤 상에서 분리된 각각의 밴드를 잘라내어 50㎕의 증류수가 담

긴 1.5mltube에 담아 하루 동안 정치하여 DNA를 추출하였다.이것을

주형으로 GCclamp가 제거된 341f프라이머와 518r프라이머를 사용하여

위와 동일한 조건으로 PCR을 수행한 후 증폭된 산물을 정제하여 염기서

열 분석을 의뢰하였다.DGGE 결과로 얻어진 염기서열은 NCBI(the

NationalCenterforBiotechnologyInformation)에 등록된 염기서열을 대

상으로 BLAST search를 수행하였으며,각 염기서열의 alignment는

CLUSTALW(Thompsonetal.,1994)를 이용하여 정렬하였다.Molecular
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Evolutionary Genetics Analysis (MEGA) software 6.0을 이용하여

(Tamuraetal.,2013)neighbor-joining방법(SaitouandNei,1987)에 의

해 진화거리를 계산하고 계통수를 추론하였으며,1,000회 반복 bootstrap

분석에 의해 계통수를 확인하였다.
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Ⅲ.결과

1.RFLP를 이용한 Petrosiacorticata해면의 계절에 따른 공생세균 군집

구조 비교

1-1.해면공생세균의 분리 및 RFLP분석

해양해면 Petrosiacorticata의 계절에 따른 배양 가능한 공생세균 군집

구조 변화를 관찰하기 위해 121mur16해면으로부터 120균주,129mur1해면

으로부터 129균주,131mur7해면으로부터 130균주 그리고 138mur1해면으

로부터 120균주를 분리하였으며,분리된 전체 499균주를 16S rRNA

gene-RFLP분석을 수행하였다.두 종의 제한효소를 사용하여 분석을 수

행한 결과 겨울에 채집한 해면 121mur16에서 분리한 120균주로부터

MspI에 의해 23개의 타입,HaeIII에 의해 21개의 타입을 얻었으며,해면

131mur7에서 분리한 130균주로부터 MspI에 의해 15개의 타입,HaeIII에

의해 20개의 타입을 얻었다(Table 4 and 6).여름에 채집한 해면

129mur1에서 분리한 129균주로부터 MspI에 의해 16개의 타입,HaeIII에

의해 25개의 타입을 얻었으며,138mur1에서 분리한 120균주로부터 MspI

에 의해 11개의 타입,HaeIII에 의해 16개의 타입을 얻었다(Table5and

7).이를 근거로 분석한 결과 겨울에 채집한 해면에서는 각각 26개와 20개

의 서로 다른 RFLP타입으로 구분되었으며(Fig.3),여름에 채집한 해면

에서는 각각 24개와 19개의 서로 다른 RFLP타입이 구분되었다(Fig.4).
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Fig.3.Dendrogram showingtherelationshipamong bacterialisolatesbased

onthe16S rRNA gene-RFLP profilesfrom themarinespongeP.corticata

collectedinwinter121mur16(up)and131mur7(down).
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Fig.4.Dendrogram showingtherelationshipamong bacterialisolatesbased

onthe16S rRNA gene-RFLP profilesfrom themarinespongeP.corticata

collectedinsummer129mur1(up)and138mur1(down).
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Table4.RFLP fingerprintingtypesandsequencesimilaritiesof16S rRNA

genefrom bacterialstrains isolated from themarinesponge,P.corticata

121mur16.

RFLP

typea
Strain

No.b
Description

Accession

No.

Similarity

(%)
Phylum

1a
121mur16
-18

Kytococcus
sedentariusDSM
20547T

CP001686 100 Actinobacteria

1a
121mur16
-86

Kytococcus
sedentariusDSM
20547T

CP001686 100 Actinobacteria

2b
121mur16
-22

Agrococcusbaldri
IAM 15147T

AB279548 99 Actinobacteria

3b
121mur16
-56

Kocuriapalustris
DSM 11925T

Y16263 100 Actinobacteria

4c
121mur16
-3

Paracoccustylophorae
KTW-16TT

GQ281379 100 Alphaproteobacteria

5d
121mur16
-16

Ruegeriaatlantica
IAM 14463T

D88526 98 Alphaproteobacteria

5d
121mur16
-17

Ruegeriahalocynthiae
MA1-6T

HQ852038 98 Alphaproteobacteria

6e
121mur16
-31

Pseudovibrio
ascidiaceicolaF423T

AB175663 100 Alphaproteobacteria

6e
121mur16
-32

Pseudovibrio
ascidiaceicolaF423T

AB175663 100 Alphaproteobacteria

6e
121mur16
-55

Pseudovibrio
ascidiaceicolaF423T

AB175663 100 Alphaproteobacteria

6e
121mur16
-66

Pseudovibrio
ascidiaceicolaF423T

AB175663 100 Alphaproteobacteria

7e
121mur16
-77

Pseudovibrio
ascidiaceicolaF423T

AY486423 100 Alphaproteobacteria

6e
121mur16
-100

Pseudovibrio
ascidiaceicolaF423T

AB175663 100 Alphaproteobacteria

8f
121mur16
-79

Erythrobacterpelagi
ST08102118Y7-248

T HQ203045 100 Alphaproteobacteria

7e
121mur16
-85

Pseudovibrio
denitrificansDN34

T AY486423 100 Alphaproteobacteria

9g
121mur16
-5

Vitellibacteraestuarii
JC2436

T EU642844 97 Bacteroidetes

9g
121mur16
-12

Vitellibacteraestuarii
JC2436

T EU642844 98 Bacteroidetes

9g
121mur16
-52

Vitellibacteraestuarii
JC2436T

EU642844 98 Bacteroidetes

9g
121mur16
-53

Vitellibacteraestuarii
JC2436T

EU642844 98 Bacteroidetes

10h
121mur16
-24

Maribacter
dokdonensisDSW-8T

AY960749 100 Bacteroidetes

11i
121mur16
-2

Planococcus
halocryophilusOr1T

JF742665 98 Firmicutes

12j
121mur16
-11

Bacillusberkeleyi
KMM 6244T

JN187498 100 Firmicutes

13k
121mur16
-33

Bacillusaryabhattai
B8W22T

EF114313 100 Firmicutes
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Table4.Continued

RFLP

type

Strain

No.
Description

Accession

No.

Similarity

(%)
Phylum

12l
121mur16
-39

Bacillustequilensis
10bT

HQ223107 98 Firmicutes

13m
121mur16
-48

Bacillus
thuringiensisATCC
10792T

ACNF01000156 100 Firmicutes

14n
121mur16
-95

Planococcus
antarcticusCMS
26orT

AJ314745 99 Firmicutes

14n
121mur16
-102

Planococcus
antarcticusCMS
26orT

AJ314745 99 Firmicutes

15k
121mur16
-107

Planococcus
maritimusTF-9T

AF500007 100 Firmicutes

16o
121mur16
-20

Psychrobacter
marincolaKMM
277T

AJ309941 99 Gammaproteobacteria

16o
121mur16
-21

Psychrobacter
marincolaKMM
277T

AJ309941 99 Gammaproteobacteria

17p
121mur16
-36

Psychrobacter
piscatoriiT-3-2T

AB453700 100 Gammaproteobacteria

18e
121mur16
-65

Psychrobacter
nivimaris88/2-7T

AJ313425 100 Gammaproteobacteria

19e
121mur16
-38

Psychrobacter
nivimaris88/2-7T

AJ313425 100 Gammaproteobacteria

18e
121mur16
-81

Psychrobacter
nivimaris88/2-7T

AJ313425 100 Gammaproteobacteria

20q
121mur16
-45

Psychrobacter
maritimusPi2-20T

AJ609272 99 Gammaproteobacteria

20r
121mur16
-54

Psychrobacter
adeliensisSJ14T

AJ539105 99 Gammaproteobacteria

21s
121mur16
-71

Pseudoalteromonas
marinaMano4T

AY563031 100 Gammaproteobacteria

22t
121mur16
-74

Microbulbifer
epialgicusF-104T

AB266054 99 Gammaproteobacteria

22t
121mur16
-80

Microbulbifer
epialgicusF-104T

AB266054 99 Gammaproteobacteria

23u
121mur16
-88

Psychrobacterceler
SW-238T

AY842259 100 Gammaproteobacteria

aArabiannumberandalphabeticabbreviationpresentRFLPtypeswiththerestriction

enzymesMspIandHaeIIIrespectively.

bStrainsusedinphylogenetictreeconstructed.
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Table5.RFLP fingerprintingtypesandsequencesimilaritiesof16S rRNA

genefrom bacterialstrains isolated from themarinesponge,P.corticata

129mur1.

RFLP

typea
Strain

No.b
Description

Accession

No.

Similarity

(%)
Phylum

1a
129mur1-

16

Microbacterium

esteraromaticum

DSM8609T
Y17231 99 Actinobacteria

1a
129mur1-

17

Microbacterium

esteraromaticum

DSM8609T
Y17231 99 Actinobacteria

2b
129mur1-

117

Janibacter

hoyleiDSM21601T
FR749912 99 Actinobacteria

3c
129mur1-

7

Erythrobacter

vulgaris0222-10T
AY706935 99 Alphaproteobacteria

4d
129mur1-

29

Pseudovibrio

ascidiaceicolaF423T
AB175663 100 Alphaproteobacteria

4d
129mur1-

30

Pseudovibrio

ascidiaceicolaF423T
AB175663 100 Alphaproteobacteria

4d
129mur1-

38

Pseudovibrio

ascidiaceicolaF423T
AB175663 100 Alphaproteobacteria

4d
129mur1-

44

Pseudovibrio

ascidiaceicolaF423
T AB175663 100 Alphaproteobacteria

4d
129mur1-

45

Pseudovibrio

ascidiaceicolaF423T
AB175663 100 Alphaproteobacteria

5e
129mur1-

63

Roseovarius

crassostreaeCV919-312T
AF114484 98 Alphaproteobacteria

6f
129mur1-

68

Ruegeriaatlantica

IAM14463T
D88526 99 Alphaproteobacteria

6f
129mur1-

69

Ruegeriaatlantica

IAM14463T
D88526 99 Alphaproteobacteria

6g
129mur1-

70

Ruegeriaatlantica

IAM14463T
D88526 99 Alphaproteobacteria

7h
129mur1-

77

Phaeobacterinhibens

T5T
AY177712 98 Alphaproteobacteria

6f
129mur1-

93

Ruegeriaatlantica

IAM14463T
D88526 99 Alphaproteobacteria

8j
129mur1-

119

Labrenziaalba

CECT5094T
AJ878875 100 Alphaproteobacteria

8j
129mur1-

121

Labrenziaalba

CECT5094T
AJ878875 100 Alphaproteobacteria

9k
129mur1-

14

Spongiibacterium

flavum A11T
FJ348473 98 Bacteroidetes

9k
129mur1-

123

Spongiibacterium

flavum A11T
FJ348473 98 Bacteroidetes



- 20 -

Table5.Continued

RFLP

type

Strain

No.
Description

Accession

No.

Similarity

(%)
Phylum

10l 129mur1-4
Bacillusnanhaiensis

JSM082006T
GU477780 100 Firmicutes

11m 129mur1-19
Bacillusaryabhattai

B8W22T
EF114313 100 Firmicutes

12n 129mur1-37
Planococcus

donghaensisJH1T
EF079063 99 Firmicutes

13o 129mur1-112
Oceanobacillus

profundusCL-MP28T
DQ386635 100 Firmicutes

14p 129mur1-113
Bacillus

oceanisediminisH2T
GQ292772 99 Firmicutes

15q 129mur1-10

Pseudoalteromonas

spongiaeUST010723

-006T
AY769918 100 Gammaproteobacteria

16s 129mur1-21
Vibrioharveyi

ATCC14126T
X74706 99 Gammaproteobacteria

17t 129mur1-54
Microbulbifer

epialgicusF-104T
AB266054 99 Gammaproteobacteria

16u 129mur1-71
Vibriofortis

LMG21557T
AJ514916 99 Gammaproteobacteria

16v 129mur1-72
Vibriopelagius

CECT4202TT
AJ293802 99 Gammaproteobacteria

16w 129mur1-73
Vibrioharveyi

ATCC14126T
X74706 99 Gammaproteobacteria

15r 129mur1-82
Pseudoalteromonas

phenolicaO-BC30T
AF332880 99 Gammaproteobacteria

16x 129mur1-102
Vibriochagasii

R-3712T
AJ316199 100 Gammaproteobacteria

16y 129mur1-103
Marinobacter

vinifirmusFB1T
DQ235263 98 Gammaproteobacteria

aArabiannumberandalphabeticabbreviationpresentRFLPtypeswiththerestriction

enzymesMspIandHaeIIIrespectively.

bStrainsusedinphylogenetictreeconstructed.



- 21 -

Table6.RFLP fingerprintingtypesandsequencesimilaritiesof16S rRNA

genefrom bacterialstrains isolated from themarinesponge,P.corticata

131mur7.

RFLP

typea
Strain

No.b
Description

Accession

No.

Similarity

(%)
Phylum

1a
131mur7-

99

Pseudovibrio

ascidiaceicolaF423T
AB175663 100 Alphaproteobacteria

1a
131mur7-

103

Pseudovibrio

ascidiaceicolaF423T
AB175663 100 Alphaproteobacteria

1a
131mur7-

40

Pseudovibrio

ascidiaceicolaF423T
AB175663 100 Alphaproteobacteria

1a
131mur7-

41

Pseudovibrio

ascidiaceicolaF423T
AB175663 100 Alphaproteobacteria

2b
131mur7-

77

RuegeriaatlanticaIAM

14463T
D88526 99 Alphaproteobacteria

2b
131mur7-

97

RuegeriaatlanticaIAM

14463
T

D88526 98 Alphaproteobacteria

2c
131mur7-

114

Ruegeriahalocynthiae

MA1-6T
HQ852038 98 Alphaproteobacteria

3d
131mur7-

82

AgrococcusbaldriIAM

15147T
AB279548 99 Actinobacteria

4e
131mur7-

84

KocuriapalustrisDSM

11925T
Y16263 100 Actinobacteria

5f
131mur7-

118

Kytococcussedentarius

DSM 20547T
CP001686 100 Actinobacteria

6g
131mur7-

73

Tenacibaculum aiptasiae

a4T
EF416572 100 Bacteroidetes

7h
131mur7-

108

Vitellibacteraestuarii

JC2436T
EU642844 98 Bacteroidetes

7h
131mur7-

93

Vitellibacteraestuarii

JC2436T
EU642844 97 Bacteroidetes

8i
131mur7-

71
Bacillustequilensis10bT HQ223107 98 Firmicutes

9j
131mur7-

76

Bacillusmarisflavi

TF-11T
AF483624 98 Firmicutes

10k
131mur7-

18

Oceanobacillus picturae

LMG19492T
AJ315060 100 Firmicutes

11l
131mur7-

21

Bacillusaryabhattai

B8W22T
EF114313 100 Firmicutes

11l
131mur7-

26

Bacillusaryabhattai

B8W22T
EF114313 100 Firmicutes
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Table6.Continued

RFLP

type

Strain

No.
Description

Accession

No.

Similarity

(%)
Phylum

12m 131mur7-94
Shewanellasairae

SM2-1T
AB094597 98 Gammaproteobacteria

12n 131mur7-95
Shewanellawaksmanii

KMM 3823T
AY170366 100 Gammaproteobacteria

13o 131mur7-91
Pseudoalteromonas

marinaMano4T
AY563031 100 Gammaproteobacteria

14p 131mur7-123
Psychrobacterceler

SW-238T
AY842259 100 Gammaproteobacteria

14p 131mur7-1
Psychrobacterceler

SW-238T
AY842259 100 Gammaproteobacteria

14p 131mur7-10
Psychrobacterceler

SW-238T
AY842259 100 Gammaproteobacteria

14q 131mur7-66
Psychrobacter

marincolaKMM 277T
AJ309941 99 Gammaproteobacteria

14r 131mur7-67
Psychrobacter

maritimusPi2-20T
AJ609272 99 Gammaproteobacteria

14s 131mur7-30
Psychrobacter

nivimaris88/2-7T
AJ313425 100 Gammaproteobacteria

15t 131mur7-109
Colwelliaaestuarii

SMK-10T
DQ055844 99 Gammaproteobacteria

aArabiannumberandalphabeticabbreviationpresentRFLPtypeswiththerestriction

enzymesMspIandHaeIIIrespectively.

bStrainsusedinphylogenetictreeconstructed.
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Table7.RFLP fingerprintingtypesandsequencesimilaritiesof16S rRNA

genefrom bacterialstrains isolated from themarinesponge,P.corticata

138mur1.

RFLP

typea
Strain

No.b
Description

Accession

No.

Similarity

(%)
Phylum

1a
138mur1-

98

JanibacterhoyleiDSM

21601T
FR749912 100 Actinobacteria

2b
138mur1-

18

Serinicoccus

chungangensisCAU

9536T
HM068886 99 Actinobacteria

3c
138mur1-

103

Tenacibaculum aiptasiae

a4T
EF416572 100 Bacteroidetes

2c
138mur1-

99

Tenacibaculum

mesophilum MBIC1140T
AB032501 99 Bacteroidetes

4d
138mur1-

30

Bacillusaryabhattai

B8W22T
EF114313 100 Firmicutes

5e
138mur1-

109

Bacillusmarisflavi

TF-11T
AF483624 98 Firmicutes

5f
138mur1-

40

Planococcus

halocryophilusOr1
T

JF742665 98 Firmicutes

6g
138mur1-

26

Erythrobacter

vulgaris0222-10T
AY706935 99 Alphaproteobacteria

7h
138mur1-

93

Pseudovibrio

ascidiaceicolaF423T
AB175663 100 Alphaproteobacteria

7h
138mur1-

73

Pseudovibrio

ascidiaceicolaF423T
AB175663 100 Alphaproteobacteria

7h
138mur1-

84

Pseudovibrio

ascidiaceicolaF423T
AB175663 100 Alphaproteobacteria

7h
138mur1-

108

Pseudovibrio

ascidiaceicolaF423T
AB175663 100 Alphaproteobacteria

7h
138mur1-

118

Pseudovibrio

ascidiaceicolaF423T
AB175663 100 Alphaproteobacteria

7h
138mur1-

71

Pseudovibrio

ascidiaceicolaF423T
AB175663 100 Alphaproteobacteria

8i
138mur1-

77

RuegeriaatlanticaIAM

14463T
D88526 99 Alphaproteobacteria

8i
138mur1-

97

RuegeriaatlanticaIAM

14463T
D88526 98 Alphaproteobacteria

9j
138mur1-

114

Ruegeriahalocynthiae

MA1-6T
HQ852038 98 Alphaproteobacteria

9f
138mur1-

21

Kiloniellalaminariae

LD81T
AM913907 98 Alphaproteobacteria
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Table7.Continued

RFLP

type

Strain

No.
Description

Accession

No.

Similarity

(%)
Phylum

4k 138mur1-66
Pseudoalteromonas

marinaMano4
T

AY563031 100 Gammaproteobacteria

4l 138mur1-67

Pseudoalteromonas

spongiae

UST010723-006
T

AY769918 100 Gammaproteobacteria

10f 138mur1-91
Vibriochagasii

R-3712T
AJ316199 100 Gammaproteobacteria

10m 138mur1-94
Vibrioharveyi

ATCC14126T
X74706 99 Gammaproteobacteria

10n 138mur1-1
Vibriopomeroyi

LMG20537T
AJ491290 99 Gammaproteobacteria

10n 138mur1-10
Vibriopomeroyi

LMG20537T
AJ491290 99 Gammaproteobacteria

10o 138mur1-95
Vibriotasmaniensis

LMG21574T
AJ514912 98 Gammaproteobacteria

11p 138mur1-120
Psychrobacter

maritimusPi2-20T
AJ609272 99 Gammaproteobacteria

aArabiannumberandalphabeticabbreviationpresentRFLPtypeswiththerestriction

enzymesMspIandHaeIIIrespectively.

bStrainsusedinphylogenetictreeconstructed.
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1-2.염기서열 분석 및 계통학적 분석

RFLP분석에 의해 겨울 해면에서 각각 26개,20개의 타입,여름 해면에

서 각각 24개,19개의 타입으로 나뉜,P.corticata해면으로부터 분리된

세균들에 대하여 각 RFLP타입 별로 1–3개의 분리 균주를 선별하여 부

분 염기서열을 분석하였다.121mur16해면의 경우 40균주,129mur1해면의

경우 33균주,131mur7해면의 경우 28균주 그리고 138mur1해면의 경우 26

개의 균주에 대하여 염기서열을 분석하였으며 염기서열이 분석된 총 127

개의 분리 균주는 모두 기존에 보고된 세균 종과 97% 이상의 유사도를

나타내었다.

선별된 균주들의 염기서열 분석 결과 Agrococcusbaldri(121mur16-22,

131mur7-82),Kocuriapalustris(121mur16-56,131mur7-84),Kytococcus

sedentarius (121mur16-18, 121mur16-86, 131mur7-118),

M icrobacterium esteraromaticum (129mur1-16,

129mur1-17), Janibacter hoylei (129mur1-117, 138mur1-98),

Serinicoccus chungangensis (138mur1-18), Maribacter dokdonensis

(121mur16-24),Spongiibacterium flavum (129mur1-14,129mur1-123),

Vitellibacter aestuarii (121mur16-5, 121mur16-12, 121mur16-52,

121mur16-53, 131mur7-93, 131mur7-108), Tenacibaculum aiptasiae

(131mur7-73,138mur1-103),Tenacibaculum mesophilum (138mur1-99),

Bacillus aryabhattai (121mur16-33, 129mur1-19, 131mur7-21,

131mur7-26,138mur1-30),Bacillusberkeleyi(121mur16-11),Bacillus

marisflavi (131mur7-76, 138mur1-109), Bacillus nanhaiensis

(129mur1-4), Bacillus oceanisediminis (129mur1-113), Bacillus

tequilensis (121mur16-39, 131mur7-71), Bacillus thuringiensis

(121mur16-48),Oceanobacillusprofundus(129mur1-112),Oceanobacillus

picturae (131mur7-18), Planococcus antarcticus (121mur16-95,

121mur16-102),Planococcus donghaensis (129mur1-37),Planococcus

halocryophilus (121mur16-2, 138mur1-40), Planococcus maritimus

(121mur16-107),Erythrobacter pelagi (121mur16-79),Erythrobacter

vulgaris (129mur1-7, 138mur1-26), Labrenzia alba (129mur1-119,

129mur1-121), Paracoccus stylophorae (121mur16-3), Phaeobacter
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inhibens (129mur1-77), Pseudovibrio ascidiaceicola (121mur16-31,

121mur16-32,121mur16-55,121mur16-66,121mur16-77,121mur16-100,

129mur1-29, 129mur1-30, 129mur1-38, 129mur1-44, 129mur1-45,

131mur7-40, 131mur7-41, 131mur7-99, 131mur7-103, 138mur1-71,

138mur1-73, 138mur1-84, 138mur1-93, 138mur1-108, 138mur1-118),

Pseudovibrio denitrificans (121mur16-85),Roseovarius crassostreae

(129mur1-63), Ruegeria atlantica (121mur16-16, 129mur1-68,

129mur1-69, 129mur1-70, 129mur1-93, 131mur7-77, 131mur7-97,

138mur1-77, 138mur1-97), Ruegeria halocynthiae (129mur16-17,

131mur7-114,138mur1-114),Marinobacter vinifirmus (129mur1-103),

Microbulbifer epialgicus (121mur16-74, 121mur16-80, 129mur1-54),

Colwelliaaestuarii(131mur7-109),Kiloniellalaminariae(138mur1-21),

Pseudoalteromonas marina (121mur16-71,131mur7-91,138mur1-66),

Pseudoalteromonas phenolica (129mur1-82), Pseudoalteromonas

spongiae (129mur1-10, 138mur1-67), Psychrobacter adeliensis

(121mur16-54), Psychrobacter celer (121mur16-88, 131mur7-1,

131mur7-10,131mur7-123), Psychrobacter marincola (121mur16-20,

121mur16-21,131mur7-66),Psychrobacter maritimus (121mur16-45,

131mur7-67, 138mur1-120), Psychrobacter nivimaris (121mur16-38,

121mur16-65, 121mur16-81, 131mur7-30), Psychrobacter piscatorii

(121mur16-36),Shewanellasairae(131mur7-94),Shewanellawaksmanii

(131mur7-95)Vibriochagasii(129mur1-102,138mur1-91),Vibriofortis

(129mur1-71),Vibrio harveyi(129mur1-21,129mur1-73,138mur1-94),

Vibrio pelagius (129mur1-72), Vibrio pomeroyi (138mur1-1,

138mur1-10),Vibrio tasmaniensis (138mur1-95)로 나타났다(Table 2,

Table3,Table4andTable5).

이를 근거로 두 계절의 해면으로부터 분리된 배양 가능한 공생세균은 모

두 Proteobacteria(Alpha-, Gamma-), Actinobacteria, Bacteroidetes,

Firmicutes,4개의 문(phylum)에 포함되었다(Fig.5).Gammaproteobacteria는

겨울에 가장 우점하는 세균 군집이었으며,Alphaproteobacteria는 여름에

가장 우점하는 세균 군집이었다.특히,Gammaproteobacteria에서 겨울에
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채집한 해면에서 Psychrobacter속의 세균 그룹이 우점하는 반면 여름에

채집한 해면에서는 Vibrio속의 세균 그룹이 우점하였다(Fig. 7).

Pseudovibrio속의 세균은 계절에 관계없이 Alphaproteobacteria에서 가장

우점하는 세균 그룹으로 나타났다. Firmicutes, Actinobacteria,

Bacteroidetes는 여름에 비해 겨울에 더 높은 비율을 나타내었다(Table8

andFig.6).
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Table8.Relativeabundanceofbacterialspeciesinmarinesponges,P.corticata.

Phylum Bacterialspecies
121mur16 129mur1 131mur7 138mur1

(Winter) (Summer) (Winter) (Summer)

Actinobacteria 10.0 9.0 10.8 7.4

Agrococcusbaldri 2.5 3.6

Kocuriapalustris 2.5 3.6

Kytococcussedentarius 5.0 3.6

Microbacterium esteraromaticum 6.0

Janibacterhoylei 3.0 3.7

Serinicoccuschungangensis 3.7

Bacteroidetes 12.5 6.0 10.8 7.4

Maribacterdokdonensis 2.5

Spongiibacterium flavum 6.0

Vitellibacteraestuarii 10.0 7.2

Tenacibaculum aiptasiae 3.6 3.7

Tenacibaculum mesophilum 3.7

Firmicutes 20.0 15.0 18.0 11.2

Bacillusaryabhattai 2.5 3.0 7.2 3.7

Bacillusberkeleyi 2.5

Bacillusmarisflavi 3.6 3.7

Bacillusnanhaiensis 3.0

Bacillusoceanisediminis 3.0

Bacillustequilensis 2.5 3.6

Bacillusthuringiensis 2.5

Oceanobacillusprofundus 3.0

Oceanobacilluspicturae 3.6

Planococcusantarcticus 5.0

Planococcusdonghaensis 3.0

Planococcushalocryophilus 2.5 3.7

Planococcusmaritimus 2.5

Alphaproteobacteria 27.5 42.5 25.2 44.4

Erythrobacterpelagi 2.5

Erythrobactervulgaris 3.0 3.7

Labrenziaalba 7.1

Paracoccusstylophorae 2.5

Phaeobacterinhibens 3.0

Pseudovibrioascidiaceicola 15.0 16.2 14.4 22.2
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Table8.Continued.

Phylum Bacterialspecies
121mur16 129mur1 131mur7 138mur1

(Winter) (Summer) (Winter) (Summer)

Pseudovibriodenitrificans 2.5 3.7

Roseovariuscrassostreae 3.0

Ruegeriaatlantica 2.5 10.1 7.2 7.4

Ruegeriahalocynthiae 2.5 3.6 3.7

Kiloniellalaminariae 3.7

Gammaproteobacteria 30.0 27.5 35.2 29.6

Marinobactervinifirmus 3.0

Microbulbiferepialgicus 5.0 3.0

Pseudoalteromonasmarina 2.5 3.6 3.7

Pseudoalteromonasphenolica 3.0

Pseudoalteromonasspongiae 3.0 3.7

Psychrobacteradeliensis 2.5

Psychrobacterceler 2.5 10.0

Psychrobactermarincola 5.0 3.6

Psychrobactermaritimus 2.5 3.6 3.7

Psychrobacternivimaris 7.5 3.6

Psychrobacterpiscatorii 2.5 6.5

Vibriochagasii 3.0 3.7

Vibriofortis 3.0

Vibrioharveyi 3.0 3.7

Vibriopomeroyi 7.4

Vibriotasmaniensis 3.7

Shewanellawaksmanii 3.6

Shewanellasairae 3.6

Colwelliaaestuarii 3.6
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Fig.5.Phylogeneticrelationshipsweredetermined by the16S rRNA gene

sequences ofthe bacterialisolates from the marine sponge P.corticata.

Numbers above branches indicate bootstrap values of neighbor-joining

analysis (50%) from 1,000 replicates. The scale bar represents 0.05

substitutionspernucleotideposition.Aquifexpyrophiluswasusedasanout

group.Filledcircledenotessummersponges;filleddiamonddenoteswinter

sponges.
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Fig.6.Seasonalcomparison among the major bacterial groups of the

cultivablebacterialcommunitiesfrom themarinesponge,P.corticata.
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Fig.7.Taxonomiccompositionatthegenuslevelbasedon16SrRNA gene

retrievedfrom thefourspongesamples.
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2.DGGE를 이용한 조간대해면 Hymeniacidonflavia의 계절에 따른 공생

세균 군집구조 비교

2-1.DGGE밴드 양상

2013년 8월과 12월 제주도 용머리해안 조간대에서 채집한 같은 종의 해

면 H.flavia의 계절에 따른 공생세균 군집구조를 알아보기 위하여 16S

rRNA gene의 PCR-DGGE 방법을 사용하여 조사하였다.해면 시료로부

터 추출한 totalgenomicDNA를 주형으로 16SrRNA gene을 증폭하여

DGGE를 수행하고 재현성을 확인한 결과 동일 계절의 해면인 경우 동일

한 DGGE밴드 패턴을 나타내었으며,두 계절 사이에는 유사한 밴드 패

턴을 나타내었다.여름에 채집한 해면(138Y4)에서 5개,겨울에 채집한 해

면(1312Y5)에서 8개의 밴드가 나타나 총 13개의 주요 밴드를 확인할 수

있었다(Fig.8).같은 지역에서 채집한 서로 같은 해면 종에서 계절적 차

이가 나는 밴드와 전체 세균 다양성을 파악하기 위하여 16SrRNA gene

의 부분 염기서열을 분석하였다.
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Fig.8.DGGEbandingpatternsofamplified16SrRNAgeneobtainedfrom H.

flavia138Y4and1312Y5.
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2-2염기서열 분석 및 계통학적 분석

계절에 따른 해면공생세균의 군집구조를 분석하기 위해 DGGE의 밴드를

적출하여 염기서열을 분석한 결과 총 13개의 밴드에 대한 염기서열을 확

인 할 수 있었으며,기존에 알려진 염기서열과 87%에서 100%의 상동성

을 나타내었다.밴드로부터 분석된 모든 염기서열들이 배양되지 않은 세

균(unculturedbacteria)과 높은 상동성을 타나내었다(Table9).

DGGE 밴드에서 138Y4-1은 Gammaproteobacteria와 87%의 상동성을

나타내었고,138Y4-2와 1312Y5-3은 Uncultured alpha proteobacterium

(FR670357)과 91%에서 97%의 상동성을 보였으며 138Y4-3,1312Y5-1,

1312Y5-2 그리고 1312Y5-4는 Uncultured alpha proteobacterium

(EU315495)과 100%의 상동성을 나타내었다.138Y4-4,138Y4-6그리고

1312Y5-7은 Unculturedgammaproteobacterium (JF824776)과 96%에서

97%의 상동성을 나타내었으며,138Y4-5는 Alphaproteobacteria에 속하는

UnculturedSphingopyxissp.(JX525340)와 99%의 상동성을 나타내었다.

1312Y5-5와 1312Y5-6은 Unculturedalphaproteobacterium (KF583330,

AB054182)과 98%에서 100%의 상동성을 나타내었으며 1312Y5-8은

Firmicutes문에 속하는 UnculturedLactobacillussp.(AB853270)와 89%

의 상동성을 나타내었다(Table9).

동종 두 개체 해면 H.flavia로부터 계절에 따른 군집구조 분석 결과 여

름에 채집한 해면의 공생세균 군집구조는 Alphaproteobacteria(50%)와

Gammaproteobacteria(50%)로 1문 2강으로 나타났으나(Fig.9)겨울에

채집한 해면은 Alphaproteobacteria (75%), Gammaproteobacteria

(12.5%)그리고 Firmicutes(12.5%)로 2문 3강으로 나타나(Fig.9)계절적

인 차이가 나타남을 알 수 있었다(Fig.10).
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Table 9.Phylogenetic affiliation of re-amplified denaturing gradient gel

electrophoresis(DGGE)bandsderivedfrom thespongeH.flavia138Y4and

1312Y5.

DGGE

band
Description

Accession

No.

Similarity

(%)
Phylum

138Y4-1
Uncultured

gammaproteobacterium
EU315459 87 Gammaproteobacteria

138Y4-2
Uncultured

alphaproteobacterium
FR670357 91 Alphaproteobacteria

138Y4-3
Uncultured

alphaproteobacterium
EU315495 100 Alphaproteobacteria

138Y4-4
Uncultured

gammaproteobacterium
JF824776 96 Gammaproteobacteria

138Y4-5
Uncultured
gammaproteobacterium

JF824776 97 Gammaproteobacteria

138Y4-6
Uncultured

Sphingopyxissp.
JX525340 99 Alphaproteobacteria

1312Y5-1 Uncultured
alphaproteobacterium EU315495 100 Alphaproteobacteria

1312Y5-2 Uncultured
alphaproteobacterium EU315495 100 Alphaproteobacteria

1312Y5-3 Uncultured
alphaproteobacterium

FR670357 97 Alphaproteobacteria

1312Y5-4 Uncultured
alphaproteobacterium

EU315495 100 Alphaproteobacteria

1312Y5-5 Uncultured
alphaproteobacterium

KF583330 100 Alphaproteobacteria

1312Y5-6
Uncultured
alphaproteobacterium AB054182 98 Alphaproteobacteria

1312Y5-7
Uncultured
gammaproteobacterium JF824776 97 Gammaproteobacteria

1312Y5-8
Uncultured
Lactobacillussp. AB853270 89 Firmicutes



- 38 -

Fig.9.Phylogenetictreefrom analysis of16S rRNA gene sequences of

DGGE bandsderivedfrom thesponge,H.flavia.Numbersabovebranches

indicate bootstrap values ofneighbor-joining analysis (>50%)from 1,000

replicates.Hydrogenothermusmarinuswasusedasanoutgroup.Filledcircle

denotessummersponge;filledtriangledenoteswintersponge.
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Fig.10.Compositionofthebacterialcommunityamongthespongebasedon

16SrRNA gene-V3inH.flavia138Y4and1312Y5.
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3.DGGE를 이용한 계절에 따른 Callyspongiaelegans해면의 공생세균

군집구조 비교

3-1.DGGE밴드 양상

2013년 1월과 8월,2014년 6월 제주도 서귀포시 대정읍 무릉아치에서 채

집한 같은 종의 해양 해면 C.elegans의 계절에 따른 공생세균 군집구조

를 알아보기 위하여 PCR-DGGE 방법을 사용하여 조사하였다.7개체의

해면 시료로부터 추출한 totalgenomicDNA를 주형으로 16S rRNA

gene의 V3영역을 증폭하여 DGGE를 수행한 결과 두 계절 사이에는 다른

밴드 패턴을 나타내었다.겨울에 채집한 해면 131mur20에서 12개,

1312mur1에서 11개,여름에 채집한 해면 138mur2,138mur3 그리고

138mur4에서 각각 8개,8개,9개 그리고 146mur8,146mur11에서 각각 7

개씩의 밴드가 나타나 총 62개의 주요 밴드를 확인할 수 있었다(Fig.11).

동일 지역에서 채집한 같은 종의 해면에서 계절적 차이가 나는 밴드와 전

체 세균 다양성을 파악하기 위하여 16SrRNA gene의 부분 염기서열을

분석하였다.
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Fig.11.DGGEbandingpatternsofamplified16S rRNA geneobtainedfrom

C.elegans(131mur20,138mur2,138mur3,138mur4,1312mur1,146mur8and

146mur11).
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3-2염기서열 분석 및 계통학적 분석

C.elegans해면의 계절에 따른 해면공생세균 군집구조를 분석하기 위해

DGGE의 밴드로부터 염기서열을 분석한 결과 총 37개의 밴드에 대한 염

기서열을 확인 할 수 있었으며,기존에 알려진 염기서열과 81%에서

100%의 상동성을 나타내었다(Table10).

2013년 1월과 12월에 채집한 C. elegans의 공생세균 군집구조는

Alphaproteobacteria, Betaproteobacteria, Deltaproteobacteria,

Gammaproteobacteria,Chloroflexi그리고 Cyanobacteria로 3문 6강으로

구성되었으며,2013년 8월과 2014년 6월에 채집한 C.elegans의 공생세균

군집구조는 Alphaproteobacteria, Betaproteobacteria,

Gammaproteobacteria그리고 Cyanobacteria로 2문 4강으로 구성되어 세

균 군집구조는 각각의 계절별로 일정하였으며 같은 시기에 채집한 다른

개체 해면에서도 공생세균 군집구조가 동일하게 구성됨을 알 수 있었다

(Fig.13).

겨울에 채집한 C.elegans의 경우 Alphaproteobacteria가 우점하는 것으

로 나타났으나 여름에 채집한 해면의 경우 주로 Gammaproteobacteria가

우점 하였다.또한 겨울에 채집한 C.elegans해면은 여름에 채집한 해면

에 비해 Deltaproteobacteria와 Chloroflexi문을 포함하고 있어 더 다양한

세균 군집을 포함하였다(Fig.12and13).
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Table 10.Phylogenetic affiliation of re-amplified denaturing gradient gel

electrophoresis (DGGE) bands derived from the sponges C. elegans

(131mur20,138mur2,138mur3,138mur4,1312mur1,146mur8and146mur11).

DGGE

band
Description

Accession

No.

Similarity

(%)
Phylum

131mur20-1
Uncultured

betaproteobacterium
KC492704 90 Betaproteobacteria

131mur20-2 Unculturedcyanobacterium HQ270357 81 Cyanobacteria

131mur20-3
Uncultured

gammaproteobacterium
GQ274304 97 Gammaproteobacteria

131mur20-4
Uncultured

alphaproteobacterium
JQ917688 99 Alphaproteobacteria

131mur20-5 Unculturedcyanobacterium GU049043 96 Cyanobacteria

131mur20-6
Uncultured

alphaproteobacterium
FJ620844 87 Alphaproteobacteria

131mur20-7
Uncultured

Anaerolineaebacterium
KC200512 97 Chloroflexi

131mur20-8
Uncultured

Methylobactersp.
JQ063104 92 Gammaproteobacteria

131mur20-9
Uncultured

alphaproteobacterium
EU300582 98 Alphaproteobacteria

131mur20-10
Uncultured

alphaproteobacterium
HM475006 99 Alphaproteobacteria

131mur20-11
Uncultured

deltaproteobacterium
JN825509 98 Deltaproteobacteria

131mur20-12
Uncultured

alphaproteobacterium
JQ917688 98 Alphaproteobacteria

138mur2-1 Unculturedcyanobacterium JN098341 100 Cyanobacteria

138mur2-2
Pectobacterium carotovorum

subsp.carotovorum
KF057994 89 Gammaproteobacteria

138mur2-3 Chroococcalescyanobacterium HE805959 95 Cyanobacteria

138mur2-4
Uncultured

Endozoicomonassp.
KF428209 95 Gammaproteobacteria

138mur2-5 UnculturedVibriosp. KF758722 99 Gammaproteobacteria

138mur2-6 UnculturedPelagibactersp. JQ515496 98 Alphaproteobacteria

138mur2-7 Alphaproteobacterium JX439615 97 Alphaproteobacteria

138mur2-8
Uncultured

betaproteobacterium
DQ889936 92 Betaproteobacteria
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Table10.Continued.

DGGE

band
Description

Accession

No.

Similarity

(%)
Phylum

138mur3-1
Uncultured
gammaproteobacterium

JF949610 98 Gammaproteobacteria

138mur3-2 Unculturedcyanobacterium DQ398266 99 Cyanobacteria

138mur3-3
Uncultured

Endozoicomonassp.
KF428209 95 Gammaproteobacteria

138mur3-4 Alphaproteobacterium JX439616 97 Alphaproteobacteria

138mur3-5
Uncultured

gammaproteobacterium
GQ348055 92 Gammaproteobacteria

138mur3-6 Listonellasp. AB793229 90 Gammaproteobacteria

138mur3-7
Uncultured

betaproteobacterium
DQ889936 94 Betaproteobacteria

138mur3-8
Uncultured

alphaproteobacterium
EU300582 98 Alphaproteobacteria

138mur4-1 Unculturedcyanobacterium KF724065 100 Cyanobacteria

138mur4-2 Unculturedcyanobacterium HQ270357 99 Cyanobacteria

138mur4-3 UnculturedShewanellasp. KC917604 94 Gammaproteobacteria

138mur4-4 Vibriosplendidus KC534427 81 Gammaproteobacteria

138mur4-5 Alphaproteobacterium JX439616 99 Alphaproteobacteria

138mur4-6 Alphaproteobacterium JX439615 100 Alphaproteobacteria

138mur4-7 UnculturedVibriosp. KF758710 100 Gammaproteobacteria

138mur4-8
Uncultured
betaproteobacterium

DQ889936 93 Betaproteobacteria

138mur4-9
Uncultured
alphaproteobacterium

EU300582 96 Alphaproteobacteria

1312mur1-1
Uncultured
betaproteobacterium

KC492704 90 Betaproteobacteria

1312mur1-2 Unculturedcyanobacterium EU882210 96 Cyanobacteria

1312mur1-3
Uncultured

Gammaproteobacterium
JX439134 99 Gammaproteobacteria

1312mur1-4 Unculturedcyanobacterium GU049043 96 Cyanobacteria

1312mur1-5
Uncultured

alphaproteobacterium
GQ348104 99 Alphaproteobacteria

1312mur1-6
Uncultured

Anaerolineaebacterium
KC200512 97 Chloroflexi

1312mur1-7 Spongiobactersp. FJ457275 99 Gammaproteobacteria

1312mur1-8
Uncultured
alphaproteobacterium

JQ772310 99 Alphaproteobacteria

1312mur1-9
Uncultured

alphaproteobacterium
AB254309 93 Alphaproteobacteria

1312mur1-10
Uncultured

deltaproteobacterium
JN825509 98 Deltaproteobacteria

1312mur1-11
Uncultured

alphaproteobacterium
KF183105 97 Alphaproteobacteria
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Table10.Continued.

DGGE

band
Description

Accession

No.

Similarity

(%)
Phylum

146mur8-1 Uncultured
gammaproteobacterium

HE803928 97 Gammaproteobacteria

146mur8-2 Cyanobium sp. KM218863 100 Cyanobacteria

146mur8-3
Uncultured
gammaproteobacterium HE803928 97 Gammaproteobacteria

146mur8-4
Uncultured
alphaproteobacterium

AB900958 100 Alphaproteobacteria

146mur8-5
Uncultured
alphaproteobacterium

LC003810 100 Alphaproteobacteria

146mur8-6
Uncultured

betaproteobacterium
DQ889936 93 Betaproteobacteria

146mur8-7
Uncultured
alphaproteobacterium EU300582 100 Alphaproteobacteria

146mur11-1
Uncultured
gammaproteobacterium

HE803928 97 Gammaproteobacteria

146mur11-2 Unculturedcyanobacterium JX671894 100 Cyanobacteria

146mur11-3
Uncultured
gammaproteobacterium

HE803928 96 Gammaproteobacteria

146mur11-4 Uncultured
alphaproteobacterium

LC003810 100 Alphaproteobacteria

146mur11-5
Uncultured
alphaproteobacterium AB900958 100 Alphaproteobacteria

146mur11-6
Uncultured
betaproteobacterium

DQ889936 93 Betaproteobacteria

146mur11-7 Uncultured
alphaproteobacterium

EU300582 100 Alphaproteobacteria
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Fig.12.Phylogenetic treefrom analysis of16S rRNA gene sequencesof

DGGE bandsderivedfrom thesponge,C.elegans.Numbersabovebranches

indicate bootstrap values ofneighbor-joining analysis (>50%)from 1,000

replicates.Thermovibrio ruber was used as an outgroup.Filled circle

denotessummersponges;filledtriangledenoteswintersponges.
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Fig.13.Compositionofthebacterialcommunityamongthespongesbasedon

16S rRNA gene-V3in C.elegans(131mur20,138mur2,138mur3,138mur4,

1312mur1,146mur8and146mur11).
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4.DGGE를 이용한 계절에 따른 Clionasp.해면의 공생세균 군집구조 비교

4-1.DGGE밴드 양상

2012년 9월과 2013년 1월 제주도 서귀포시 대정읍 무릉아치에서 채집한

해양 해면 Clionasp.의 계절에 따른 공생세균 군집구조를 알아보기 위하

여 PCR-DGGE 방법을 사용하여 조사하였다.해면 시료로부터 total

genomicDNA를 추출하여 이를 주형으로 16S rRNA gene을 증폭하여

DGGE를 수행한 결과 두 계절 사이에는 다른 밴드 패턴을 나타내었다.

여름에 채집한 해면(129mur2)과 겨울에 채집한 해면(131mur11)에서 각각

6개씩 총 12개의 주요 밴드를 확인할 수 있었다(Fig.14).동일지역에서

채집한 같은 속의 해면에서 계절적 차이가 나는 밴드와 세균 다양성을 파

악하기 위해 16SrRNA gene의 부분 염기서열을 분석하였다.
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Fig.14.DGGEbandingpatternsofamplified16S rRNA geneobtainedfrom

Clionasp.129mur2and131mur11.
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4-2염기서열 분석 및 계통학적 분석

계절에 따른 해면공생세균의 군집구조를 분석하기 위해 DGGE 밴드를

적출하여 염기서열을 분석 하였다.각 계절에 채집한 해면으로부터 각각

6개씩 총 12개의 밴드에 대한 염기서열을 확인 할 수 있었으며,기존에

알려진 염기서열과 91%에서 100%의 상동성을 나타내었다.밴드로부터

분석된 염기서열들이 배양되지 않은 세균(unculturedbacteria)과 높은 상

동성을 타나내었다(Table11).

DGGE밴드에서 129mur2-1과 131mur11-1은 Alphaproteobacteria에 속

하는 UnculturedRhodovulum sp.(JN210824)와 각각 93%의 상동성을 나

타내었으며 129mur2-2와 131mur11-2는 Uncultured cyanobacterium

(JN098341)과 100%의 상동성을 보였다. 129mur2-3은 Uncultured

cyanobacterium (DQ398266)과 100%의 상동성을 나타내었으며

129mur2-4와 131mur11-4는 Uncultured beta proteobacterium

(DQ889936)과 91%에서 92%의 상동성을 나타내었다. 129mur2-5와

131mur11-5는 UnculturedChloroflexibacterium (KF286045)과 100%의

상동성을 나타내었으며 129mur2-6과 131mur11-6은 Chloroflexi문에 속

하는 UnculturedAnaerolineaebacterium (KC200512)와 99%의 상동성을

나타내었다. 131mur11-2는 Gammaproteobacteria에 속하는

Pseudoalteromonasmarina(KJ630917)와 100%의 상동성을 나타내었다

(Table11).

두 개체 해면으로부터 계절에 따른 군집구조 분석 결과 여름에 채집한

해면의 공생세균 군집구조는 Alphaproteobacteria (16.7%),

Betaproteobacteria(16.7%),Chloroflexi(33.3%)그리고 Cyanobacteria

(33.3%)로 3문 4강으로 나타났으며(Fig.15) 겨울에 채집한 해면은

Alphaproteobacteria (16.7%), Betaproteobacteria (16.7%),

Gammaproteobacteria(16.7%)Chloroflexi(33.2%)그리고 Cyanobacteria

(16.7%)로 3문 5강으로 나타나 공생세균 군집구조에 있어 계절적인 차이

가 나타남을 알 수 있었다(Fig.15and16).
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Table 11.Phylogenetic affiliation of re-amplified denaturing gradient gel

electrophoresis(DGGE)bandsderivedfrom thespongesClionasp.(129mur2

and131mur11).

DGGE

band
Description

Accession

No.

Similarity

(%)
Phylum

129mur2-1 Uncultured
Rhodovulum sp.

JN210824 93 Alphaproteobacteria

129mur2-2 Uncultured
cyanobacterium

JN098341 100 Cyanobacteria

129mur2-3 Uncultured
cyanobacterium

DQ398266 100 Cyanobacteria

129mur2-4 Uncultured
betaproteobacterium

DQ889936 91 Betaproteobacteria

129mur2-5 Uncultured
Chloroflexibacterium

KF286045 100 Chloroflexi

129mur2-6 Uncultured
Anaerolineaebacterium

KC200512 99 Chloroflexi

131mur11-1 Uncultured
Rhodovulum sp.

JN210824 93 Alphaproteobacteria

131mur11-2 Uncultured
cyanobacterium

LC002641 100 Cyanobacteria

131mur11-3 Pseudoalteromonas
marina

KJ630917 100 Gammaproteobacteria

131mur11-4 Uncultured
betaproteobacterium

DQ889936 92 Betaproteobacteria

131mur11-5 Uncultured
Chloroflexibacterium

KF286045 100 Chloroflexi

131mur11-6 Uncultured
Anaerolineaebacterium

KC200512 99 Chloroflexi
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Fig.15.Phylogenetic treefrom analysis of16S rRNA gene sequencesof

DGGE bandsderivedfrom thesponge,Clionasp..Numbersabovebranches

indicate bootstrap values ofneighbor-joining analysis (>50%)from 1,000

replicates.Aquifexpyrophiluswasusedasanoutgroup.Filledcircledenotes

summersponge;filledtriangledenoteswintersponge.
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Fig.16.Compositionofthebacterialcommunityamongthespongesbasedon

16SrRNA gene-V3inClionasp.129mur2and131mur11.
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Ⅳ.고찰

2012년부터 2014년도에 걸쳐 제주도 무릉아치와 용머리해안에서 채집한

해면의 계절에 따른 공생세균 군집구조를 16SrRNAgene유전자를 이용

하여 배양법 및 비배양법을 기초로 한 PCR-RFLP와 PCR-DGGE방법으

로 분석하였다.본 연구에서는 제주도에서 채집한 총 4종 15개체의 해면

을 이용하여 계절에 따른 해면공생세균 군집구조의 차이 및 계통학적 다

양성을 분석하였다.

1.RFLP를 이용한 Petrosiacorticata해면의 계절에 따른 공생세균 군집

구조 비교

겨울과 여름에 채집한 4개체 해면 P.corticata의 배양 가능한 공생세균

군집구조를 PCR-RFLP방법에 의해 분석한 결과 겨울에 채집한 해면에

서는 각각 26개와 20개,여름에 채집한 해면에서는 각각 24개와 19개의

RFLP 타입으로 나뉘었으며,각 타입별로 1-3개의 분리균주를 선정하여

16SrRNA gene의 부분 염기서열을 분석한 결과 문 수준에서 공생세균

군집구조는 네 개체 해면 모두 4문 5강으로 동일하게 나타났으며,모든

해면에서 Proteobacteria가 우점하였다.이는 Li등(2007)에 의해 남중국

해에 서식하는 4종 해면의 혼합배양에 의한 공생세균 군집구조 분석에서

Proteobacteria가 우점 한다는 결과와 일치하였으며,일반적으로 해면공생

세균 군집구조에서 가장 높은 비율을 차지하는 것으로 알려져 있다

(Webster et al., 2004). 특히 겨울에 채집한 해면에서는

Gammaproteobacteria가 우점하는 반면 여름에 채집한 해면에서는

Alphaproteobacteria가 우점하는 반복적인 패턴을 보였다. 그리고

Alphaproteobacteria를 제외한 나머지 세균 그룹은 모두 겨울에 비율이

증가하고 여름에는 감소하는 계절적으로 동일하게 반복적인 패턴을 나타

내었다.Gammaproteobacteria의 종 구성에서 겨울철에 Psychrobacter속

의 세균이 우점하며 여름철에는 Vibrio속의 세균이 우점하는 경향을 나

타내었다.일반적으로 Psychrobacter속의 균주는 극지방의 영구동토층과

얼음에서 자주 발견되는 속으로 추운 환경에서 자주 발견되는 것을 볼 수
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있다(Rodriguesetal.,2009).Vibrio속의 균주들은 주로 여름철에 증가

하는 경향을 나타내며 이 실험에서도 동일한 결과를 볼 수 있었다(Davis

and Sizemore, 1982).Bacteroidetes 문에 속하는 Spongiibacterium

flabum 종은 제주도에서 채집한 Halichondriaoshor해면으로부터 분리가

되었으며,국내 연구진이 처음 발견한 신속,신종 균주이다(YoonandOh,

2012).이번 실험을 통해 이 균주가 P.corticata에서도 분리되어 해면 특

이적으로 존재하는 균주임을 알 수 있었다.Actinobacteria와 Firmicutes

문의 경우 여름에 채집한 해면에 비해 겨울에 채집한 해면에서 더 다양한

공생세균 종이 포함되는 것으로 나타났는데 두 세균 그룹은 세포벽이 두

껍거나 환경이 변화함에 따라 포자를 생성하여 내성을 가지는 그람 양성

세균 그룹으로 세균이 잘 자라는 여름철에 비해 온도가 낮아지고 염도가

높아지는 겨울철에 높은 비율을 나타내는 것을 볼 수 있었다.

전반적으로 Alphaproteobacteria를 제외한 모든 세균 그룹이 여름 해면

에 비해 겨울 해면에서 높은 비율을 나타었으며,종 수준에서도 겨울 해

면이 여름 해면에 비해 더 다양한 종으로 구성된 것을 알 수 있었다.따

라서 계절에 따른 P.corticata네 개체를 PCR-RFLP방법을 이용하여

공생세균 군집구조를 비교한 결과 문 수준에서는 모두 동일한 군집구조를

구성하지만 종 수준에 있어 다양성과 각 세균 그룹별로 차지하는 비율이

계절적으로 차이가 있음을 알 수 있었다.

2.DGGE를 이용한 계절에 따른 조간대해면 Hymeniacidonflavia의 공생

세균 군집구조 비교

조간대 지역인 제주도 용머리해안에서 채집한 H.flavia해면의 계절에 따

른 공생세균 군집구조를 PCR-DGGE방법을 이용하여 분석하였다.H.

flavia해면은 Demospongiae 강(Class), Halichondrida 목(Order),

Halichondriidae과(Family)에 속하는 해면으로 우리나라 제주도 조간대에

서 처음 발견이 되었다(Sim andLee,2003).또한 이 해면에 공생하는 신

종 공생세균도 발견이 되어(Parketal.,2011;YoonandOh,2011)미생

물 자원 발굴 및 확보 있어 학술적으로 많은 가치를 지니고 있다.

제주도 용머리해안에서 서식하는 H.flavia해면의 계절에 따른 공생세균

군집구조를 비교한 결과 여름에 채집한 해면에서는 1문 2강,겨울에 채집
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한 해면에서는 2문 3강으로 구성되었다. 두 종의 해면에서

Alphaproteobacteria와 Gammaproteobacteria가 공통적으로 존재하였으

며, 여름에 채집한 해면에서는 Alphaproteobacteria (50%)와

Gammaproteobacteria(50%)가 동일한 비율로 존재하는 반면 겨울에 채

집한 해면에서는 Alphaproteobacteria(75%)가 우점하는 것으로 나타났

다. Yoon(2008)의 연구에 의하면 Alphaproteobacteria 중에서

Sphingopyxis속의 균주는 주로 배양법을 통해 제주도에 서식하는 해면

에서 우점하는 것으로 나타났으나 H.flavia해면에서는 배양이 되지 않았

다.그러나 이번 비배양 실험을 통해 H.flavia해면에서도 그 존재를 확

인할 수 있었다.Firmicutes문의 경우 겨울에 채집한 해면에서 나타났는

데,이 문의 세균은 주로 겨울철의 낮은 온도,높은 염분과 같이 환경변화

가 심한 조건에서 포자를 형성하여 변화되는 환경에 내성을 가질 수 있는

세균 그룹으로 특히 조간대 지역은 조석현상으로 인해 해면이 공기 중에

노출되어 물리적 환경 변화가 매우 심하여 온도변화에 기인한 공생세균

군집구조의 변동을 반영한 것으로 생각된다.또한 최근 연구에 의하면

Firmicutes 문에 속하는 세균 종들은 해양환경에서 beta-glucosidase

inhibitor를 생산하며,Actinobacteria속에 속하는 세균보다 더 다양한 종

이 있는 것으로 알려져 흥미로운 세균 그룹이라 할 수 있다(Pandeyet

al.,2013).제주도 조간대에서 채집한 해면 H.flavia의 공생세균 군집구조

는 문 수준에서 계절에 따른 차이를 나타내었다. 특히 같은

Hymeniacidon속의 해면 중 우리나라 서해안 조간대에서 채집한 H.

sinapium을 이용하여 계절에 따른 공생세균 군집구조를 비교한 보고에

따르면,여름철에 비해 봄철의 공생세균 군집이 더 다양하게 나타났고 이

번 실험에 사용된 해면 H.flavia역시 여름에 비해 겨울에 더 다양한 군집

구조가 나타나 기존의 보고와 일치하는 결과였다(Jeong and Park,

2012b).이 해면은 지난 몇 년간 지속적인 채집이 이루어지지 않아 앞으

로 연속적인 채집을 통해 계절에 따른 공생세균 군집구조의 변화를 관찰

해야 할 것으로 사료된다.

3.DGGE를 이용한 계절에 따른 Callyspongiaelegans해면의 공생세균

군집구조 비교
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Callyspongia elegans 131mur20, 138mur2, 138mur3, 138mur4,

1312mur1,146mur8그리고 146mur11총 7개체를 이용하여 해양에 서식

하는 해면의 계절에 따른 공생세균 군집구조 차이를 규명하고자 비배양법

에 근거한 PCR-DGGE방법을 이용하여 조사하였다.각 계절별로 채집한

해면의 DGGE밴드 패턴은 비슷한 경향을 보였으나,여름에 채집한 해면

과 겨울에 채집한 해면의 밴드 패턴은 각각 계절별 유사한 패턴을 보인반

면 계절변동에 따라 서로 다른 밴드패턴을 나타내었다.

밴드로부터 DNA를 적출하여 염기서열을 분석한 결과 겨울해면

131mur20과 1312mur1해면의 공생세균 군집구조는 Alphaproteobacteria,

Betaproteobacteria, Gammaproteobacteria, Deltaproteobacteria,

Chloroflexi그리고 Cyanobacteria로 3문 6강으로 구성되었고 여름해면

138mur2, 138mur3, 138mur4, 146mur8 그리고 146mur11의 경우

Alphaproteobacteria,Betaproteobacteria,Gammaproteobacteria그리고

Cyanobacteria로 2문 4강으로 구성되었다. Alphaproteobacteria,

Betaproteobacteria,Gammaproteobacteria 그리고 Cyanobacteria 문은

두 계절에 걸쳐 공통적으로 존재하는 세균 그룹이었으며,겨울에 채집한

해면의 경우 Alphaproteobacteria가 우점하는 반면 여름에 채집한 해면의

경우 Gammaproteobacteria가 우점하는 것으로 나타났다.또한 같은 시기

에 채집된 동종의 해면에서 세균 그룹별 차지하는 비율에 차이는 나타났

으나 동일한 군집구조를 보였으며,계절에 따라서도 동일한 군집구조를

보여 실험의 재현성을 확인하였다.

기존에 배양법을 통해 밝혀진 C.elegans해면의 공생세균 군집구조는

Alphaproteobacteria, Gammaproteobacteria, Actinobacteria,

Bacteroidetes그리고 Firmicutes로 4문 5강으로 되어(Parketal.,2014)

실험 결과의 세균 군집구조와는 차이를 보여 연구 방법에 따라 세균 그룹

의 군집구조가 다르다는 결과를 뒷받침 하였다(Parketal.,2014;Jeong

andPark,2012a).Betaproteobacteria와 Cyanobacteria는 해면에서 드물

게 발견되는 세균 그룹 중 하나이며, 특히 Cyanobacteria는

Proteobacteria와 함께 LMA (Low MicrobialAbundance)해면에 우점하

는 문으로 확인되었다(Dupontetal.,2014,Gilesetal.,2013).또한 해면

과 공생하는 Cyanobacteria의 경우 저서 환경에 서식하는 해면에 영양순
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환과 생태계 기능의 핵심 요소를 제공하는 중요한 역할을 수행하는 것으

로 알려져 있다(Keesingetal.,2012).겨울 해면의 경우 공통적으로 존재

하는 세균 그룹 이외에 Deltaproteobacteria와 Chloroflexi세균 그룹을 더

포함하였는데 Chloroflexi세균 그룹은 해면에서 3-hydroxypropionate

pathway를 통해 무기물을 유기물로 전환하는 동화작용을 돕는 것으로 알

려져 있으며,일반적으로 비배양법을 이용한 군집구조 분석에는 높은 빈

도로 검출이 되나 배양법에 의현 경우 발견 빈도가 매우 낮은 것으로 알

려져 있다(Brocketal.,2004;Jeong etal.,2010;Erwin etal.,2011;

Brücketal.,2012).따라서 일곱 개체의 해면을 이용한 본 실험 결과 동

일지역 동일 계절에 채집한 해면의 경우 문 수준에서의 세균 군집구조는

동일하였으나 세균 그룹별 차지하는 비율에 차이를 나타내었으며,동일

지역에 서식하는 동종 해면이라도 계절에 따른 공생세균 군집구조에는 차

이가 있는 것을 알 수 있었다.

4.DGGE를 이용한 계절에 따른 Clionasp.해면의 공생세균 군집구조 비교

Demospongiae강(Class)에 속하는 Cliona해면은 돌,조개껍데기,산호

와 같은 다양한 석회질에 부착하여 살며 그람 양성세균에 항균 활성을 보

이는 StorniamidesA-D를 생산하는 것으로 보고되어 있다(Palermoet

al.,1996).이러한 특이적인 성장을 고려할 때 해면 공생세균 군집구조의

다양성에 관한 연구는 다양한 생리활성물질 탐색을 위한 연구에 있어 매

우 중요하다.Clionasp.129mur2해면과 131mur11해면을 이용하여 계절

에 따른 공생세균 군집구조를 비교하였다.16SrRNA genePCR-DGGE

방법을 사용하여 조사한 결과 밴드 패턴은 유사하게 나타났으나 계절적으

로 차이가 나타나는 밴드가 존재하였다(Fig. 14; 129mur2-3,

131mur11-3).129mur2해면의 군집구조는 3문 4강,131mur11해면의 군

집구조는 3문 5강으로 구성되었다. 두 개체의 해면에서

Alphaproteobacteria, Betaproteobacteria, Chloroflexi 그리고

Cyanobacteria가 공통적으로 존재하였으며, 129mur2 해면에서는

Chloroflexi(33.3%)와 Cyanobacteria(33.3%)가 우점하는 반면,131mur11

해면에서는 Chloroflexi(33.2%)가 우점하는 것으로 나타났다.131mur11

해면의 경우 129mur2해면과 공통적으로 존재하는 세균 그룹 이외에
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Gammaproteobacteria의 세균 그룹을 포함하는 것으로 관찰되어 공생세

균의 군집구조에서 계절에 따른 차이를 나타내었다. 특히

Gammaproteobacteria에서 나타난 Pseudoalteromonas marina는

Pseudoalteromonadaceae과(family)에 속하며 이 속의 많은 종들이 해양

환경으로부터 분리되는 것으로 알려져 있다(Nam et al., 2007).

Alphaproteobacteria에서 나타난 배양되지 않은 Rhodovulum sp.속의 균

주들은 주로 광 영양에 의해 살아가는 세균으로 알려져 있으나 이번 연구

를 통해 빛이 많이 들어오지 않는 해양환경에서도 발견됨을 알 수 있었다

(Nupuretal.,2014;Srinivasetal.,2014;Wuetal.,2014).이 해면 또

한 연속적으로 채집이 이루어지지 않아 계절변화에 따른 공생세균 군집구

조의 일반적인 추이를 파악하기는 어려웠다.앞으로 연속적인 채집을 통

해 계절에 따른 공생세균 군집구조의 변화를 관찰해야 할 것으로 사료된

다.

본 연구 결과,제주도에 서식하는 해면의 공생세균 군집구조는 계절에

따른 차이가 나타남을 알 수 있었으며,본 실험에 사용된 4종의 해면 모

두 여름에 비해 겨울에 더 다양한 군집구조를 가지는 것으로 나타났다.

이는 DGGE방법을 이용하여 온도 변화에 따른 Rhopaloeidesodorabile

해면의 공생세균 군집구조 변화를 비교하였을 때 해면이 포함하고 있는

공생세균의 군집구조에 변화가 관찰되었으며(Webster et al.,2008),

pyrosequencing방법을 이용하여 2009년부터 2010년까지 미국 플로리다

에서 채집한 Axinellacorrugata해면의 계절에 따른 공생세균 군집구조

변화를 연구한 결과 온도의 차이가 나타나는 계절변화와 같이 물리적인

차이가 존재하는 지역에 서식하는 해면의 경우 해면 공생세균이 계절에

따라 변화가 나타난다는 보고(Whiteetal.,2012)와 일치하는 결과이다.

그러나 북서지중해에 서식하는 Irciniaspp.해면으로부터 1년 6개월간

T-RFLP방법을 이용하여 계절에 따른 공생세균 군집구조를 분석한 결과

주기적으로 매우 안정적인 군집구조를 나타낸다는 결과가 보고되었으며

(Erwinetal.,2012),또한 남극해면과 열대해면을 이용한 해면공생세균

군집구조의 분석 결과에 의하면 동종 해면의 공생세균 군집구조는 숙주

특이적이며 일정한 환경변화에도 안정성을 유지하는 것으로 나타나 본 실
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험과는 차이를 나타내었다(Websteretal.,2004;Erwin etal.,2012;

JeongandPark,2014).

현재 해면공생세균의 다양성에 대한 정보는 여전히 단편적이고,해면과

공생세균 사이의 상호작용에 관하여 많은 연구가 이루어지지 않았다

(Wangetal.,2006;Cárdenasetal.,2014).

더욱이 계절변화에 따른 해면공생세균 군집구조 변화에 대해서는 오랜 시

간이 소요되며,같은 해면종이라도 지리적 분포에 따라 공생세균의 군집

구조가 다르거나(Tayloretal.,2005),실험방법에 따라 달라지는 경향이

있다(Jeongandpark,2012a).또한 배양법에 근거한 RFLP방법을 통해

해면 공생세균의 전체 군집구조를 파악하기에는 자연계에서 배양 가능한

세균은 0.1%-1%정도로 국한이 되며(JeongandPark,2012b),이론적으로

배양이 어려운 세균 종까지 파악이 가능한 DGGE방법은 샘플에서 세포

가 1% 이상을 구성하는 세균종일 경우에만 적당하여(Lietal.,2007)해

면에 존재하는 전체 공생세균 군집구조 연구는 장기적으로 다양한 방법을

조합하여 군집구조를 분석하고 파악할 필요가 있을 것으로 사료된다.
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Ⅵ.적요

2012년 1월부터 2014년 6월까지 제주도 무릉아치와 용머리해안에서 채집

한 4종 15개체의 해양 해면을 이용하여 배양법과 비배양법을 통하여 계절

에 따른 공생세균 군집구조를 조사하였다.

배양법을 이용하여 Petrosiacorticata의 계절에 따른 공생세균 군집구조

를 비교한 결과 4문 5강으로 구성되어 문 수준에서는 동일한 군집구조를

나타내었으나 종 수준에서는 겨울 해면이 여름 해면에 비해 더 다양한 군

집구조를 나타내었다.

비배양법을 이용하여 계절에 따른 공생세균 군집구조를 비교한 결과 조간

대에 서식하는 Hymeniacidonflavia해면은 여름 해면에서 1문 2강,겨울

해면에서 2문 3강으로 구성되었으며,Callyspongiaelegans해면은 겨울

해면에서 3문 6강,여름 해면에서 2문 4강으로 나타났으며,Clionasp.해

면은 여름 해면에서 3문 4강,겨울 해면에서 3문 5강으로 구성되어 본 연

구에 사용된 해면에서 공생세균 군집구조는 계절에 따른 차이를 나타내었

다.여름에 채집한 해면에서는 Alphaproteobacteria가,겨울에 채집한 해

면에서는 Alphaproteobacteria와 Gammaproteobacteria가 공통적으로 존

재하였다.

본 연구 결과,제주도에 서식하는 해면의 공생세균 군집구조는 계절에 따

른 변화가 있음을 확인하였으며 해면 종에 따라 군집구조의 변화의 폭이

다양함을 알 수 있었다.또한 실험에 사용된 모든 해면에서 여름에 비해

겨울에 더 다양한 공생세균 군집의 구조를 나타냄을 확인할 수 있었다.
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Ⅵ.Abstract

Theseasonalcomparisonofbacterialcommunitystructureoffifteen

individual marine sponges collected from Jeju Mureungarch and

Youngmeoricoast,from january2012tojune2014,wereanalyzedby

culture-dependentandculture-independentmethod.

By culture-dependentmethod,seasonalcomposition ofthe bacterial

communities associated with the marinesponge,Petrosiacorticata,

wereidenticalandcomposedof4phyla,5classesatthephylum level.

Atthegenuslevel,thecommunitystructuresofwinterspongeswere

morediversethanthatofsummersponges.

In culture-independentmethod,thebacterialcommunituesassociated

with Hymeniacidon flavia,a marinespongeliving in theintertidal

zone,collectedinsummerwascomposedof1phylum 2classesand

anotherspongecollectedinwinterwascomposedof2phyla3classes.

The bacterialcommunity structure ofmarine sponge,Callyspongia

elegans,collected in wintercomposed of3phyla6classesand 5

individualsspongescollected in summercomposed of2 phylum 4

classes.Marinesponge,Clionasp.,collectedinsummerwascomposed

of3 phyla 4classesand anotherspongecollected in winterwas

composedof3phyla5classes.Therefore,theyshowedtheseasonal

differences.Alphaproteobacteria was found from allsponges and

Gammaproteobacteriawasfoundonlyfrom wintersponges.

Asaconclusion,thebacterialcommunitystructureofmarinesponge

samples,collectedfrom Jejuisland,showedseasonalvariationandthe

widevarietiesofcommunitystructurewerealsofoundamongsponges.

Also,therewere morediversewintersponge bacterialcommunity

structuresthanthoseofsummer.
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