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16S rDNA-RFLP에 의한 Spirastrella abata와 Spirastrella panis 해면에

서식하는 배양가능한 공생세균 군집의 비교

조현희·박진숙*

한남대학교 생명공학과

계통적으로 근연하며 지리적 분포가 유사한 두 종의 Spirastrella 속의 해양 해면, S. panis와 S. abata의 배양 가능한

공생세균 군집구조를 16S rDNA-RFLP 방법에 의해 분석하였다. 공생세균의 배양은 해면추출물 3%를 포함하는

MA 배지를 사용하였다. 증폭된 16S rDNA의 RFLP (restriction fragment length polymorphism) 분석을 위한 제한

효소로 HaeIII와 MspI을 이용하였으며, 그 결과 24개의 RFLP type을 구별할 수 있었다. 각 패턴별로 1~5개의 분

리균주를 선별하여 부분 염기서열 분석 결과, 알려진 세균 종과 98.4% 이상의 유사도를 나타내었으며 2종의

Spirastrella 해면으로부터 분리된 세균들은 모두 Alphaproteobacteria, Gammaproteobacteria, Firmicutes,

Actinobacteria 4개의 강(class)에 포함되었다. Alphaproteobacteria는 S. abata에서 39.3%, S. panis에서 47.6%가 관

찰되어 두 해면에서 우점하는 세균 군집이었다. Gammaproteobacteria의 경우 S. abata에서 38.5%로 관찰된 반면

S. panis에서 1.6%의 아주 적은 비율로 관찰되었다. 또한 Bacillus (phylum Firmicutes) 종은 S. abata에서 9.7%를

나타낸 반면, S. panis에서는 44.3%의 분포를 나타내었다. Planococcus maritimus (8.1%, phylum Firmicutes)와

Psychrobacter nivimaris (28.9%, phylum Gammaproteobacteria)는 S. abata에서만 관찰되어 이들은 S. abata에 특이

적인 세균 종임을 알 수 있었다. 같은 장소에 서식하는 계통적으로 근연한 두 종의 해면에서 공생세균의 군집 구

조는 차이가 큰 것으로 나타났다.
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bacteria 

해양 무척추동물은 세포내 혹은 세포외에 많은 미생물을 포함

하는 것으로 알려져 있다(12). 특히 여과 섭식하는 해면은 세균,

고세균, 시아노박테리아, 녹조류, 홍조류, 규조류 등 많은 미생물

을 포함하고 있으며, Demosponges 종의 mesohyl은 매우 다양한

생태적 미소환경(micro-environment)을 제공하여(22), 해면 생체

량의 40% 이상에 달하는 세균을 함유하기도 하는 것으로 알려

져 있으며, 이러한 해면은 bacteriosponges 혹은 high-microbial

abundance sponges (8)라 불리운다. 해면에 서식하는 공생미생물

은 해면의 표면, 혹은 해면 세포내, 혹은 mesohyl에 서식하며 일

시적인 혹은 영구적인 공생관계를 유지하는 것으로 알려져 있다.

공생하는 미생물은 Pseudomonas denitificans와 같이 여러 종의

해면에서 우점종으로 발견되는 경우(5, 14)도 있으나, 외부의 환

경 변화에도 불구하고 숙주 해면과의 공생관계가 영구적인 세균

종이 있다는 보고(6, 24)도 있다. 세균은 여과 섭식자인 해면동물

의 먹이원이기도 하지만, 해면의 면역 반응에 중요한 역할을 하

기도 한다(21). 해면동물의 소화과정과 면역 반응에 저항하며 성

공적으로 공생하는 세균은 이차대사산물의 생합성에 관련되어있

어 생리활성 물질의 원생산자로 지목되고 있다(7). 많은 신규 생

리활성물질이 해면으로부터 분리되고 있으며(3, 4, 10, 17, 18),

본 연구에서 다루고 있는 Spirastrella로 부터 항암제(1, 12), 콜

레스테롤 합성저해제(19), 항생제(2) 등의 생리활성물질들이 생산

되는 것으로 보고되고 있다. 이러한 해면의 생리활성물질들이 공

생하는 세균에 의해 생산되는 것으로 추정되면서 해면공생세균

의 다양성 및 군집구조에 관한 연구가 활발히 수행되고 있다. 자

연계 미생물의 대부분이 실험실 배양이 불가능하므로 최근 자연

생태계의 군집구조를 밝히는데 분자적 방법(DGGE, FISH,

rDNA 등)들이 적용되고 있다. 그러나 자연환경에서의 미생물의

생태적 역할의 측정을 위해서는 미생물의 배양과 특성 파악이

이루어져야만 가능하며(20), 해면의 배양 없이 천연물 생산을 위

한 물질 탐색과 대량생산, 혹은 2차 대사산물의 생산력을 분석하

기 위해서는 배양가능한 해면 공생세균에 관한 연구가 필수적이

다(11). 따라서 해면 공생세균의 다양성을 밝히는 데 있어 배양

법에 근거한 연구도 활발히 이루어지고 있다(10, 13, 28, 30). 본

연구에서는 다양한 천연물이 생산되고 있는 것으로 알려진

Spirastrella 속의 해면 중 계통적으로 근연하며 지리적 분포가

유사한 것으로 알려진 S. abata와 S. panis를 우리나라의 제주도

로부터 채집하여 배양 가능한(culturable) 종속영양세균의 공생세

균 군집구조를 16S rDNA (16S rRNA gene)를 PCR에 의해 증

폭하여 RFLP (restriction fragment length polymorphism) 방법에

의해 분석하였다. 
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재료 및 방법

해면의 채집 및 세균의 분리

해면은 2007년 9월 28일 제주도 모슬포항에서 스쿠버 다이빙

을 이용하여 25 m 깊이의 바다에서 채집하였으며, 채집된

Spirastrella abata와 Spirastrella panis는 해면조직이 공기와 접촉

되는 것을 방지하기 위하여 해수가 포함된 plastic bags에 옮겨

4oC에서 운반하였다. 해면 조각을 멸균된 인공해수(ASW)로 3회

세척 후, 해면의 안쪽을 1 cm3 크기로 잘라 인공해수 3 ml 넣어

균질화시킨 다음 10 min 간 초음파 처리하였다. 각각 10-4까지

순차 희석한 후 각각의 해면 추출물 3%를 가한 MA 배지

(marine agar 2216, Difco, USA)에 100 µl씩 도말하여 30oC에서

2일간 배양하였다. 각각의 해면 추출액은 Wichels 등(27)의 방법

에 따라 준비하였다.

Spirastrella abata에서 303개, Spirastrella panis에서 317개의

균주를 분리하였다. 분리된 균주들의 순수 분리를 위하여 동일

한천 배지에서 계대 배양하여 단일 콜로니를 얻었다. 두 종의 해

면에서 분리한 균주 중, Spirastrella abata에서 135균주,

Spirastrella panis에서 124개의 균주를 무작위로 선별하여 총

348개의 균주를 이용해 16S rDNA의 RFLP 분석을 수행하였다.

DNA 추출 및 16S rDNA의 PCR 증폭

염색체 DNA는 분리된 세균 균주의 각 colony로부터 gDNA

Isolation kit (Promega, USA)를 사용하여 분리하였으며 분리된

DNA는 PCR 반응의 주형으로 사용하였다. 16S rDNA의 증폭에

는 27f (AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG)와 1492r (TAC

GGY TAC CTT GTT ACG AC)의 primer 쌍을 사용하였다.

PCR 반응은 100 ng의 주형 DNA와 5U e-Taq polymerase

(Solgent, Korea), 10 mM dNTP, 10× e-Taq buffer, 10 pmol

primer를 최종 반응량이 50 µl가 되도록 혼합하여 수행하였다.

GeneAmp PCR system 2700 thermal cycler (Applied

Biosystems, Version 2.0, USA)를 이용하여 94oC에서 3분간 초기

변성시킨 후, 94oC에서 40초간 변성, 55oC에서 40초간 냉각,

72oC에서 1분간 신장, 이 과정을 30 cycle 반복 수행한 후 최종

적으로 72oC에서 10분간 신장시켰다. 증폭된 DNA의 확인을 위해

서 PCR 반응액 3µl를 취하여 1% agarose gel (Bio-Rad, USA)을

이용하여 Mupid-ex (ADVANCE, Japan)로 100 V, 25분간 1×

TAE buffer (40 mM Tris-acetate, 1 mM EDTA, pH 8.0)에서 전기

영동 하였다. 전기영동 후, EtBr (ethidium bromide, 50 ng/ml)에

10분간 염색하여 Gel Logic 200 (Kodak, USA)을 이용하여 UV

하에서 약 1.5 kb 단편을 확인하였다.

RFLP analysis

PCR 산물의 RFLP 분석을 위해 증폭된 1.5 kb의 DNA 단편에

2종의 제한효소 HaeIII (TaKaRa, Japan)와 MspI (TaKaRa)을 사

용하였다. PCR 산물에 각각의 제한 효소를 첨가하여 37oC에서

4시간 반응시켰다. 반응물은 3% agarose gel (Bio-Rad, USA)을

사용하여 1× TAE buffer (40 mM Tris-acetate, 1 mM EDTA, pH

Fig. 1. The RFLP fingerprinting types of 16S rDNA amplification products of bacterial strains isolated from the marine sponges, S. abata digested

with the restriction enzyme HaeIII (A) and MspI (B). a indicates the strain number of bacterial isolates. M is 1 kb molecular weight marker (bp).

The lane number corresponds to the RFLP fingerprinting type listed in Table 1.
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8.0)로 100 V, 30분간 전기 영동한 후 EtBr (50 ng/ml)로 염색하

여 Gel Logic 200 (Kodak)을 이용하여 UV 하에서 관찰하여 각

균주의 밴드유형을 확인하였다. 

염기서열 분석 및 계통수 작성

16S rDNA-RFLP fingerprinting type에 따라 각각의 RFLP

type 별로 1~5개의 분리 균주들을 선택하여 총 46균주의 부분

염기 서열(900 bp 이상)을 분석하였다. 증폭된 PCR 산물은

High Pure PCR Product Purification kit (Roche, IN)를 이용하여

정제하였으며, 27f primer로 ABI PRISM 3100 automated

sequencer (PE Applied Biosystems, CA)를 이용하여 염기 서열

을 결정하였다. 결정된 염기서열은 NCBI (the National Center

for Biotechnology Information)에 등록된 염기서열을 대상으로

Blast search를 수행하였다. 각 염기서열의 alignment는

CLUSTAL W (23)를 이용하여 정렬하였고 계통분석은 PHYDIT

3.5 package (2)를 이용하여 neighbor-joining method에 의해

phylogenetic tree를 추론하였다. 1,000회 반복 bootstrap 분석에

의해 계통수를 확인하였다. 

결  과

RFLP 분석

두 종의 Spirastrella속의 해면, S. panis와 S. abata의 배양 가

능한 공생세균 군집구조를 16S rDNA의 PCR-RFLP 방법에 의

해 분석하였다. 마쇄한 해면조직액을 초음파 처리하고 해면 추출

액을 첨가한 배지에 배양하였을 경우, 그렇지 않았을 때와 비교

하여 훨씬 많은 수의 공생세균이 관찰되었으므로(자료 미제시)

이 방법에 따라 공생세균을 분리하여 군집분석에 이용하였다. 두

종의 해면에서 순수 분리된 총 620개 균주 중 무작위로 선별된,

총 259균주에 대하여 두 종의 제한 효소를 사용하여 16S rDNA

의 RFLP 분석을 수행한 결과, 24개의 서로 다른 RFLP type이

구분 되었다(Fig. 1 and Table 1). HaeIII에 의해 15 type (Table

1의 아라비아 숫자), MspI에 의해 16개의 type (Table 1의 알파

벳)을 얻었으며 이를 근거로 분석한 결과, 총 24개의 서로 다른

RFLP type을 얻을 수 있었다.

염기서열 분석 및 계통수 작성

RFLP 분석에 의해 24개의 type으로 나뉜, 2종의 Spirastrella

해면으로부터 분리된 세균들에 대하여 각 RFLP type 별로 1~5

개의 분리 균주를 선별하여 부분 염기서열을 분석하였으며, 결정

Table 1. RFLP fingerprinting types and sequence similarities of 16S rDNA from bacterial strains isolated from the marine sponges Spirastrella

abata (SA) and Spirastrella panis (SP)

RFLP typea Strainb Closest species Accession no. Similarity (%) Length (bp)

1a SA-007 Pseudovibrio denitrificans JCM 12308T AY486423 99.63 1095

1a SA-2-14 Pseudovibrio denitrificans JCM 12308T AY486423 99.81 1077

1a SP-061 Pseudovibrio denitrificans JCM 12308T AY486423 99.82 1085

1a SP-064 Pseudovibrio denitrificans JCM 12308T AY486423 99.82 1097

1a SP-086 Pseudovibrio denitrificans JCM 12308T AY486423 99.74 777

1b SA-002 Psychrobacter nivimaris DSM 16093T AJ313425 99.37 1112

1b SA-031 Psychrobacter nivimaris DSM 16093T AJ313425 99.36 1093

1b SA-174 Psychrobacter nivimaris DSM 16093T AJ313425 99.36 1099

1c SA-107 Pseudovibrio denitrificans JCM 12308T AY486423 99.45 1085

1c SP-050 Pseudovibrio denitrificans JCM 12308T AY486423 98.76 888

1c SP-2-18 Pseudovibrio denitrificans JCM 12308T AY486423 98.74 1111

1d SA-2-07 Psychrobacter pacificensis IFO 16279T AB016057 99.81 1085

1d SP-052 Psychrobacter pacificensis IFO 16279T AB016057 99.55 670

1e SP-2-07 Pseudovibrio ascidiaceicola DSM 16392T AB175663 100 1098

1f SA-120 Psychrobacter celer KCTC 12313T AY842259 98.4 1123

1g SP-2-36 Pseudovibrio japonicus WSF2T AB246748 99.91 1107

1i SP-234 Terribacillus halophilus 002-051T AB243849 100 1077

2a SP-185 Bacillus aerophilus JCM 13347T AJ831844 99.82 1084

2a SP-206 Bacillus aerophilus JCM 13347T AJ831844 99.82 1096

2a SP-2-06 Bacillus aerophilus JCM 13347T AJ831844 99.81 1074

2b SP-025 Bacillus cereus IAM 12605T D16266 100 332
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된 부분 염기서열은 NCBI에 등록하였다(Table 1). 염기서열이

분석된 총 46개의 분리 균주는 모두 기존에 보고된 세균 종과

98.4% 이상의 유사도를 나타내었다. 염기서열이 분석된 종들의

동정 결과와 이들의 RFLP type을 근거로 하여 처음 RFLP 분석

에 쓰여 졌던 259개의 균주들을 분석하고 이들의 분석 결과에

근거하여 군집의 차이를 분석하였다. 이 결과는 Table 2와 Fig.

2에 나타내었다. 

두 종의 해면으로부터 분리된, 배양 가능한 공생세균은 모두

Alphaproteobacteria, Gammaproteobacteria, Firmicutes, Actinobacteria

4개의 강(class)에 포함되었다. Table 2에서 보는 바와 같이

Alphaproteobacteria는 S. abata에서 39.3%, S. panis에서 47.6%가 관

찰되어 두 해면에서 우점하는 세균 군집이었다. 특히,

Alphaproteobacteria에서 Pseudovibrio 종이 두 해면 모두에서 우점

종을 차지하였다. Gammaproteobacteria의 경우 S. panis에서 1.6%의

아주 적은 비율로 관찰된 반면 S. abata에서 38.5%로 관찰되었다.

그 중에서 S. panis에서 관찰되지 않았던 Psychrobacter nivimaris는

S. abata에서 28.9%로 가장 많은 수를 차지하여 이 종은 S. abata에

특이적인 종임을 알 수 있었다. Firmicutes의 경우, S. abata에서는

21.5%, S. panis에서는 49.2%를 차지하였다. S. abata에서는 Bacillus

속 세균 종들은 9.7%로 매우 적은 분포를 나타낸 반면, S. panis 해

면 종에서는 Bacillus aerophilus, B. cereus, B. megaterium 등

Bacillus 속 세균 종들이 44.3%를 차지하여 Bacillus 속 세균 종들이

가장 우점하는 세균 종이었다. Planococcus maritimus는 S. panis에서

관찰되지 않았으며 S. abata에서만 발견되었다. 그 구성 비율은

8.1%를 차지하여 단일 종으로는 Firmicutes에 포함되는 종에서 가장

우점하는 세균 종이었다. 

고  찰

24개의 RFLP type 별로 1~5개씩 중복하여 16S rDNA의 부분

염기서열(900 bp 이상)을 분석한 결과 동일한 RFLP type은 같

은 종으로 동정되어(Table 1), 2종의 제한 효소에 의한 RFLP

Table 1. RFLP fingerprinting types and sequence similarities of 16S rDNA from bacterial strains isolated from the marine sponges Spirastrella

abata (SA) and Spirastrella panis (SP) (continued)

2b SP-037 Bacillus cereus IAM 12605T D16266 99.91 1080

2b SP-133 Bacillus cereus IAM 12605T D16266 99.56 910

2b SP-182 Bacillus cereus IAM 12605T D16266 100 1102

2b SP-243 Bacillus cereus IAM 12605T D16266 100 1123

2c SP-097 Bacillus safensis NBRC 100820T AF234854 100 1114

3a SP-122 Bacillus cibi KCTC 3880T AY550276 99.73 1106

3b SP-241 Lysinibacillus boronitolerans T-10aT AB199591 98.4 1067

3d SA-205 Bacillus megaterium IAM 13418T D16273 99.62 1059

3d SP-050 Bacillus megaterium IAM 13418T D16273 99.71 695

3d SP-137 Bacillus megaterium IAM 13418T D16273 99.82 1133

3d SP-2-22 Bacillus megaterium IAM 13418T D16273 99.69 640

4a SP-082 Vibrio rotiferianus LMG 21460T AJ316187 99.91 1112

4b SA-218-2 Shewanella irciniae UST040317-058T DQ180743 97.42 1126

5h SA-170-2 Cobetia marina ATCC 25374T M93354 100 1084

5h SA-173 Cobetia marina ATCC 25374T M93354 100 1126

7j SA-119 Planococcus maritimus KCCM 41587T AF500007 99.63 1091

7j SA-205-2 Planococcus maritimus KCCM 41587T AF500007 99.55 1108

7j SA-2-23 Planococcus maritimus KCCM 41587T AF500007 99.74 1160

7j SA-101-2 Planococcus maritimus KCCM 41587T AF500007 99.44 899

8k SA-130 Ruegeria pelagia HTCC2662T DQ916141 99.19 1004

10l SA-2-02 Kocuria rosea DSM 20447T X87756 97.56 1107

11m SA-163-2 Exiguobacterium marinum DSM 16307T AY594266 99.91 1135

12n SP-126 Bacillus firmus NCIMB 9366T X60616 98.82 1112

13o SP-102 Halobacillus trueperi DSM 10404T AJ310149 99.54 1082

15p SP-148 Oceanobacillus profundus CL-MP28T DQ386635 99.41 1093

a Arabian number and alphabetic abbreviation present RFLP types with the restriction enzymes HaeIII and MspI, respectively
b Strains used in phylogenetic tree constructed
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type은 종을 구별하기 위한 간단하고도 안정적인 수단임을 확인

할 수 있었다. 

문(phylum) 수준에서 두 해면 종의 공생세균은 동일하게 4개

의 강에 속하였으며, S. abata에서는 Alphaproteobacteria

(39.3%)와 Gammaproteobacteria (38.5%)가 우점하는 반면, S.

panis의 경우 Firmicutes (49.2%)와 Alphaproteobacteria (47.6%)

가 우점하였다. 즉, 두 종의 해면에서 공통된 우점 세균 군집은

Alphaproteobacteria이었다. 또한 Alphaproteobacteria 중 단일 종

으로 가장 우점하는 세균은 Pseudovibrio denitrificans로 S. panis

에서 42.7%, S. abata에서 37.8%, 각각 분포하는 것으로 나타났

다. 이는 Muscholl-Silberhorn 등(14)에 의한 지중해에 서식하는

해면 10종에 대한 배양 가능한 공생세균의 다양성 연구 결과에

서 Alphaproteobacteria가 우점 세균 군집이라는 것과 일치하는

결과였으며, 또한 지중해 해면 10종 중 6종의 해면에서 우점하

는 세균 종이 Pseudovibrio denitrificans라는 연구결과 매우 유사

한 결과였다. 남지나해로부터 채집한 4종의 해면에서 배양가능한

주요 우점 세균 군집에 Alphaproteobacteria가 포함되며(13), 4종

의 Dictyoceratid 해면의 배양 가능한 주요 세균 군집이

Alphaproteobacteria라는 연구 결과(16)와도 일치하는 것이다. 그

밖에 Enticknap 등(5)에 의한 연구 결과에 의하면 서로 다른 해

양(미국의 Florida와 Maryland, 그리고 Indonesia 및 Jamaica 등)

에 서식하는 7종의 해면으로부터 분리한, 배양 가능한 공생세균

군집에서 우점세균 군집이 모두 Alphaproteobacteria이며 또한

우점세균 종이 Pseudovibrio denitrificans라는 결과와도 일치하는

것이었다. 

Gammaproteobacteria의 경우 S. panis에서는 1.6% 밖에 분포하

지 않으나, S. abata에서는 38.5%로 나타나 Alphaproteobacteria

에 이어 우점세균 군집으로 나타났다. Gammaproteobacteria 중

Psychrobacter nivimaris는 가장 높은 분포율(28.9%)을 나타내는

세균 종이나 오직 S. abata 해면에서만 발견되어 S. abata에 특이

적인 세균 종임을 알 수 있었다.

Bacillus 속 세균 종의 경우 S. panis 해면에서는 44.3%를 차지

하여 가장 우점하는 세균 종인데 비해, S. abata에서는 9.7%로

매우 적은 분포를 나타내었다. 반면 Firmicutes 종 중

Planococcus maritimus는 가장 높은 비율(8.1%)로 관찰되는 세균

종이었으나 S. abata에서만 관찰되었다. 그 외 분포 비율은 적으

나 Exiguobacterium marinum, Ruegeria pelagia, Shewanella

irciniae, Cobetia marina, Psychrobacter celer 역시 S. abata에서

만 관찰되었으며 Bacillus cibi, B. firmus, Halobacillus trueperi,

Lysinibacillus boronitolerans, Pseudovibrio ascidiaceicola 종은 S.

panis에서만 관찰되었다. 

본 연구에 사용한 Spirastrella 두 종의 해면은 계통적 유연관

계가 가까우며, 지리적 분포가 유사한 것으로 알려진 해면으로써

제주도의 모슬포항의 같은 장소에서 채집된 것으로써, 공생세균

의 군집은 문(phylum) 수준에서 Alphaproteobacteria라는 공통의

세균 군집을 갖는 것으로 나타났으나(Fig. 2), 세균 종의 구성에

있어서는 종 특이적인 분포를 나타내었다. 

특히 Planococcus maritimus와 Psychrobacter nivimaris의 경우

S. abata에서만 관찰되어 이들은 S. abata에 특이적인 세균 종임

을 알 수 있었다. Turque 등(25)의 연구에서도 해면 종들은 서로

공유하는 세균 그룹이외에도 해면 종에 특이적인 세균 종들이

분포함을 보고하고 있다. 해면 Rhopaloeides odorabile, 44개체에

관한 배양 가능한 공생세균에 관한 연구 결과, 계절이나 지리적

분포에 관계없이 모든 개체에서 Alphaproteobacterium

(designated NW001)이 우점종이었으며(26), 이 공생세균이 없는

경우 그 해면의 개체 수가 감소하거나 질병을 일으킨다는 보고

(5)를 하여 해면 종에 특이적인 공생세균 종이 분포함을 보고하

였는데, 본 연구에서도 Psychrobacter nivimaris와 Planococcus

maritimus와 같이 Spirastrella 해면 종에 따른 숙주 특이성을 갖

Table 2. Relative abundance of species in major classes deduced from

16S rDNA sequences of bacteria associated with marine sponges, S.

abata and S. panis

Class 
S. abata S. panis

 Species

Alphaproteobacteria 39.3a 47.6

 Pseudovibrio ascidiaceicola 4.0 

 Pseudovibrio denitrificans 37.8 42.7 

 Pseudovibrio japonicus 0.8 0.9 

 Ruegeria pelagia 0.7 

Gammaproteobacteria 38.5 1.6

 Shewanella irciniae 1.5 

 Cobetia marina 2.2 

 Psychrobacter celer 3.7 

 Psychrobacter nivimaris 28.9 

 Psychrobacter pacificensis 0.7 0.8 

 Vibrio rotiferianus 1.5 0.8 

Firmicutes 21.5 49.2

 Bacillus aerophilus 3.0 16.9 

 Bacillus cereus 1.5 10.5 

 Bacillus cibi 0.8 

 Bacillus firmus 0.8 

 Bacillus megaterium 1.5 9.7 

 Bacillus safensis 3.7 5.6 

 Exiguobacterium marinum 2.3 

 Halobacillus trueperi 0.8 

 Lysinibacillus boronitolerans 1.6 

 Oceanobacillus profundus 0.7 0.8 

 Terribacillus halophilus 0.8 1.7 

 Planococcus maritimus 8.1 

Actinobacteria 0.7* 1.6

 Kocuria rosea 0.7 1.6 

a The number is percent (%) of each species in total bacterial commu-

nity
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는 공생세균들이 존재하는 것으로 나타났다. Zhang 등은 5종의

해면으로부터 분리한, 배양 가능한 Actinobacteria의 다양성에 관

한 연구(29)에서 해면 종에 따라 서로 다른 종 구성을 나타내는

것으로 보고하였으며, Ridley 등(16), 역시 4종의 Dictyoceratid

해면에서 Alphaproteobacteria는 공통의 우점종이지만 지리적 분

포와 무관하게 해면 종에 따라 숙주 특이적인 세균 군집이 분포

함을 보고하여 본 연구 결과와 유사한 결과를 나타내고 있다.

한편, Lafi 등(11)은 Great Barrier reef로부터 채집한

Pseudoceratina clavata와 Rhabdastella globostellata의 해면에서

배양 가능한 세균의 군집을 조사한 결과, Alphaproteobacteria와

Firmicutes가 포함되어 있으나, Alphaproteobacteria와 Firmicutes

의 종 구성은 속(genus) 수준에서도 서로 유사하다는, 본 연구

결과와는 상이한 연구 결과를 보고하였다. Hentscel 등(8)의

DGGE와 rpo gene을 이용한 비배양법에 의한 연구 결과에서도

유연관계가 멀며 지리적 분포가 서로 다른 두 종의 해면

Aplisina aerophoba와 Athenella swinhoei의 공생미생물 군집이

거의 유사하다는 연구 결과를 보고하여 해면 공생세균은 숙주

특이성 나타낸다는 연구 결과들과는 상이한 결과를 보고하였다.

Fig. 2. Neighbor-joining phylogenetic tree from analysis of 16S rDNA sequences (>900 bp) of isolated bacterial strains associated with S. abata

(SA) and S. panis (SP). Numbers above branches indicate bootstrap values of neighbor-joining analysis (>50%) from 1,000 replicates. The scale

bar represents 0.1 substitutions per nucleotide position.
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따라서 공생세균의 숙주 특이성에 관한 연구는 현재까지 보고된

연구 결과로는 일관성을 찾기 어려우며, 앞에서 기술한 바와 같

이 해면 종에 따라 공생세균 종의 구성이 매우 다른 경우와 그

와 달리 공생세균의 종 구성이 매우 유사하다는 상반된 결과들

이 보고되고 있어 해면공생세균의 숙주 특이성에 관한 고찰은

다양한 지리적 분포를 갖는 많은 해면 종을 대상으로 이에 관한

연구가 더욱 수행되어야 할 것으로 생각된다. 

Alphaproteobacteria의 경우 서로 다른 다양한 해면으로부터 높

은 빈도로 발견되는 배양 가능한 공생세균으로 밝혀지고 있는데,

이는 각각의 숙주 해면과 공진화해온 것이 아니며, 진화 과정에

서 비교적 늦게 해면과 공생관계를 구성한 것으로 추정되고 있

다(5). 이와 같이 해면에 따른 공생세균의 군집구조를 규명함으

로써 세균과 해면의 공생관계에 따른 생태적 기능의 분석 및 두

생물 종 간의 진화적 고찰이 가능하리라 생각된다.

배양 가능한 공생세균의 다양성에 관한 연구에서 세균의 순수

분리, 특히 해면 종에 따른 고도의 해면 특이적인(host-specific)

세균 종일 경우, 분리가 매우 어려운 것으로 알려져 있으며(14),

분리를 위한 배지와 배양 조건 등에 따라 세균 종의 구성이 매

우 달라지며(13, 14, 29), 또한 숙주와 유사한 영양조건을 맞추더

라도 숙주내의 환경을 재현하기가 어렵고 또 공존하는 다른 미

생물과의 상호작용 하에서만 생장 가능한 것들도 있어(9) 단일

균주로 순수 분리해내는 방법만으로는 실제 배양 가능한 공생세

균의 군집 구조의 파악에는 많은 한계가 있다. MA 배지에 해면

추출물을 첨가한 배지를 이용하는 경우, 보다 다양한 공생세균

군집이 나타나지만 영양농도가 높은 배지의 경우 해면 추출물의

영향이 거의 없는 것으로 보고되고 있어(26), 현재까지의 알려진

배지를 사용한 순수 분리에 의한 배양 방법으로는 배양 가능한

공생세균 중 극히 일부의 세균 군집만이 파악 가능하다. 이러한

배양상의 한계를 극복하기위해 다양한 조성의 배지를 이용하여,

순수 분리가 아닌 혼합 배양에 의해 세균 군집의 구조를 파악하

려는 시도(14)도 이루어지고 있으나 공생세균 군집의 농화배양을

위한 배지로 우선 해면추출물이나 기타 유사물질을 이용하는 방

안을 포함하여 배양조건에 관한 더 많은 연구가 필요할 것으로

생각된다. 나아가 metagenome 기법 혹은 분자생물학적 방법에

의한 연구 결과와의 비교도 유용할 것으로 사료된다. 
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ABSTRACT : Comparative Analysis of the Community of Culturable Bacteria Associated with Sponges,

Spirastrella abata and Spirastrella panis by 16S rDNA-RFLP

Hyun-Hee Cho and Jin-Sook Park* (Department of Biotechnology, Hannam University, Dae-

jeon 305-811, Republic of Korea)

A cultivation-based approach was employed to compare the culturable bacterial diversity associated with two

phylogenetically closely related marine sponges, Spirastrella abata and Spirastrella panis, which have geo-

logically overlapping distribution patterns. The bacteria associated with sponge were cultivated using MA

medium supplemented with 3% sponge extracts. Community structures of the culturable bacteria of the two

sponge species were analyzed with PCR-RFLP (restriction fragment length polymorphism) based on 16S rDNA

sequences. The RFLP fingerprinting of 16S rDNA digested with HaeIII and MspI, revealed 24 independent

RFLP types, in which 1-5 representative strains from each type were partially sequenced. The sequence analysis

showed >98.4% similarity to known bacterial species in public databases. Overall, the microbial populations of

two sponges investigated were found to be the members of the classes; Alphaproteobacteria, Gammapro-

teobacteria, Firmicutes, and Actinobacteria. The Alphaproteobacteria were predominant in the bacterial com-

munities of the two sponges. Gammaproteobacteria represented 38.5% of bacterial community in S. abata.

Whereas only 1.6% of this class was present in S. panis. Bacillus species were dominat in S. panis. Bacillus spe-

cies were found to be 44.3% of bacterial species in S. panis, while they were only 9.7% in S. abata. It is inter-

esting to note that Planococcus maritimus (8.1%, phylum Firmicutes) and Psychrobacter nivimaris (28.9%,

phylum Gammaproteobacteria) were found only in S. abata. This result revealed that profiles of bacterial com-

munities from the sponges with a close phylogenetic relationship were highly species-specific.


