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한국 시화호와 중국 Aha호 저질토에 분포하는
이화성 아황산염 환원효소 유전자의 비교 분석
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한국의 시화호와 중국의 Aha호 저질토에서 서식하는 황산염 환원세균(sulfate reducing bacteria, SRB)의 깊이에
따른 군집구조를 비교하기 위하여, 이화성 아황산염 환원효소(EC 1.8.99.1; dissimilatory sulfite reductase, dsr) 유
전자를 대상으로, polymerase chain reaction (PCR), denaturing gradient gel electrophoresis (DGGE) 및 클론 라이
브러리를 이용하여 미생물의 군집구조를 분석하였다. DGGE band 양상을 분석한 결과, Aha호보다는 시화호에
서 더 많은 밴드를 보여 다양성이 높았고, 깊이별 차이는 나타나지 않았다. 두 서식지에서 얻은 총 68개 클론의 염
기서열을 가지고 계통학적 분석을 한 결과 시화호에서는 Deltaproteobacteria 그룹, Firmicutes 그룹에 속해있는
Desulfotomaculum 종과 archaeal thermophilic SRB 그룹에 속해있는 Archaeoglobus 종이, Aha호에서는 Desulfo-
tomaculum 그룹과 유사성이 높았다. 분리된 대부분의 클론들(59%)은 배양된 황산염 환원세균과는 매우 낮은 유
사도를 보였고, 환경에서 분리된 클론들과도 90% 이하의 유사도를 나타냈다. 총 클론을 88% 유사도를 기준으로
9그룹으로 나뉘었을 때 시하호와 Aha호의 각 클론은 서로 다른 그룹으로 존재하였다. 이러한 결과는 두 서식지
의 이화성 아황산염 환원효소를 가지고 있는 미생물의 군집구조는 확연히 다르고 각 서식지에 특이적인 황산염
환원 미생물이 존재함을 시사한다.
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황산염 환원세균은 Gram-negative mesophilic SRB, Gram-positive
spore forming SRB (Desulfotomaculum), bacterial thermophilc SRB

(Thermodesulfobacterium)와 archaeal thermophilic SRB 등 다양

한 분류학적 그룹에 속하여 있다(7). 황산염 환원세균은 황산염

이 많은 혐기성의 서식지에서 혐기성 분해의 주요 최종 분해자

로 황산염(SO4
2−)을 최종 전자 수용체로 이용하여 황화수소(H2S)

를 생성한다(34). 최근에는 대기오염이 심해지면서 황산화물이

호수로 유입되어, 호수의 산성화를 유발하고 있으나, 황산염 환

원세균의 활동으로 인하여 호수의 산성화과정이 지연된다(3). 또

한, 황산염 환원세균에 의해 생성된 황화물(HS−)은 중금속을 제

거하고(9), 황산염 환원은 혐기성 분해 과정의 하나로 담수 환경

에서는 총 혐기성분해의 20%, 해양의 저질토에서는 총 50% 이

상이 황산염 환원세균에 의하여 일어난다(5, 14). 이와 같이, 황

산염 환원세균은 저질토 생태계에서 탄소 순환, 황 순환과 오염

물질 제거에 매우 중요한 역할을 하고 있다(14).

이러한 황산염 환원세균의 중요성을 이해하고 황산염 환원세균

의 분포와 다양성 조사를 위하여 fluorescence in situ hybridization
(FISH) (18, 22, 27), polymerase chain reaction (PCR), denaturing

gradient gel electrophoresis (DGGE) (13, 16), 염기서열분석

(Sequencing) (6, 8, 23) 등 여러 가지 분자생물학적 방법으로 연

구가 이루어지고 있다. 그러나 위의 16S rRNA gene을 기초로

한 분석방법들은 일반적인 미생물의 다양성과 분포에 관한 정보만

제공한다. 특히 배양이 불가능한 미생물의 경우는 대사 작용 능력

에 대한 정보를 전혀 제공하지는 못한다. 이러한 한계점을 극복하

는 방법으로 미생물이 가지고 있는 functional gene을 이용한 미생

물군집조사 방법이 있다(20, 23, 25). 기존에 알려진 functional gene

중 이화성 아황산염 환원효소(EC 1.8.99.1; dissimilatory sulfite

reductase, dsr)는 황산염 환원에 필수적인 효소로서 혐기성 상태

에서 황산염 환원의 최종단계에 관여하여 아황산염(SO3
2−)을 황

화물(HS−)로 환원한다. 이 유전자는 모든 황산염 환원세균에서

발견되었고, dsr의 각 α-subunit (dsrA)과 β-subunit (dsrB) 부분

과 두 부분 모두를 encoding하는 1.9 kb 크기의 DNA 또한 PCR

에 의해 증폭될 수 있다(17, 31). 최근에 dsr 유전자의 염기서열

분석은 혐기성 황산염 호흡의 진화 과정(17, 19, 31)과 다양한 환

경에 존재하는 황산염 환원세균의 군집(6, 12, 21, 23, 25)분석의

목적으로 연구가 진행되어 왔다.

시화호는 경기도 안산시와 시흥시에 근접한 인공 담수호로 담

수면적 56.6 km2, 평균 수심 3.2 m, 저수량 182백만톤, 체류 시간

200~300일이며, 여러 공장에서 발생하는 공장폐수와 근교도시에

서 발생하는 생활폐수와 농업폐수 등이 시화호로 유입되어 심하

게 오염되어 있다(2). 중국의 Guiyang시에 위치한 Aha호는 인공

저수지로, 담수면적, 평균수심, 저수량, 체류시간이 각각 3.4 km2,

13 m, 45백만톤, 161일이다. 또한, 도시개발로 인해 생활폐수와

공장폐수 그리고 산성의 광산배수에 의해 오염되어 있을 뿐만

아니라, 저질토와 호수물에 철, 망간, 황산염이 그대로 유입되고
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있다(32). 두 호수에서 Desulfovibrioacea에 특이적으로 결합하는

SRB385 probe를 이용한 FISH 방법으로 황산염 환원세균 분포를

조사한 결과 두 호수에서 다르게 나타났다(1). 이 연구에서는 미

생물이 가지고 있는 functional gene 중 이화성 아황산염 환원효소

(EC 1.8.99.1; dissimilatory sulfite reductase, dsr)를 대상으로 PCR/

DGGE와 클론 라이브러리를 통하여 시화호와 Aha호의 저질토에

서 dsr 유전자를 가진 미생물의 군집구조를 분석하였다.

재료 및 방법

조사 지역 및 시료 채취

시화호(N: 37o 17' 39.5'', E: 126o 46' 33.8'')에서는 2006년 9월

에 반경 5 cm, 길이 50 cm의 core sampler를 이용하여 저질토를

채취하였고, 중국의 Aha호(N: 26o 32' 31.3'', E: 106o 39' 0.1'')에

서는 2007년 4월에 Wang 등(33)이 제작한 core sampler를 이용

하여 저질토를 채취하였다. 채취한 샘플은 실험실까지 냉장상태

로 운반하였고, 깊이 0 cm부터 10 cm까지 각 1 cm 간격으로 총

10개의 시료를 냉동보관 하였다.

DNA의 추출

냉동 보관된 시료로부터 DNA는 Ultra Clean Soil DNA Kit

(MoBio, Carlsbad, CA, USA)를 이용하여 추출하였는데 1 cm씩

자른 시료 1 g를 bead solution tube에 넣고 제조사의 방법에 따

라 수행하였다. 추출된 DNA는 agarose gel에서 전기영동 하였고,

ethidium bromide로 염색하여 정제상태를 확인하였다.

dsr 유전자의  PCR 증폭
dsr 유전자는 시화호와 Aha호에 추출된 DNA를 주형으로

primer set DSR1F/DSR4R, DSR1F/DSR3R, DSR2F/DSR4R (Table

1)을 이용하여 증폭하였다. PCR반응은 1× PCR buffer, dNTP
mixture (200 µM), 200 nM primer, 2.5 mM MgCl2, 1% formamide,

0.1% BSA, 1 unit/µl Taq DNA polymerase (Roche, Germany)를

첨가하여 최종부피가 25 µl가 되게 하였다. PCR 반응조건은

94oC에서 5분간 초기 열처리를 한 후, 94oC에서 1분간 변성시키

고, annealing 온도는 시화호의 시료에서 58oC, Aha호 시료는

54oC로 1분간 반응 시키고 신장을 위하여 72oC에서 90초 동안

반응한 후 이 반응을 30 cycle 더 수행한 후 4oC에서 반응을 중

단시켰다. PCR 증폭산물은 0.8% agarose gel에서 전기영동한 후

ethidium bromide로 염색하여 band를 확인하였다.

DGGE 분석을 위하여는 적합한 크기의 DNA 단편이 필요함으

로, 앞에서 생성된 dsrAB (1.9 kb), dsrA (1.1 kb), dsrB (1.4 kb)

유전자의 단편을 대상으로 크기가 각각 243 bp, 350 bp인

primer DSR1Fgc/DSR5R (31)와 DSRp2060F/DSR4R (13)를 이

용하여 nested PCR를 수행하였다. Nested PCR 반응조건은 94oC

에서 5분간 초기 열처리를 한 후, 94oC에서 30초간 변성시키고,

annealing 온도는 초기에 65oC에서 시작하여 매 cycle마다 0.5oC

씩 감소하도록 설정하고 45초간 반응시켰다. 신장을 위하여

72oC에서 90초 동안 반응한 후 이 반응을 20 cycle 더 수행하였

다. 또 다시 94oC에서 30초간 변성시키고, annealing 온도는

55oC로 45초간 반응시키고 신장을 위하여 72oC에서 90초 동안

반응한 후 이 반응을 10 cycle 더 수행한 후 4oC로 반응을 중단

시켰다(24).

Denaturing gradient gel electrophoresis (DGGE)

DGGE는 D-Code System (BioRad, USA)을 이용하여 수행하

였다. Denaturing gradient gel은 0%와 100% denaturant (7 M

Urea, 40% Formamide)가 각각 포함된 7.5% (w/v) acrylamide

stock solution (37.5:1 acrylamid-bisacrylamide)을 제작하여 사용

하였다. 농도구배는 시화호에서 35~65%, Aha호에서 45~65%로,

농도구배가 연속적으로 형성되도록 gel을 제작하였다. 이와 같이

제작된 gel에 nested PCR 증폭 산물을 80 µl씩 loading하여 0.5×
TAE buffer 완충용액(20 mM Tris, 10 mM acetic acid, 0.5 mM

EDTA, pH 8.0)에서 60oC, 200 V로 8시간 동안 전기영동을 하였

다. 전기영동이 끝난 gel은 SYBR Gold로 염색시킨 후 UV로 확

인하였다.

 클로닝 및 염기서열 분석

시하호와 Aha호 저질토에서 dsr 유전자의 생성 결과인 Table

2에 따라 두 서식지에서 공동으로 함유하고 있는 dsrA 유전자를

증폭하여 클로닝을 하였다. 클로닝이 잘되게 하기 위하여 PCR

수행시 Taq DNA polymerase (Roche, Germany) 대신 Pfu DNA

polymerase (Promega, USA)를 사용하였으며, 삼배수로 수행하였

다. 반응조건은 95oC에서 2분간 초기 열처리를 한 후, 80oC가

되면 Pfu DNA polymerase (Promega, USA)를 0.5 µl 넣어준 후,

94oC에서 30초간 변성시키고, annealing 온도는 시화호 시료에서

58oC, Aha호 시료에서 54oC로 45초간 반응시키고 신장을 위하여

Table 1. Sequences of the primers used for amplification of dsr gene

Primer Sequence 5'→3' Primer combination Expected size of product (bp) Reference

DSR1F
DSR2F
DSR3R
DSR4R
DSR1Fgc
DSR5R

AC[C/G]CACTGGAAGCACG
CTGGAAGGA[C/T]GACATCAA
GAAGAA[C/G]ATG[A/T]ACGGGTT
GTGTAGCAGTTACCGCA
GC-clamp-AC[C/G]CACTGGAAGCACG
TGCCGAGGAGAACGATGTC

DSR1F/4R
DSR1F/3R
DSR2F/4R
DSR2F/3R

DSR1Fgc/5R

1,900
1,100
1,400
500
243

(32)

DSRp2060F GC-clamp-CAACATCGTYCAYACCCAGGG DSRp2060F/4R 350 (13)
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73oC에서 3분 동안 반응시켰다. 증폭횟수는 30 cycle이었다.

증폭생성물은 Gel Purification Kit (Invitrogen, USA)을 사용하

여 0.8% agorose gel에서 정제된 후 Zero Blunt PCR Cloning

Kit (Invitrogen, USA)를 이용하여 제조사의 방법대로 수행하였다.

배양 후 생성된 white colony를 M13F; 5’-GTA AAA CGA

GGC CAG-3’와 M13R; 5’-CAG GAA ACA GCT ATG AC-3’
primer를 이용하여 PCR 과정을 거친 뒤 insert를 확인하였다.

Ont-shot 시퀀싱은 각각 M13F와 M13R과 Bye-Dye Terminator

v3.1 Cycles Sequencing Kit를 이용하였고, ABI 3100 Genetic

Analyzer (Applied Biosystem, USA)으로 분석하였다. 분석된 염

기서열은 BLASTX (http://www.ncbi.nlm.nlh.gov/blast/Blast)를 통

하여 동정하였다.

계통학적 분석

계통학적 분석은 ARB software를 이용하여 분석하였고(http://

magnum.mpi-bremen.de/melecol/arb/), 이 연구에서 얻어진 총 68

개 클론 외에 추가 dsrA 유전자는 NCBI (National Center for

Biotechnology Information)의 GenBank에서 수집하였다. 계통도

는 Neighbor-Joining method에 의하여 PHYLIP distance method

를 이용하여 제작하였고, 계통도내 분지의 신뢰도(bootstrap 값)

를 조사하기 위해서는 100번의 bootstrap resampling 분석을 실

시하였다.

결과 및 고찰

dsr (dissimilatory sulfite reductase) 유전자의 PCR-DGGE

양상

dsr 유전자의 PCR 결과는 Table 2와 같다. 시화호에서는 세

개의 primer set 중 dsrAB primer set DSR1F/DSR4R과 dsrA

primer set DSR1F/DSR3R를 이용한 경우 agarose gel 상에서 예

상했던 1,900 bp와 1,100 bp 크기의 밴드가 나타났고, Aha호에서

는 dsrA primer set DSR1F/DSR3R를 이용한 증폭산물에서만 밴

드(1,100 bp)가 나타남을 확인하였다. Scholten 등(29)은 Mono호

에서 이 연구와 같은 primer set을 이용하여 실험하였지만 증폭

Table 2. Results of initial PCR amplifications and nested amplification of dsr genes with the 4 different primers using initial PCR products as
templates

Site
Depth
(cm)

dsrAB dsrA dsrB

Initial PCR Nested PCR Initial PCR Nested PCR Initial PCR Nested PCR

1F/4R 1Fgc/5R 1F/3R 1Fgc/5R 2F/4R 2060F/4R

Lake
Sihwa

0-1 + + + - - -

1-2 + + + - - -

2-3 + + + - - -

3-4 + + + - - -

4-5 + + + - - -

5-6 + + + - - -

6-7 + + + - - -

7-8 + + + - - -

8-9 + + + - - -

9-10 + + + - - -

Lake 
Aha

0-1 - - w + - -

1-2 - - w + - -

2-3 - - w + - -

3-4 - - w + - -

4-5 - - w + - -

5-6 - - w + - -

6-7 - - w + - -

7-8 - - + + - -

8-9 - - + + - -

9-10 - - + + - -

+; visible product with predicted size 
w; visible product with predicted size but weak band 
-; no product
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산물을 얻지 못하였다. 마찬가지로 이 연구에서도 적용된 세 개

의 primer set 중 dsrB 증폭을 위한 primer set DSR2F/DSR4R에

서는 증폭산물을 얻을 수가 없었다. 이러한 결과는 앞으로 연구

를 수행할 때에는 하나의 primer set보다는 더 다양하고 복합적

으로 primer sets를 적용해야할 필요성이 있는 것을 보여준다.

DGGE를 하기 위하여 초기 PCR의 모든 증폭산물을 가지고

GC-clamp가 부착된 primer set (13, 31)을 사용하여 nested PCR을

수행한 결과, 시화호에서는 dsrAB 증폭산물을(DSR1F/DSR4R) 주

형으로 사용한 경우, 예상된 길이(243 bp)의 증폭산물에서 밴드가

나타났고, Aha호에서는 dsrA (DSR1F/DSR3R) 증폭산물을 주형

으로 사용한 증폭 산물에서 밴드가 형성되었다(Table 2). DGGE

용 primer set DSR1Fgc/5R은 시하호의 저질토에서 dsrA 유전자

를 검출하기에는 PCR bias가 큰 것으로 사료된다. Crick (10)에 의

하면, 염기서열 변형(mutation)은 16S rRNA gene 보다 functional

gene에서 더 빈번히 발생한다고 가정한 것으로 보아 functional

gene에 의한 primer bias 또한 큰 것으로 사료된다.

DGGE를 이용하여 시화호와 Aha호의 저질토에서 깊이에 따른

변화는 Fig. 1과 같다. 시하호와 Aha호의 저질토에서 깊이별 dsr

유전자의 밴드 양상은 비슷하였고, 시화호가 Aha호 보다는 많은

밴드 수를 나타내어 더 다양한 dsr 유전자가 존재함을 확인하였다.

dsrA 유전자를 이용한 계통학적 분석

dsrA 유전자를 이용한 계통학적 분석은 조사된 두 호수의 저

질토 깊이 중 DGGE 분석 시 모든 밴드를 포함하고 있는 1~2

cm, 2~ 3 cm, 9~ 10 cm 깊이의 시료를 대상으로 클론 라이브러

리를 제작하였다. 클로닝 결과, 시화호에서는 57개의 클론을,

Aha호에서는 11개의 클론을 수집하여 총 68개의 클론을 얻었

다. dsrA 유전자 클론의 염기서열을 분석한 결과, 클론 모두 환

경에서 분리된 클론들과 가깝게 연관되었는데 시화호에서는

Deltaproteobacteria 그룹, Firmicutes 그룹에 속해있는 Desulfo-

tomaculum 종과 archaeal thermophilic SRB 그룹에 속하는

Archaeoglobus 종에, Aha호에서는 Desulfotomaculum 종 등에 속

하였다. 총 클론 중 40개(59%)는 환경에서 분리된 클론들과

90%이하의 유사도를 보였고, 모든 클론은 배양 가능한 종과의

유사도가 65~88%로 매우 낮았다. 클로닝 과정에서 Aha호는 시

화호에 비해 여러 가지 실험조건에도 불구하고 클론을 얻기가

매우 어려웠는데 이는 Aha호에 존재하는 dsr 유전자는 이 연구

에서 사용한 primer set (DSR1F/DSR3R)에 의해서 “target”되는
염기서열 지역의 specificity (특이성)이 낮기 때문이라 사료된다.

따라서, Aha호에는 염기서열이 변형(mutation)된 다른 dsrAB 유

전자가 존재할 가능성이 있다. 또한, 시화호의 1~2 cm 깊이의

저질토에서 분리된 염기서열이 시화호에서 얻은 모든 염기서열

의 60%를 나타내어 저질토의 1~2 cm에 다양한 dsrA 유전자가

많이 존재함을 확인하였고, 또한 Aha호에서도 1~2 cm에서 많은

클론 수를 나타내었다. Aha호는 이전에 FISH를 적용하여 황산

염 환원세균의 분포를 조사한 연구 결과에서도 1~2 cm에서 황

산염 환원세균이 가장 많이 검출되어 이 연구와 일치되는 경향

을 보였다(1).

Figure 2는 dsr 유전자를 가지는 미생물의 계통학적 분석을 나

타낸 것이다. 총 68개의 염기서열은 88% 유사도를 기준으로 총

9개의 cluster (I~IX)로 나뉘었다. 시화호에서 얻은 클론들은 5개

의 주요 그룹(II, III, VI, VII, VIII)으로 나뉘어졌다. 그 중 가장

많은 클론을 포함하고 있는 그룹은 DSR-VI로, 총 17개의 클론

이 포함되어 있다. 이 염기서열들은 Desulfotomaculum sp. Lac2

와 60~63%의 유사도를 보였고, 일본 심해의 저질토(15)에서 발

견된 클론의 염기서열과 가깝게 연관되었다. DSR-II 그룹은 적용

된 모든 깊이에서 검출된 15개의 클론을 포함하고, Desulfacinum

infernum 종과는 69~77%의 유사도를 나타냈다. 이 클론은 뉴잉

Fig. 1. DGGE band patterns of dsrA genes from sediments of Lakes Sihwa and Aha.
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Fig. 2. Phylogenetic tree based on dsrA amino acids from sediment of Lake Sihwa and Aha. The tree was constructed using the neighbor-joining
method in ARB. The amoA amino acid sequence of Nitrosomonas europaea (NC_004757) were used as an outgroup. Clones from this study are
shown in bold and designated as S in case of Lake Sihwa and A in case of Lake Aha. Clones are coded as follows, using S2-01 as an example:
S=Sihwa; 2=sediment depths of 1~2 cm; 01=number of assigned to the clone. Bootstrap values are indicated at the branch points by circles:
black (100%), gray (95~99%), white (90~94%), and square with white (<90%).
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글랜드 습지에서 분리된 클론(4)과 78~100%의 유사도를 보였다.

그 중, 클론 S3-03과 S10-09는 뉴잉글랜드의 습지(4)에서 분리된

PIMO8C12 (AY741577)와 100%의 유사도를 나타냈다. 특히

DSR-III 그룹은 유일하게 시화호 1~2 cm, 2~3 cm에서만 검출된

클론만을 포함하고, 클론 S3-11, S3-12는 Guaymas Basin의 저질

토(12)에서 분리된 B04P026 (AY197455)과 76%의 유사도, 나머

Fig. 2. Continued.
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지 3개의 클론(S2-25, S3-01, S3-07)은 Victoria 항구의 저질토에

서 분리된 VHS104 (DQ112195)와 75%의 유사도를 나타냈다.

DSR-VII 그룹은 DSR-VI 그룹과 동일하게 Desulfotomaculum 종

과 62~64%의 유사도를 보였다. DSR-VIII 그룹은 모두 1~2 cm

깊이에서 얻은 클론(4개)만을 포함하고, Archaeoglobus veneficus

종과 63~64%의 유사도를 나타냈다.

DSR-I, -IV, -V, -IX는 Aha호에서 얻은 클론으로 구성된 그룹

으로, 이 클론의 염기서열은 모두 Desulfotomaculum thermocis-

ternum 종과 58~79%의 유사도를 보였다. 환경에서 분리된 클론

들과 비교시 DSR-I 그룹은 중국 동해안의 매립지에서 발견된 클

론(EF065033)과 97% 이상의 유사성을 보였고, DSR-IV 그룹은

시화호의 DSR-III 그룹과 가장 가까운 유연관계를 나타냈다(77%

유사도). DSR-V와 -VI 그룹은 각각 프랑스 Seine강의 진흙바닥

(20)에서 분리된 클론(AY953402)과 80~81% 유연관계를, Guaymas

Basin의 저질토(12)에서 얻은 클론(AY197458)과 65% 유연관계

를 보였다.

위의 결과, 이 연구에서 분석된 68개의 클론은 현재까지 dsr

유전자를 가지고 있다고 알려진 배양 가능한 SRB와는 매우 낮

은 유사성을 보였고, 모두 환경에서만이 검출된 클론과 밀접한

관련이 있었다. 배양된 균주 중에서는 시화호와 Aha호 모두

Desulfotomaculum 종과 유사한 클론의 염기서열이 전체 클론의

54%로 우점하였다. 이는 독일의 대수층에서 FISH (Fluorescence

in situ hybridization) 방법으로 황산염 환원세균의 군집을 알아본

연구 결과(11)와 Florida Everglades (Homestead, FL, USA)의 초

기지역에서 dsrAB의 계통학적 분석한 연구 결과(6)에서도

Desulfotomaculum 종이 우점종임을 밝혀 이 연구와 일치하는 경

향을 보였다.

16S rRNA gene에 특이적인 probe를 사용하여 분석하는 방법

과 clone libraries를 이용한 미생물의 계통학적 연구에 의하면,

일반적으로 저질토에서 우점하는 황산염 환원세균은 Desul-

fovibrioacea 종으로 알려져 있다(18, 28, 30). 본 저자의 이전 연

구에서 동일한 샘플을 대상으로 Desulfovibrioacea과를 검출할

수 있는 SRB385 probe를 이용하여 FISH 방법으로 황산염 환원

세균 군집을 조사하였다(1). 그 결과, 총세균수에 대한 황산염 환

원세균의 비율이 시화호에서는 10.4~25.6%, Aha호에서는 1.85~

19.4%로 많은 Desulfovibrioacea 과가 존재함을 밝혔다. 그럼에도

불구하고 본 연구에서는 Desulfovibrioacea가 전혀 검출되지 않

았다. 마찬가지로 dsr 유전자를 대상으로 프랑스의 Seine강의 저

질토(20)와 일본 Tama강(26), 독일의 pristine aquifer (11)에서 계

통학적 연구를 한 결과에서도 이 종과 유사한 클론이 검출되지

않았다. 이러한 결과는 16S rRNA gene 또는 dsr 유전자, 둘 중

하나의 유전자만을 대상으로 자연환경에서의 황산염환원세균의

군집구조를 분석하는 것은 한계점이 있음을 시사한다. 그러므로

향후 황산염환원세균 조사시에는 16S rRNA gene을 이용하여

자연환경 내에서의 황환원 세균의 존재를 밝혀냄과 동시에 황산

염을 환원시킬 수 있는 유전자인 dsr 유전자를 조사하여 그들의

생태학적 역할에 대한 정보를 제공함으로써 상호보완적인 연구

가 가능할 것으로 사료된다.

조사 서식지 별 황산염 환원세균의 분포특징을 요약해보면 시

화호와 Aha호의 저질토에서 dsr 유전자의 군집은 매우 달랐고,

두 서식지 모두 깊이에 따른 군집구조는 변화가 없었다. 그리고

Aha호보다 시화호에서 다양한 dsr 유전자가 존재함을 알 수 있

었다. 분리된 대부분의 클론들은 배양된 황산염 환원세균과는 낮

은 유사도를 보였으며, 환경에서 분리된 클론들과도 90% 이하의

유사도를 나타내었다. 또한 두 서식지에서 검출된 클론을 모두

포함하고 있는 그룹이 없는 것으로 보아 두 서식지의 이화성 아

황산염 환원효소를 가지고 있는 미생물의 군집구조는 확연히 다

름을 알 수 있었고, 다른 환경과의 비교에서도 두 서식지는 각

서식지에 특이적인 황산염 환원세균 군집구조를 가지고 있었다.
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ABSTRACT : Comparative Analysis of Dissimilatory Sulfite Reductase (dsr) Gene from Sediment of
Lake Sihwa, Korea and Lake Aha, China
In-Seon Kim1, Ok-Sun Kim2,3, Sun-Ok Jeon1, Karl-Paul Witzel3, and Tae-Seok Ahn1*
(1Department of Environmental Science, Kangwon National University, Chunchon, 200-701,
Republic of Korea, 2School of Biological Sciences, Seoul National University, Seoul, 151-742,
Korea, 3Max Planck Institute of Evolutionary Biology, Plön, 24306, Germany)

The diversity of sulfate reducing bacteria was investigated in different depths of sediments in Lake Sihwa,
Korea and Lake Aha, China by PCR amplification, denaturing gradient gel electrophoresis (DGGE) and clone
libraries targeting dissimilatory sulfite redectase (dsr) gene. In the analysis of DGGE band patterns, the com-
munity compositions of dsr gene in the sediments of both lakes were significantly different whereas bands in all
depths of each environment revealed similar patterns. Bands from Lake Sihwa were produced much more than
those from Lake Aha, demonstrating a higher diversity of dsr gene in Lake Sihwa. Total 68 clones containing
dsr gene were obtained to analyze their sequences. Sequences from the sediment of Lake Sihwa were affiliated
to Deltaproteobacteria, the Gram-positive thermophilic sulfate reducers belonging to the genus Desulforo-
maculum and archaeal thermophilic SRB belonging to the genus Archaeoglobus, whereas sequences from the
sediments of Lake Aha were related to genus Desulfotomaculum. Clones retrieved from sediment of Lake
Sihwa revealed a higher numbers than those of Lake Aha, demonstrating a higher diversity of dsr gene in Lake
Sihwa. Most of clones (59%) were distantly related to the known cultivated SRB with 60~65% of similarity,
which were clustered only the sequences from the environments showed less than 90% similarity. These habitat
specific sequences suggested that the clustered dsr sequences represent species or groups of species that were
indigenous to these environments. This study showed that these lakes have a specific bacterial communities hav-
ing dsr gene distinct from those in other environments such as soil and marine ecosystems around the world.


