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Comparative analysis of bacterial communities associated with Korean and

American strains of the toxic dinoflagellate Karlodinium veneficum

Eui Soo Lee

Division of Earth and Environmental System Sciences

The Graduate School, Pukyong National University

Abstract

Based on recent findings, bacteria are capable of playing a key role in the

formation of harmful algal blooms (HABs), but it is still unclear how

bacteria can contribute on bloom formation due to lack of evidence. This

study compared the toxic dinoflagellate Karlodinium veneficum

particle-associated bacteria (PAB) and free-living bacteria (FLB) isolated

from Korea (KR) and the United States (US) using the Oxford Nanopore

MinION method and investigated the growth pattern of K. veneficum strains,

which acted as growth-associated bacteria isolated within two strains.

Consequently, the dominant group among the bacterial communities of the
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KR strain was found to belong to the genera Pseudomonas, Sulfitobacter,

Algoriphagus and that of the US strain belonged to Marinobacter, Nioella,

Seoheicola, and Robignitalea. PAB and FLB for the same K. veneficum

strain was similar. Bacterial community analysis between KR and US

confirmed that bacterial composition including PAB and FLB was not

species-specific and apparently differed between these communities. However,

the percentage of the genus Limnobacter increased significantly compared to

the PAB in the FLB of both strains, which could be related to the algal

substrates of K. veneficum, but further analyses are required. Subsequently,

bacteria separated from KR and US were inoculated at a concentration

gradient to identify the bacterial communities associated with growth. The

growth improved compared to control in the KR culture inoculated with the

genus Sulfitobacter, and two inoculated bacterial species belonging to the

same genus showed a similar pattern. The PAB ratio of the KR strain

increased as the genus Sulfitobacter ratio continued to grow, indicating that

the strain induced growth by favoring the functional characteristics of

Sulfitobacter. However, when two bacteria species belong to the genus

Marinobacter were inoculated in the same way, the growth of both K.

veneficum strains was inhibited. That is, substrates of Marinobacter are

presumed to have induced cell lysis of the two strains, but further

experiments are required to verify this.
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I. 서론

세균(bacteria)은 미세조류에 의해 생성된 유기물을 재광물화

(remineralisation)하여 다시 미세조류에 무기영양소를 제공하고(Behrenfeld

et al. 2005; Taylor et al. 2014), 비타민 B 등의 미세조류 성장 촉진 화합

물을 분비하는 것으로 알려져 있다(Amin et al. 2009; Cruz-Lo´pez and

Maske 2016). 미세조류 또한 세균이 없는 무균(axenic) 환경에서보다 세균

이 공존하는 환경에서 더 큰 성장 효과를 보인다는 결과가 있다(Amin et

al., 2015; Keating et al., 1978). 이는 수계 내에서 두 생물 간의 연관관계

가 분명하게 존재함을 의미한다(Grossart 1999; Amin et al. 2015).

미세조류 주변 세균 군집의 경우 조류가 분비하는 물질이나 조류의 성장

단계에 의해서도 영향을 받을 수 있으며(Fernández et al. 1992; Reitan et

al. 1994; van Rijssel et al. 2000; Grossart et al. 2005), 세균의 생활 유형

에 따라 PAB(Particle-associated bacteria)와 FLB(Free-living bacteria)로

구분된다(DeLong et al. 1993; Crump et al. 1999; Jasti et al. 2005;

Rooney-Varga et al. 2005). 기존 연구들을 바탕으로 PAB와 FLB의 세균

군집은 계통 유전학적으로 구분되며, 두 군집 모두 미세조류와 밀접한 관

련이 있다고 보고되었다(Crump, Armbrust, & Baross, 1999; Rooney-

Varga, Giewat, Savin, LeGresley, & Martin, 2005). 하지만 현장 시료에서

의 미세조류를 비롯한 다양한 생물들의 복잡성을 고려할 때, 현장 시료를

이용하여 특정 미세조류의 관련 세균, 특히 PAB에서 관련 세균을 특정하

는 것은 어렵다. 이에 다양한 연구에서 이를 대체한 방법으로 실험실 환경

에서 미세조류를 이용한 관련 PAB와 FLB에 대해 연구되었다(Park et al.

2017a).
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흥미롭게도, 세균이 없는 최적의 성장조건(예 : 배지, 온도, pH 등)이 갖

춰졌을 때보다 미세조류 연관 세균을 첨가하여 배양 시 미세조류의 성장

증진을 보이는 것으로 알려져 있다(Bolch et al., 2011; Park et al., 2017b).

하지만 이러한 연구는 연구 종의 단일 배양주(strain)만 분석되었을 뿐, 동

일 종의 다른 배양주는 고려되지 않아 해당 현상이 종 특이적인 현상이라

고 판단하기 어렵다. 기존 연구 결과에 따르면 미세조류 관련 세균 군집은

군집 주변 환경에 의해 주로 결정되고, 환경 적응을 위해 주변 세균을 축

적하는 것으로 보고되었다(Seymour et al., 2017; Xia et al., 2021). 이는

지리적으로 차이가 큰 동일 종 다른 배양주의 경우 주변 세균 군집 구성이

다를 수 있으며, 그에 따른 세균과 미세조류 간의 영향 또한 서로 다르다

고 추측할 수 있다. 하지만 위와 같은 요인의 존재에도 불구하고 동일 종

의 다른 배양주 간 세균 군집 연구는 미비한 실정이다.

Karlodinium veneficum은 유독성 와편모류로, 전 세계적으로 수많은 유

해적조(HABs; Harmful Algal Blooms) 및 어류 폐사를 유도하는 것으로

알려져 있다(Kempton et al., 2002; Contact et al., 2002a; Place et al.,

2011). 영국(Abott and Ballantine, 1957)에서 처음 분리된 이후부터, 남아

프리카(Braud, 1957년), 유럽(Bjornland and Tangen, 1979), 북미(Li et al.,

2000a, b), 호주(Ajani et al., 2001; Mooney, 2009) 등 전 세계적으로 적조

가 다수 보고되었으며, 2000년 이후 홍콩과 산둥성 등에서 해당 종의 적조

가 증가하는 추세이다(Xu et al., 2012;, Yang et al., 2019). 하지만 해당 종

의 위험성과 더불어 기존 연구에서 미세조류와 그 주변 세균 군집 간의 생

태적 중요성에 대한 다양한 연구가 진행되었음에도, K. veneficum과 세균

군집에 대한 연구의 경우 일부 살조 세균 접종 실험만 시도되었을 뿐이었

다(Tilney et al., 2014).

본 연구의 목적은 유해적조생물 K. veneficum 관련 PAB 및 FLB 군집
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을 식별하고, 실험실 조건에서 해당 조류의 성장 단계와 관련된 변화를 관

찰하는 것이다. 이를 위해 K. veneficum의 각 성장 단계에서 샘플을 분리

하고 보다 포괄적으로 세균 다양성을 분석할 수 있는 나노포어(Oxford

Nanopore MinION) 분석을 PAB 및 FLB 군집 분석에 사용했다. 또한 KR

과 US 배양주 내 연관 분리 세균을 농도 구배를 주어 재접종함으로써, 군

집 내 특정 세균 접종 시 K. veneficum의 성장에 영향을 미치는지 확인하

였다.
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II. 재료 및 방법

1. Karlodinium veneficum KR, US의 성장 단계별 PAB,

FLB 비교

가. K. veneficum 배양주 확보 및 동정

실험에 사용한 K. veneficum 두 배양주에 대하여 KR(K. veneficum

LIMS-PS-3423)은 한국해양과학기술원 해양시료도서관, US(K. veneficum

CCMP2936)는 CCMP (National Center for Marine Algae and Microbiota)

에서 분양받았다(Table. 1). 분양 받은 배양주는 121℃에서 15 분간 멸균한

f/2-Si(32 psu) 액체 배지에서 20℃, 60 μmol m−2 s−1, 12 : 12-h 명암조건

에서 배양하였다.

KR과 US의 종 동정을 위해 필터 타워 (Sartorius, Goettingen,

Germany)에 3.0 µm (pore-size)의 멤브레인 필터 (Millipore, Cork,

Ireland; 직경 47 mm)로 여과하여 세포를 포집한 뒤, DNeasy PowerWater

Kit (Qiagen, Hilden, Germany)를 사용하여 사용법대로 DNA를 추출 후

-20℃의 냉동고에 보관하였다. 이후 PCR로 18S, ITS1, 5.8S, ITS2, 28S

D1-D3 영역을 증폭시켰다. PCR 반응물은 EmeraldAmp® GT PCR

Master Mix(Takara Bio, Otsu, Japan) 12.5 µl, forward primer 1 µl,

reverse primer 1 µl, 추출한 DNA 1 µl, 증류수 9.5 µl를 첨가하여 최종 용

량이 25 µl가 되도록 하였다. 이후 95℃에서 5 분간 변성과정(denaturation)

을 거쳐 95℃ 20 초(변성; denaturation), 60℃ 30 초(결합; annealing), 7
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2℃ 1 분(신장; elongation)을 33 회 반복, 마지막으로 72℃ 5 분(신장;

elongation)의 PCR thermal cycling으로 증폭시켰다.
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Table 1. Karlodinium veneficum strains used in this study.
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나. 배양주 내 PAB 및 FLB 포집

고압멸균 처리한 필터 타워 (Sartorius, Goettingen, Germany)를 2단으로

설치하여 PAB(Particle-associated bacteria)와 FLB(Free-living bacteria)

를 동시에 포집할 수 있도록 하였다. 성장 단계에 따른 K. veneficum 내의

세균 집단을 확보하기 위해 모든 배양주는 유도기, 지수기, 안정기 시기에

맞춰 여과되었으며, 보다 정확한 분석을 위해 2배수의 실험구로 진행하였

다. 200 mL의 K. veneficum 배양주를 3.0 µm (pore-size)의 멤브레인 필터

(Millipore, Cork, Ireland; 직경 47 mm)로 1차 여과를 진행하여 PAB를 포

집하였고, 이후 여과액을 0.2 µm (pore-size)의 멤브레인 필터 (Millipore,

Cork, Ireland; 직경 47 mm)에 통과시켜 FLB을 확보하였다. 각각의 필터

는 2 mL 튜브(Eppendorf, Hamburg, Germany)에 넣어 DNA가 추출되기

전까지 −80℃에서 보관하였다.

다. 포집한 PAB, FLB의 라이브러리 준비 및 시퀀싱

PAB와 FLB 포집 시료의 DNA는 QIAamp PowerFecal Pro DNA Kit

(Qiagen, Hilden, Germany)를 사용하여 추출했다. 추출된 모든 DNA 샘플

은 Nanodrop 분광 광도계(Nanodrop spectrophotometer)를 사용하여 평가

했다. 전체 16S rRNA 유전자의 증폭은 Taq DNA 중합효소(polymerase)

LongAmp (NewEngland Biolabs, Ipswich, MA, USA)를 사용하여 반응

용량 25 µl으로 중합효소연쇄반응 (PCR)을 진행하였다. PCR 사이클은 98

°C에서 2 분간 초기 DNA 변성 단계를 거친 후, 95 °C에서 1분, 60 °C에

서 1 분, 68 °C에서 3 분간 총 35 사이클을 반복하였으며, 최종적으로 72
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°C에서 10분간 신장(extension)시킨 후 종료하였다. 이후 전기영동 과정을

통해 PCR 결과물을 확인하였다. 해당 과정을 통해 PCR 산물 내 16S

rRNA amplicon 유무를 확인한 후, Agencourt AMPure XP beads

(Beckman Coulter, Brea, CA, USA)을 sample-bead 비율 1:3 으로 맞춰

정제(purification)시켰다. 마그네틱 비드(magnetic beads)의 수세(washing)

공정 후 정제시킨 산물을 용출 버퍼(buffer) 10 µl (10 mM Tris-HCl pH

8.0 with 50 mM NaCl)로 추출하였다. 라이브러리의 최종 농도는 형광광도

계 Qubit 4 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA)로 측정하였

다. 라이브러리는 Oxford Nanopore Technologies의 프로토콜(protocol)에

따라 제작되었고, R 9.4 flow cell을 사용하여 시퀀싱 되었다. 시퀀싱 과정

은 MinKNOW Mk 1c (Oxford Nanopore Technologies) 소프트웨어를 통

해 모니터링 되었다.

라. 생명정보학적 분석(Bioinformatic analysis)

1) 품질 관리(Quality control)

시퀀싱 진행 후 생성된 fast5 파일은 Guppy (version 3.2.2, Oxford

Nanopore Technologies, UK)를 이용하여 base-called 되었고, 여과 과정

(filter step)은 Q-score ≥ 10 (quality filter) 및 length ≧ 1,000 bp의 시

퀀스만 유지하도록 적용하였다. 이후 demultiplexing, primers, barcode

trimming이 포함된 Fastq 16S v3.2.1 (Oxford Nanopore Technologies,

UK) 파이프라인을 사용하여 시퀀스를 평가하였다. 식별이 애매한 시퀀스
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는 분석에서 제외되었다. 중복된 reads가 있는 샘플의 경우 Filtlong v0.20

(https://github.com/rrwick/Filtlong)을 사용하여 reads를 1,000 bp 미만으

로 읽도록 필터링하고 ~50%의 최적의 reads (best reads)를 유지하였다.

2) 분류학적 식별(Taxonomic identification)

BLASTN은 EPI2ME software package (Oxford Nanopore Technologies)

내의 세균 및 고세균 16S ribosomal RNA database에 대한 NCBI RefSeq

과 비교했을 때 명확한 시퀀스를 정렬하였고, 이전 연구(Hatfield et al.

2020)에서 제한한 대로 정확도 ≥ 77% 이상인 시퀀스만 유지하였다.

QIIME2 프레임워크에서 ONT 데이터를 분석하기 위한 메타바코딩 파이프

라인인 MetONTIIME 모듈 또한 비교 대상으로 분류학적 단위를 할당하기

위해 수행되었다(https://github.com/MaestSi/MetONTIIME) (Caporaso et

al. 2010; Bolyen et al. 2019). QIIME 분석의 경우, GenBank에 보관된

BioProject 33175와 균 16S 유전자의 EPI2ME 16S workflow에서 사용된

배열의 결합을 통해 특정 16S rRNA 유전자 데이터베이스를 선별하였다.

EPI2ME의 결과물은 in-house python scripts를 이용하여 각 NCBI 분류

(taxa) ID의 상대적 빈도수(relative abundance)를 정규화했다. 분류학적 식

별자는 NCBI(ftp://ftp.ncbi.nlm.nih.gov/pub/taxonomy/)에서 차용되었다. 시

퀀싱 오류를 줄이기 위해서, 적어도 하나의 샘플에서 상대적 빈도수가

0.01% 미만인 분류군은 제거되었다.

3) 다양성과 풍부도(Diversity and richness)
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각 샘플에 대하여 OTU(Operative Taxonomic Unit) 빈도표(frequency

table)의 in-house python scripts를 사용하여 구축되었다. 표본과 연관된

미소생물학적 군집(microbiota community)의 알파 다양성은 R package

phyloseq (McMurdie and Holmes 2013)

(https://www.bioconductor.org/packages/release/bioc/html/phyloseq.html)

의 estimate_richness 기능을 사용하여 관찰된 종(Observed species) 및

Shannon, Simpson, Chao1, ACE 지수를 계산하여 비교했다. 희박화 분석

(rarefaction analysis)은 vegan(https://github.com/vegandevs/vegan/)을 사

용하여 sequencing depth performance 평가를 수행했다. 계산된 모든 다양

성 지수는 R 플랫폼 내 ggplot2를 사용하여 시각화했다

(https://ggplot2.tidyverse.org).

4) 군집 구조 비교(Comparison of community structure)

표본 간 미생물 군집 차이는 단방향 분산 분석을 통해 평가한 뒤 P-value

< 0.05를 적용하여 사후 다중 비교 Tukey-HSD 테스트를 수행했다. 미생

물 군집 구조는 상대적 빈도수 데이터를 기반으로 Bray-Curtis distance를

이용하여 분석하였으며, 주좌표분석(PCoA)은 vegan을 이용한 다변량 비지

도 기반 데이터(multivariate unsupervised data) 탐구로 수행되었다. 위에

해당되는 경우 FDR의 P-value 보정을 통해 두 검체 그룹 간(즉, 두 온도

간) 세균 군집 분류군의 빈도수를 비교했다. PCoA 결과는 ggplot2를 사용

하여 시각화했다.
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2. K. veneficum KR, US 분리 세균 첨가 실험

가. KR, US 배양주 내 세균 분리 및 동정

KR과 US 배양주 내 세균은 Marine Broth 2216(MB) (Difco, Detroit,

MI, USA) 평판 배지에서 분리하였다. MB 배지에 한천을 2% 비율로 첨가

하여 121℃에서 15 분 간 멸균 후, 배지를 냉각한 후, KR과 US 배양주를

각각 다른 플레이트에 100 μl씩 분주하여 도말하였다. 이후 20℃에서 3-5

일간 배양 후 순수분리 될 때까지 균주 분리 작업을 반복하였다. 선정된

균주의 액체 배양은 한천을 제외한 동일 성분의 배지(MB)를 이용하여 2

0℃, 100-150 rpm의 조건에서 72 시간 진탕 배양하였다.

KR과 US 배양주로부터 분리한 세균은 16S rRNA universal primer는

Forward primer 27F와 Reverse primer 1492R (Table. 2)을 사용하여 중합

효소 연쇄 반응(PCR; polymerase chain reaction)을 진행하였다. PCR 반응

물은 Ex Taq 0.125 µl, 10 Ex Taq buffer 2.5 µl, dNTP 2.5 µl, forward

primer 0.5 µl, reverse primer 0.5 µl, 추출한 DNA 3 µl, 증류수 16.375 µl

를 첨가하여 최종 용량이 25 µl가 되도록 하였다. 이후 95℃에서 5 분간 변

성과정(denaturation)을 거쳐 95℃ 20 초(변성; denaturation), 53℃ 10 초

(결합; annealing), 72℃ 15 초(신장; elongation)을 35 회 반복, 마지막으로

72℃ 9 분(신장; elongation)의 PCR thermal cycling으로 증폭시켰다. PCR

반응 결과는 Dyne 100 bp DNA Ladder(DYNEBIO Inc.)를 이용하여 1%

아가로스 젤에서 110V, 30 분간 전기영동 한 후 UV visualization을 통해

확인하였다. 염기서열은 Geneious (Version 7.1.3, Biomatters, Aukland,

New Zealand) 프로그램을 이용하여 양방향 염기서열을 교차 분석하였다.
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Table 2. Primers used in this study.
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나. 배양주 내 분리 세균 첨가

앞선 방법으로 KR과 US에서 분리한 뒤 액체 배지(MB)에 배양한 세균

은 50mL 코니칼 튜브(SPL Life Science, Pocheon, Korea)에 담아 원심분

리(4℃에서 3700 G, 10분 간) 하였다. 이어서 고압멸균 처리한 f/2-Si 배지

로 치환 및 수세하는 과정을 3회 반복하였다. 이후 안정기 상태의 K.

veneficum을 50 mL 컬쳐 플라스크(SPL Life Science, Pocheon, Korea)에

10% 비율로 접종한 뒤 세균을 1 x 105 - 108 cells/mL의 비율로 차등 접

종하였다.

K. veneficum의 세포 밀도를 측정하기 위해 일정한 날짜(0, 1, 3, 5, 7,

10, 13, 16, 20일, 20일 이후는 5일 간격)에 맞춰 고정용액으로 포집

(subsampling) 한 뒤, 측정 전까지 각각 냉장 보관(-4℃) 하였다. K.

veneficum 세포 밀도는 글루타르알데하이드(최종 농도 1%)로 고정한 뒤,

Sedgwick-Rafter counting chamber를 사용하여 계수하였다.

K. veneficum의 성장 효과(Growth effect)는 다음 식에 의해 측정되었다

:

Growth effect = (A′(T-Treatment)−A(T-Control))/A(T-Control)

여기서 A′(T-Treatment)(cells/mL)와 A(T-Control)(cells/mL)은 각각 실험구와

대조구에서의 K. vemeficum 세포 밀도이고, T는 배양 기간(일)이다. 박테

리아의 성장 효과 값이 ≥0.2에서 ≤-0.2인 세균은 각각 성장 촉진 세균과

성장 저해 세균으로 간주했다. (Park et al., 2016; Park et al., 2017b)
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III. 결과

1. K. veneficum KR, US의 성장 단계별 PAB, FLB 비교

가. 유해적조생물 K. veneficum KR, US 성장 단계 및 PAB,

FLB 별 포집 시료의 α-diversity 분석

분석에 들어가기에 앞서, K. veneficum KR과 US의 종 동정을 위해

PCR을 진행하였다. KR과 US로부터 추출한 DNA를 이용하여 ITS 영역을

증폭한 결과, 해당 영역의 99%가 일치함을 통해 두 배양주가 동일 종임을

확인하였다(Figure S1). K. veneficum KR과 US 두 배양주의 성장 단계

및 PAB와 FLB 세균 포집을 위하여 다음과 같은 시기에 시료를 채집하였

다(Figure 1). 포집된 시료는 나노포어(Oxford Nanopore MinION) 분석을

실시하여 각각의 성장 단계 시료로부터 총 17,692-126,562 개의 reads를 확

인했다(Table. 3). 두 배양주에서 포집된 모든 분석 시료에 대한 희박화 곡

선(rarefaction curve)에서 모든 곡선이 포화상태에 이르지 않았지만, 전체

시료에서 Good's coverage(%) 수치가 99.6% 이상 측정되어 전체 세균 군

집을 파악하는 데 충분한 reads를 획득하였고, 해당 분석이 신뢰성을 가지

는 것으로 판단하였다(Table 4, Figure 2). 이후 포집한 시료의 세균 군집

분석을 바탕으로 산출된 α-diversity 통계 분석 결과를 정리하였다(Table

4). PAB와 FLB 별 세균 시료의 observe 수치는 K. veneficum KR (PAB

: 774-1282; FLB : 1501-1943)과 US (PAB : 1327-1845; FLB :
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1175-1840) 두 배양주에서 성장에 따라 공통적으로 증가하여, 성장 단계가

거듭될수록 발견되는 종이 증가한다는 것을 확인했다. 시료 내 세균 군집

생태에 대한 다양성과 상대적 빈도수 조사를 위하여 Chao1, ACE,

Shannon, Simpson 지표를 사용하여 나타내었다. Chao1과 ACE 지표를 활

용한 비모수적 통계분석 결과에서 각 배양주에서의 성장 단계 및 생활사별

종 빈도수에 차이가 있는 것으로 나타났다. KR과 US의 생활사 별 Chao1,

ACE 지수는 PAB와 FLB에서 공통적으로 성장 단계가 거듭될수록 값이

증가하였다. Shannon 지수 또한 생활사가 진행될수록 그 값이 점점 커져,

성장 단계가 거듭될수록 해당 배양주 내 종 다양성이 높아지고 있는 것을

확인하였다. Simpson 지수 또한 성장 단계가 거듭될수록 1에 가까워지는

경향을 보였는데, 이는 생활사가 진행될수록 특정 종의 우점도가 높아진다

는 것을 의미한다.
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Figure 1. The growth curves of Karlodinium veneficum KR (A) and

US (B). Arrows represent each PAB and FLB sampling point. KR,

Karlodinium veneficum LIMS-PS-3423 strain; US, Karlodinium

veneficum CCMP2936 strain; PAB, Particle-associated bacteria; FLB,

Free-living bacteria.
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Table 3. Oxford Nanopore MinION analysis results in this study.
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Table 4. α-diversity indices per PAB and FLB bacteria samples isolated

from Karlodinium veneficum KR and US growth phase.
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Figure 2. Rarefaction curve of lag (Lag), exponential (Exp), stationary

(Stn) growth phase of Karlodinium veneficum.
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나. K. veneficum KR과 US의 성장 단계 및 PAB, FLB 세균 군

집 변화

분류군 별 군집 구조를 비교한 결과 KR과 US 간 세균 군집의 차이가

명확했다. KR과 US 두 배양주의 성장 단계 및 생활사별 세균 분포를 비

교하기 위해 과(family), 속(genus), 종(species) 분류군 별로 나타내었다

(Figure 3). 과(family) 단위의 군집 그래프상에서 왼쪽의 막대그래프는 과

단위와 연관된 강(class) 단위의 분포를 나타내었다(Figure 3A). 과(family)

수준에서 비교 시, KR의 PAB 군집 분석 결과 평균적으로

Pseudomonadaceae(67%)와 Roseobacteraceae(14%) 순으로 우점하였으며,

US의 PAB 군집의 경우 Marinobacteraceae(27%)와

Rhodobacteraceae(25%) 순으로 우점하였다(Figure 3A, 4). 반면 FLB 생활

사에서, PAB에 비해 KR과 US 공통적으로 Burkholderiaceae의 군집 비율

이 높아짐을 확인하였다. KR에서 Burkholderiaceae 비율은 PAB에선 2%에

불과했으나 FLB에선 31%를 차지했고, US의 경우 PAB 내 7%의 비율에

서 FLB의 경우 20%까지 그 비율이 높아졌다. 속(geuns)과 종(species) 수

준에서 비교 시(Figure 3B, 3C, 4), KB의 PAB 군집에서 평균적으로

Pseudomonas 속의 P. chengduensis(42%), P. olevorans(10%), P.

hydrolytica(3%)가, Sulfitobacter 속의 S. pontiacus(8%)가 우점하였다. 해

당 군집 내 Pseudomonas 속은 성장 단계가 거듭될수록 그 비율이 감소하

였다(87-49%). 반면 Sulfitobacter 속의 경우 성장 단계가 거듭될수록 비율

이 증가하는 양상을 보였다(4-18%). KR의 FLB 군집에서는 전반적으로

PAB 군집 구조와 유사했으나, Limnobacter 속의 L. thiooxidans의 비율이

성장 단계가 거듭될수록 큰 폭으로 증가하였다(12-33%). 이 밖에도 KR

FLB 군집 내에서 Algoriphagus 속의 A. marincola가 PAB에서와는 달리
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성장 단계에 따라 그 비율이 증가하였다(1.5-10%). US의 PAB 군집에선

Marinobacter 속의 M. adhaerens(19%)가, Nioella 속의 N.

sediminis(14%)가, Robiginitalea 속의 R. biformata(4%)가 우점하였다. 해

당 군집 내 Marionbacter 속은 성장 단계가 거듭될수록 그 비율이 큰 폭

으로 감소하였다(50-7%). 반면 Nioella 속(6-21%)과 Robiginitalea 속

(1.3-7%)은 성장이 진행될수록 비율이 점차 증가하였다. US의 FLB 군집

에서는 전반적으로 PAB에서의 군집과 유사했으나, Limnobacter 속의 L.

thiooxidans(14%)와 Seohaeicola 속의 S. saemankumensis(9%)가 PAB에

비해 평균적으로 군집 내 큰 비율을 차지했다.

K. veneficum KR과 US 배양주의 시료 분석 결과를 종합하여 배양주

별, PAB와 FLB 별 세균 군집을 크로나 차트(Krona charts)로 나타내었다

(Figure 4). 두 배양주에 대한 PAB와 FLB 군집 구조 분석 결과, 공통적으

로 문(phylum) 단위에서 Proteobacteria가 우점하였다(KR PAB : 90%;

KR FLB : 94%; US PAB : 86%; US FLB : 97%). KR 배양주는 PAB 군

집구조에선 Gammmaproteobacteria(70%), Alphaproteobacteria(18%),

unclassfied Cyanobacteria(7%), Betaproteobacteria(2%) 순으로 우점했고,

FLB 군집 구조에선 PAB 군집에 비해 Gammmaproteobacteria의 비율이

줄고(35%) Betaproteobacteria, Alphaproteobacteria, Cyclophagales의 비율

이 늘어났다(각각 31%, 28%, 5%). US배양주의 PAB 군집구조는

Alphaproteobacteria(48%), Gammmaproteobacteria(31%),

Betaproteobacteria(7%), Flavobacteriales(6%), Verrucomicrobiae(4%),

Phycisphaerae(2%) 순으로 우점하였고, FLB 군집 구조에선 PAB 군집에

비해 Gammpaproteobacteria, Flavobacteriales 비율이 줄고(각각 17%, 2%)

Alphaproteobacteria, Betaproteobacteria의 비율이 증가했다(각각 59%,

21%).
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Figure 3. Community composition of PAB and FLB bacteria in the lag

(Lag), exponential (Exp), and stationary (Stn) growth phases of

Karlodinium veneficum KR and US at the (A) family, (B) genus, and

(C) species level. At the family level, the graph on the left side

represents the class group at the corresponding family level.
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Figure 4. Krona visualization method expressing total bacteria

communities in Karlodinium veneficum KR and US. (A) KR PAB, (B)

KR FLB, (C) US PAB, (D) US FLB.
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다. K. veneficum KR과 US의 PAB, FLB 세균 군집 차이

강(class) 수준의 단계부터 종(species) 수준의 단계까지 K. veneficum

KR과 US 배양주 분석 시료의 상대적인 비율에 차이가 있어, 유의적으로

차이가 나는 각 세균 군집을 대표하는 분류군을 조사하기 위해 선형 판별

분석 효과 크기(Linear discriminant analysis effect, LEfSe) 분석법을 사용

하였다(Figure 5). 4.0 이상의 LDA(Linear discriminant analysis)값을 지표

로 사용하였으며, LEfSe 분석 결과를 바탕으로 LDA 값이 높은 상위 40종

의 taxon과 수치를 확인하였다(Figure 5a). 이후 다음 결과를 바탕으로 두

배양주 간 생물 분류군 별 연관성을 Cladogram으로 도식화하였다(Figure

5b).

그 결과, 강(class) 수준부터 KR과 US 간 세균 군집의 차이를 확인할

수 있었고, LDA값에 대하여 KR에선 Gammmaproteobacteria (5.2)가, US

에선 Alphaproteobacteria (5.3)가 해당 세균 군집 내에서 유의적으로 높게

측정되었다. KR의 분석 시료 내에서 우점 속은 Pseudomonas (5.4;

Gammaproteobacteria, Pseudomonadales, Pseudomonadaceae),

Sulfitobacter (4.6; Alphaproteobacteria, Rhodobacterales,

Roseobacteraceae), Algoriphagus (4.1; Cytophagia, Cytophagales,

Cyclobacteriaceae) 순으로 분석되었고, 해당 속과 연관된 모든 생물분류군

이 KR 배양주 내에서 상대적 빈도수가 높게 측정되었다. US의 분석시료

내에서 우점 속은 Marinobacter (5.0; Gammaproteobacteria,

P s e u d o m o n a d a l e s ( = A l t e r o m o n a d a l e s ) ,

Marinobacteraceae(=Alteromonadaceae)), Nioella (4.9;

Alphaproteobacteria, Rhodobacterales, Rhodobacteraceae), Seohaeicola
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(4.4; Alphaproteobacteria, Rhodobacterales, Roseobacteraceae),

Robiginitalea (4.1; Flavobacteriia, Flavobacteriales, Flavobacteriaceae) 순

으로 분석되었고, 해당 속과 연관된 모든 생물분류군이 US 배양주 내에서

상대적 빈도수가 높게 측정되었다.

속(genus) 단계에서의 세균 군집 차이를 시각화하고, 각 배양주 별 생태

의 유사성 비교를 하기 위해 Bray-Curtis distance를 이용하여 다변량 통

계분석법인 non-metric multidimensional scaling (nMDS) 도표를 나타내

었다(Figure 6). 분석 결과 KR PAB에는 Pseudomonas, Sulfitobacter로 나

타났고, KR FLB는 Algoriphagus가 표시되었다. US PAB에는

Hyphomonas, Robiginitalea, Nioella, Marinobacter로 나타났고, KR FLB

는 Seohaeicola, Roseovirus로 나타났다. Limnobacter의 경우 KR FLB와

US FLB 중간 지점에 표시되었다. 해당 분석 결과 KR과 US 배양주 별

세균 군집 분포 양상에서 뚜렷한 차이가 나타났으며, 같은 배양주 내에서

도 PAB, FLB 상에서 차이가 있음을 확인하였다.
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Figure 5. Histograms of Linear discriminant analysis (LDA) scores of

16S gene sequences of microbes in the samples (A). Key phylotypes of

differently abundant taxa were identified using LDA effect size (LEfSe)

algorithm in different strains and their relative abundance was

presented accordingly. Cladograms derived from LEfSe analysis of

differential microbial taxa (B). The central point denoted the root of the

tree of bacteria and expanded to each ring, representing the next lower

taxonomic level from phylum to genus. Each circle’s diameter represents

the relative abundance of the taxon in each microbial community.
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Figure 6. Nonmetric multi-dimensional scaling (nMDS) plots of bacterial

communities (16S rRNA gene) in Karlodinium veneficum KR and US.
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2. K. veneficum KR, US 분리 세균 접종 실험 양상

KR과 US의 배양주 내에서 분리한 세균 중 상호작용 가능성이 있는 특

정 세균을 접종하여 성장 양상을 확인하였다. 먼저 배양주 내 분리 가능한

세균을 분리 및 동정하였다. 분리된 균주에 대하여 1 x 106 cells/mL 농도

로 KR 배양주 내에서 screening test를 진행하여 성장 증감이 뚜렷한 균주

를 선별하였고, 해당 균주의 종은 Marinobacter 속과 Sulfitobacter 속으로

동정 되었다(Table 5, Figure S2).

이후 각 배양주 내에서 분리된 균주를 접종하여, 세균 군집 구조를 치환

하였을 때 KR과 US의 배양주 세포 밀도 양상을 확인하기 위해 분리 균주

농도 별(1 x 105 - 108 cells/mL) 혼합 배양을 진행하였다(Figure 7, 8).

Sulfitobacter 속의 두 종에 대하여 KR과 US 배양주에 농도별 혼합 배양

을 진행한 결과 KR 배양주 내에서 일부 실험구에서 대조구 대비 높은 성

장 효과를 보였다(P < 0.05). KR 배양주의 경우, 대조구에 비해 S.

pontiacus 실험구에서 더 높은 성장률을 보였으며, 1 x 105 cells/mL 농도

에서 가장 높은 성장 증진 효과와 성장률(0.2, 0.11 d-1, P < 0.05)을 보였

다(Figure 7). 마찬가지로 S. porphyrae 실험구에서도 동일한 양상을 보였

으며, 1 x 107 cells/mL 농도에서 가장 높은 성장 증진 효과와 성장률(0.5,

0.18 d-1, P < 0.05)을 보였다. 반면 US 배양주 내에서는 S. porphyrae 1 x

106 cells/mL 접종 실험구를 제외한 S. pontiacus, S. porphyrae 실험구 모

두 대조구 대비 유의한 성장 변화가 없었다(전체 P < 0.05).

Marinobacter 속의 두 종에 대하여 해당 배양주에 농도별 혼합 배양을

진행한 결과는 다음과 같았다(Figure 8). KR 배양주 내 대조구 대비 M.

adhaerens 일부 실험구에서 성장 저해 효과를 보였다(-0.02~-0.95, P <
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0.05). 마찬가지로 동일 배양주 대조구 대비 M. algicola 일부 실험구에 대

해서도 성장이 저해되었다(-0.04~-0.96, P < 0.05). US 배양주에 대해서

M. adhaerens 일부 실험구에서 명확한 성장 저해가 확인되었고

(-0.19~-0.79, P < 0.05), 동일 배양주 대조구 대비 M. algicola 전체 실험

구에 대해서도 일부 실험구에서 성장이 저해되었다(-0.06~-0.84, P < 0.05).
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Table 5. A bacteria isolation list of Karlodinium veneficum KR and US.

The bacteria were simultaneously isolated at the sampling point in

Figure 1.
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Figure 7. Changes in Karlodinium veneficum KR and US cell density

after inoculating bacteria belonging to the genus Sulfitobacter. Control

did not inoculate bacteria, and inoculated bacteria applied a gradual

concentration gradient.
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Figure 8. Changes in Karlodinium veneficum KR and US cell density

after inoculating bacteria belonging to the genus Marinobacter. Control

did not inoculate bacteria, and inoculated bacteria applied a gradual

concentration gradient.
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IV. 고찰

수계 내에서 미세조류와 종속영양세균 간 발생하는 생태학적 상호작용은

해양환경에서 중요한 생물 간 연관관계를 보인다(Jiao et al., 2010;

Seymour et al., 2017). 이러한 상호작용에는 상리공생(mutualism), 편리공

생(commensalism), 기생(parasitism) 및 경쟁(competition)이 포함될 수 있

으며, 일반적으로 매우 복잡하다(Amin et al., 2012; Seymour et al.,

2017; Sher et al., 2011; Xia et al., 2021). 특히 생태계 내 현장에서 특정

미세조류와 상호작용을 갖는 미생물을 분석하는 것에 대한 어려움으로 인

하여, 실험실 내에서의 PAB 분석에 대한 다양한 연구가 요구되었다

(Crump et al., 1999; Rooney-Varga et al., 2005). 이에 본 연구는 유독성

와편모류 K. veneficum KR과 US 배양주의 성장 단계별, PAB와 FLB 별

세균 군집을 나노포어 분석법으로 비교하여 두 배양주 간 공통적인 세균

군집 유무를 파악하고, 배양주 내에서 분리한 세균을 접종하여 배양주 내

세균 군집 내 비율을 임의 변경 시 어떤 성장 양상을 보이는지 확인하고자

하였다.

실험실 내에서의 결과와 기존 연구 결과들을 종합해보면, 세균 군집 구

성은 미세조류의 성장 단계와 생리적인 상태에 의한 영향을 받을 수 있다.

이전 연구 결과를 바탕으로(Jasti et al., 2005; Rooney-Varga et al., 2005),

KR과 US 각 배양주 별 PAB와 FLB 군집 구성 차이가 관찰될 것으로 예

상되었다. 실제, 본 연구에서 K. veneficum 배양주의 세 가지 성장 단계

동안 PAB와 FLB 군집 조성과 변동이 뚜렷하게 구분됨을 확인하였다

(Figure 3, 4). KR 배양주에서 class 단위를 비교했을 때 PAB와 FLB간

Alphaproteobacteria, Betaproteobacteria, Gammaproteobacteria의 군집 비
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율에 차이가 있음을 확인할 수 있었다. KR의 PAB에선 Pseudomonas,

Sulfitobacter 등 2개의 주요 그룹이 있고, 이 중 Pseudomonas가 가장 우

세했다. 반면 FLB의 경우 전체적인 군집 구조는 비슷했으나

Algoriphagus, Limnobacter가 PAB에 비해 군집 비율이 증가했다. US의

PAB에선 Hyphomonas, Robiginitalea, Nioella, Marinobacter 등 4개의 주

요 그룹이 있고, Marinobacter가 가장 우세했다. 반면 FLB의 경우

Roseovirus, Seohaeicola와 Limnobacter 군집 비율이 PAB에 비해 증가했

다. LEfSe 분석 결과 또한 앞선 결과와 일치했다. KR에서 가장 LDA값이

높은 속은 Pseudomonas로, 해당 속의 상위 분류군에도 동일 배양주 내에

서 높은 LDA값이 검출되었다. US에서 가장 LDA값이 높은 속은

Marinobacter로, 해당 속의 상위 분류군에서 동일 배양주 내에서 높은

LDA값이 검출되었다. KR과 US 세균 군집 분석 결과, 두 배양주는 동일

종임에도 불구하고 세균 군집 차이가 크게 나타났으며, 이들의 세균 군집

은 각자 분리된 해역에서의 영향을 받은 것으로 보여진다. 이는 미세조류

관련 세균 군집은 군집 주변 환경에 의해 주로 결정되고, 환경 적응을 위

해 주변 세균을 축적한다는 기존의 연구 결과와 일치한다(Seymour et al.,

2017; Xia et al., 2021).

nMDS 분석 결과에서도 마찬가지로 KR과 US 간 세균 군집의 대부분은

세균 구성에 큰 차이를 보였으나, 두 배양주의 FLB에서 공통적으로

Betaproteobacteria의 Limnobacter 속 비율이 증가함을 확인하였다(Figure

4). 기존 연구 결과에 따르면 Betaproteobacteria는 DOM 분해효율이 높은

것으로 알려져 있으며, 해당 분류군의 비율이 높은 것은 저분자량의 조류

유래용출물(low-molecular weight algally-derived substrates)과 양의 상관

관계를 가진 것으로 나타났다(Niemi et al., 2009; Newton et al., 2011;

Louati et al., 2015). 위처럼 두 배양주 FLB에서 Limnobacter 속이 성장이
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진행될수록 비율이 증가하는 것에 대해 K. veneficum이 방출하는 조류 용

출물과 밀접한 관련이 있다고 추론할 수 있으나, 본 연구만으로는 명확히

판단할 수 없어 이에 대한 추가적인 연구가 진행되어야 할 것으로 보인다.

다양한 실험실 환경 및 현장 연구를 통해 알 수 있듯(Fernandez et al.,

1992; Reitan et al., 1994; van Rijssel et al., 2000; Bagatini et al.; 2014)

미세조류와 공존하는 세균 군집 구조는 성장 단계 및 생리적 상태에 따라

변화할 수 있다. 또한 군집 내 세균은 다양한 상호작용을 통해 미세조류의

성장에 영향을 줄 수 있다는 것을 제시한다. 위 근거를 바탕으로, 본 연구

에선 KR과 US의 성장 단계별 군집 구조 분석과 더불어 배양주 내에서 분

리한 세균 중 상호작용 가능성이 있는 특정 세균을 접종하여 성장 양상을

확인하였다. KR과 US에서 단일 분리 및 배양한 세균 중 Sulfitobacter 속

과 Marinobacter 속에 속하는 세균을 K. veneficum 배양주에 농도 구배

별(1 x 105 - 108 cells/mL)로 접종한 결과, KR 배양주에 Sulfitobacter 속

의 세균을 접종한 실험구에서 유의한 성장 증진 효과를 보였다(Figure 7).

기존 미세조류 관련 세균 군집 조성에 대한 연구 결과에 따르면, PAB가

FLB에 비해 미세조류와 종특이적으로 연관되어 있다고 알려져 있다

(Worm and Sondergaard 1998; Bagatini et al. 2014). 앞선 K. veneficum

배양주 별 세균 군집 비율에 대한 결과에서, KR의 성장 단계가 진행될수

록 PAB 내 Sulfitobacter 속의 비율이 증가하였다(Figure 3). 이는

Sulfitobacter 속의 박테리아가 KR의 성장에 분명하게 기여했다고 추측할

수 있다. 또한 KR에서 분리한 세균인 S. pontiacus와 마찬가지로 US에서

분리한 S. porphyrae를 동일한 방법으로 접종하였을 때, KR 내 S.

pontiacus 접종 시와 유사한 성장 양상을 보였다. 기존 연구 결과에서 미

세조류는 특정한 세균 종과의 상호작용보다는 특정 세균 분류군의 기능적

특성을 선호한다고 알려져 있다(Ramanan et al., 2015). 따라서 서로 다른
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배양주에서 분리되었지만 유사한 기능적 특성을 보이는 두 세균이 KR에서

성장 증진을 유도한 것으로 판단된다. 반면 US는 동일 속 접종 시 대조구

와 대비하여 유의한 성장 증진 효과는 없었는데, 이는 동일 종 내에서도

미세조류와 세균 간 상호작용이 다를 수 있음을 보여준다.

기존 연구결과에 따르면 Gammaproteobacteria는 다수의 살조 세균이 포

함되어있는 문(Phylum)으로 알려져있다(Yoshinaga et al., 1998; Salomon

and Imai 2006; Imai 2011). 본 연구에서 K. veneficum 두 배양주에

Marinobacter 속 세균의 농도 구배 별 접종 결과, KR과 US 모두 대조구

대비 성장 저해 효과를 보였다(Figure 8). 기존 Marinobacter 속은

Gammaproteobacteria에 속함에도 불구하고 규조류 등 다양한 미세조류에

서 첨가 시 성장 증진 효과를 보이는 것으로 알려져 있다(Amin et al.,

2009; Cirri et al., 2019; Wang et al., 2022). 하지만 해당 속의 세균을

Karenia mikimotoi와 Prorocentrum donghaiense를 포함한 일부 와편모류

에 접종 시, 조류의 세포가 용해되어(cell lysis) 오히려 살조 현상을 유도

한 것으로 나타났다(Ding et al., 2022). 또한 기존 연구에서, Marinobacter

와 동일 문에 속하는 Altermonas E401의 경우, K. mikimotoi와

Gymnodinium catenatum에 살조 효과를 보이는 것으로 알려져 있다. 위

세균은 앞선 특정 종들을 제외한 다른 와편모류 및 규조류 등에는 살조 효

과를 보이지 않았지만, K. mikimotoi와 G. catenatum에서 분비하는 유기

물질(EOM, excreted orgainc matter)에 반응하여 살조 활성을 보이는 고분

자량의 화합물을 생성하는 것으로 밝혀졌다(Yoshinaga, 1995). 마찬가지로

K. mikimotoi와 동일한 과(Kareniaceae)에 속하는 K. veneficum 또한 같

은 이유로 인해 Marinobacter 속 접종 실험구에서 성장 저해 효과가 나타

난 것으로 추정된다. 이에 Marinobacter 접종에 의한 성장 저해 효과에 대

해서 해석하기 위하여, K. veneficum 용출물과 해당 박테리아 간의 상관관
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계에 대한 추가적인 분석이 요구된다.
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V. 요약

수계 내에서 미세조류와 세균 사이의 상호작용이 알려져 왔음에도 불구

하고, 유해독성와편모류 Karlodinium veneficum 연관 세균 군집에 관한

연구가 부족한 실정이다. 본 연구에서는 나노포어(Oxford Nanopore

MinION) 분석을 사용하여 다른 해역에서 분리된 K. veneficum 한국(KR)

과 미국(US) 배양주 별 공통 핵심 군집 존재 여부와 더불어 각 배양주 별

PAB와 FLB 군집을 비교하였다. 또한 KR, US 배양주 내 분리 세균을 접

종하여 K. veneficum의 성장 증감 양상을 확인하였다. KR과 US 간 군집

구조 분석 결과, PAB와 FLB를 비롯한 세균 군집 구조는 종특이적으로 공

통적이지 않을 수 있음을 확인하였다. 또한 기존 연구 결과와 마찬가지로

동일 배양주 내 PAB와 FLB 군집 구조는 다르게 나타났으며, 성장 단계별

로 군집 비율 변화가 확인되었다. KR과 US 배양주에서 순수분리한 박테

리아 중 Sulfitobacter 속과 Marinobacter 속의 세균을 배양 후 농도 구배

를 주어 접종한 결과, Sulfitobacter 속을 접종한 KR 배양주에서 실험구 대

비 성장 증진 효과를 보였다. KR의 PAB 군집 구조 결과와 비교했을 때

Sulfitobacter 속이 성장 단계를 거듭할수록 비율이 증가하였고, 이는 KR

배양주가 Sulfitobacter 속의 기능적 특성을 선호하여 성장 증진 효과를 유

도한 것으로 판단된다. 반면 두 배양주에 Marinobacter 속을 접종 시 성장

저해 현상이 일어났다. 이는 동일 과(family)에 속하는 조류에 접종 시 세

포 용해(cell lysis)가 된 것을 바탕으로 K. veneficum 역시 같은 이유로 성

장이 저해된 것으로 추측되며, 이를 증명하기 위해선 추가적인 분석이 요

구된다.
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VII. 부록

Figure S1. Phylogenetic analysis of the Karlodinium veneficum ITS1-2

sequences. The tree shown is the ML tree.
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Figure S2. Evolutionary relationships of bacterial taxa used in this

study. The evolutionary history was inferred using the

Neighbor-Joining method. The percentage of replicate trees in which

the associated taxa clustered together in the bootstrap test (1000

replicates) are shown next to the branches. The tree is drawn to scale,

with branch lengths in the same units as those of the evolutionary

distances used to infer the phylogenetic tree.
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