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            Abstract
          
        

        
          본 연구에서는 강원도 양구군 해안면에서 채취한 지표수, 지하수-지표수 혼합구간(hyporheic zones) 및 지하수 시료에 서식하는 배양성 미생물을 확인하기 위해 16S rRNA 유전자 PCR 방법을 사용하여 동정하는 실험을 진행하였다. 배양성 미생물의 세균수를 측정한 결과, 지표수-지하수 혼합구간에서 2.5×105 CFU/ml로 지표수와 지하수에 비해 10배 이상의 세균수가 확인되었다. 또한 호기성, 혐기성 미생물을 분리하여 세균수를 측정한 결과에서도 혐기성 세균보다 호기성 세균이 10-100배 더 많이 확인 되었다. 16S rRNA 유전자 염기서열 분석을 통한 동정 결과 혼합구간 호기성 세균 40개 속, 혐기성 세균 21개 속으로 동정 되었으며, 호기성 세균은 속수준에서 Pseudomonas 속이 약 29.3%로 우점하였고, Flavobacterium 속이 약 15.3%로 차우점 하였다. 지표수, 지하수에서 분리된 속을 제외하고, 혼합구간에서만 나타난 속은 총 호기성 31개, 혐기성 16개 속으로 확인되었다. 지표수-지하수 혼합구간 시료에서 Pyrosequencing 방법으로 획득한 메타지노믹 자료와 본 연구를 통해 획득한 배양성 미생물과 비교분석 하면 혼합구간에 서식하는 미생물들의 생리적인 특성 및 기능과 역할에 대해 보다 명확한 기초 자료를 제공할 수 있을 것이며 보다 정량적인 기초자료를 제공할 수 있을 것으로 여겨진다.

        

        
          
            초록
          
        

        
          This study identified 16S rRNA genes using PCR to find out culturable microorganisms living in the samples of surface water, surface water-groundwater exchange zones (hyporheic zones), ground water collected in the Haean bain, Yanggu-gun, Gangwon-do. Bacterial count of culturable microorganisms was 2.5×105 CFU/ml in the hyporheic water, which was over 10 times higher than those in the surface water and the ground water. Moreover, measurements of bacterial counts by separation into aerobic and anaerobic microorganisms found 10-100 times more aerobic bacteria than anaerobic bacteria. Identification through sequencing of 16S rRNA gene resulted in 40 genera of aerobic bacteria and 21 genera of anaerobic bacteria in the hyporheic water. Of the aerobic bacteria, the Pseudomonas genus was most dominant with about 29.3% in proportion, followed by the Flavobacterium genus with about 15.3%. Excluding genera separated from the surface water and the ground water, a total of 31 aerobic genera and 16 anaerobic genera were identified in the hyporheic water. It is expected that a comparative analysis between metagenomics data obtained from samples in the hyporheic water by pyrosequencing and culturable microorganisms of the present study should be able to provide more solid fundamental data on physiological characteristics and roles of microorganisms living in hyporheic zones and would enable to conduct more quantitative study.
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      1. 서 론
      수계 환경에서 미생물은 세균, 고세균, 조류, 진균 및 플랑크톤 등을 포함하며, 하상(streambed)에 정착하거나 바이오필름을 생성하는 것으로 보고되었다(Mugani et al., 2015). 지하수와 지표수 사이에 존재하는 혼합구간(Hyporheic zone)은 생지화학적으로 다양한 수환경 생태계를 가지며, 탄소, 영양분 및 다양한 물질에 영향을 받는 것으로 알려져 있다(Graham et al., 2016). 지표수-지하수 혼합구간에 대한 연구는 1) 미생물들의 호흡이 가장 많이 발생하는 구간(Grimm and Fisher, 1984), 2) 혼합구간에서의 질화 및 탈질화 과정에 따라 전체 무기태 질소의 양의 변화가 발생(Triska et al., 1993), 3) 지표수가 높은 미생물 밀도를 가질 때 하강류가 발생하게 되고 반면 지하수는 상승하게 되어 지표수-지하수 혼합구간 형성(Hendricks, 1993) 등의 다양한 관점에서 이뤄지고 있다(Storey et al., 1999).

      일반적으로 환경시료에 대한 미생물 연구방법으로 유전체의 염기서열을 고속으로 분석하는 차세대염기서열분석을 많이 사용한다. 이 분석방법에는 실시간 염기서열분석(Single-molecule real-time sequencing) (Murray et al., 2012), 이온 토런트 염기서열분석(Ion Torrent sequencing) (Quail et al., 2012), 파이로시퀀싱(pyrosequencing) (Kim et al., 2018a), 염기서열 합성 분석(Sequencing by synthesis) (van Vliet, 2010), 염기서열 묶음 분석(Sequencing by ligation) (Huang et al., 2012) 등의 비배양성 미생물 분석 방법이 주로 이뤄지고 있으며 전체 세균의 다양성(Feris et al., 2003a) 및 특정 기능성 미생물의 분석(Pei et al., 2010)에 사용되고 있다. 또한 변성 구배 젤을 이용한 전기영동으로 DNA 염기서열의 구조적 차이를 구별하는 변성 구배 젤 전기영동(Denaturing Gradient Gel Electrophoresis) (Iwamoto et al., 2000) 방법도 사용한다. 반면 배양성 미생물의 분석은 지표수, 해수, 지하수 시료에 대한 연구가 주로 이뤄지고 있으며, 지표수-지하수 혼합구간에서의 미생물 연구는 적은 것으로 보고되었다(Hendricks, 1993).

      분자생물학적 분석기법의 발달로 여러 환경에 존재하는 다양한 미생물의 종들을 구별하고 동정(Identification)할 수 있게 되었는데, 대부분 ribosomal RNA 유전자서열의 차이를 이용하여 미생물의 군집구조 및 미생물의 종류를 파악할 수 있었다(Lee et al., 2018; Kim and Lee, 2019). 특히 지표수-지하수 혼합구간은 지표수 및 지하수에 서식하는 미생물에 비하여 생리적 및 물질대사적 다양성을 반영하는데 매우 이질적인 환경을 가지고 있다(Kim and Lee, 2019). 앞서 언급한 파이로시퀀싱 방법을 이용한 혼합구간 내 미생물의 다양성 결과는 지표수 및 지하수 결과에 비해 높게 나타난다(Kim et al., 2015; Kim et al., 2018a). 이와 같이 미생물의 다양성은 유전적 다양성으로 대변된다. 하지만 차세대염기서열 분석 방법 중 하나인 파이로시퀀싱 방법은 활성이 없는 죽은 미생물까지도 포함한다는 단점이 있고, 장비 및 분석비가 고가이다. 또한 다양한 미생물의 존재를 확인하고 그들의 역할을 단순히 예측하는 정도에서 그치므로 각각의 미생물들의 생리적인 특성 및 기능과 역할에 대해 연구하기에는 미흡한 점이 많다(Bae, 2011). 그러므로 보다 정량적인 연구를 위해서는 지표수-지하수 혼합구간의 시료에서 배양성 미생물에 대한 추가적인 연구가 필요하다.

      혼합구간은 지표수와 지하수가 점진적으로 변화하는 점이구간으로 하천 하상 아래에 존재하며, 지하 수 cm에서 수 km까지 퍼져있는 구간이다(Feris et al., 2003b; Kim et al., 2014). 지하수 와 지표수 사이에서 완충작용을 하며, 영양분의 유입 또는 저장을 하고, 지표수에서 유입된 유기물의 저감이 일어나는 중요한 장소로 알려져 있다(Jones et al., 1995). 혼합구간은 높은 생물학적 활동이 일어나는 곳으로 알려져 있으며, 하천 생태계의 영양분 공급지역으로 알려져 있다(Storey et al., 1999). 혼합구간 환경에 존재하는 미생물은 지표수 및 지하수에서 유발된 오염물질의 분해가 가능하다. 혼합구간의 토착미생물의 오염물질 저감능은 이곳에 서식하는 조류, 무척추동물, 중형저서동물 및 강기슭 식물 등 수 생태계를 구성하는 동식물에게 긍정적인 영향을 미치는 것으로 보고되었다(Barlocher and Murdoch, 1989; Pusch and Schwoerbel, 1994; Kim et al., 2018a). 혼합구간의 미생물들은 95% 이상이 지표수 생태계의 환경에 영향을 받으며, 생태학적으로 잘 알려져 있지 않다(Graham et al., 2016). 몇몇의 연구자가 혼합구간의 미생물에 대해 연구하였으나(Jeon et al., 2018; Kim et al., 2018a; Kim and Lee, 2019), 극히 일부만 연구되었고, 하천수, 호수 토양 및 해양생태계에 대한 연구가 주로 이뤄졌었다(Brunke and Gonser, 1997; Storey et al., 1999). 본 연구에서는 파이로시퀀싱 방법의 단점을 보완하고자 지표수, 지표수-지하수 혼합구간 그리고 지하수에서 서식하는 배양성 미생물을 확인하였다. 이를 확인하기 위해 16S rRNA 유전자 PCR을 통해 동정하는 실험을 진행하였다.

    

    

  
    
      2. 연구 방법
      
        2.1 연구지역
        연구지역은 행정구역상 강원도 양구군 해안면으로 한반도의 정중앙에 위치한다. 해안면 일대는 가칠봉(1,242 m), 도솔산(1,147 m), 대우산(1,056 m) 및 달산령(807 m)과 같이 해발고도가 높은 험준한 산들로 외부가 둘러싸여 있고 내부는 평탄한 분지지형으로 해안분지라고 불린다(Lee, 2009; Kim et al., 2018b). 또는 펀치볼 마을이라고 하는데 6.25전쟁 당시 외국의 종군기자가 가칠봉에서 노을 진 분지가 칵테일 유리잔 속의 술 빛과 같고 화채그릇(Punch Bowl)과 닮았다 하여 이와 같은 지명이 붙여졌다.

        해안 분지의 지질은 선캄브리아기 경기편마암 복합체로 규암, 편암 및 편마암으로 구성되며 이를 쥬라기 대보화강암이 관입하였다(Lee, 2009; Kim et al., 2018b). 쥬라기 대보화강암은 분지의 중앙에 광범위하게 분포하고 그 외륜은 선캄브리아기 변성퇴적암이 둘러싸고 있다(Won et al., 1987). 해안 분지의 성인은 차별침식에 의해 형성 되었다(Lee, 2009). 분지 내에는 성황천, 도솔천, 만대천과 함께 다수의 지천이 발달하였지만 분지 바깥쪽으로 유출하는 하천은 당물골 하나뿐이다. 그리하여 타 지역에 비하여 매우 단순한 수리구조를 가지고 있다. 하천뿐만 아니라 지하수 또한 이 하천으로 수렴하여 빠져 나간다(그림 1). 연구지역의 이러한 수리구조의 특성은 지하수와 하천간의 상호관계, 지표수-지하수 혼합구간에 서식하는 토착미생물 또는 혼합구간에서 오염물질의 유동 및 저감에 대한 연구에 최적이다(Lee, 2009; Kim et al., 2018a; Lee et al., 2019).

        
          
          

          Fig. 1. 
				
          

          
            Location of the Haean basin and water sampling points.
          
          

          

        

      

      
        2.2 지표수-지하수 혼합구간의 시료채취 및 배양성 세균 분리
        지표수, 지표수-지하수 혼합구간 그리고 지하수의 배양성 미생물 특성을 조사하기 위하여, 지표수 시료 1개(SW), 혼합구간(HW) 물시료 10개(P1~P10) 및 지하수 시료 1개(GW)를 채취하였다. 2016년 8월 5일(12개)과 2016년 12월 13일(12개) 총 24개 시료를 채취하였다. 혼합구간의 시료 채취를 위해 하천의 횡단면에 소형관정 10개를 설치하였다(그림 1). 혼합구간의 시료채취 기준은 하상의 깊이별 온도자료로 열전달 해석을 진행하여 혼합구간의 깊이를 추정한 Kim et al. (2014)이 사용한 방법을 사용하였다. 온도자료를 이용하여 계산된 깊이(9.2~14.9 cm)를 혼합구간이라고 판단하고 시료를 채취하였다. 시료 채취방법은 Kim et al. (2018a)에 기술된 내용을 따라 진행하였다. 시료는 아이스박스에 4℃를 유지하며 실험실로 옮긴 뒤, 배양성 미생물 특성 조사에 사용하였다. 채취한 시료는 단계희석법을 사용하여 희석 후 Reasoner's 2A agar (R2A agar, Oxoid, UK)배지에 도말하여 배양성 미생물을 분리하였다. 한편 혐기성 미생물을 분리하기 위하여 BD BBLTM CO2 generators (BD, USA)와 CO2 indicator (BD)를 사용하였다. 배양 조건은 25℃에서 2일간 배양 후 배양성 미생물의 집락 개수를 통해 세균수 (CFU/ml)를 측정하였다. 각 시료의 조건 당 최소 10개의 집락을 분리하였다.

      

      
        2.3 호기성 및 혐기성 배양성 세균 동정
        분리된 미생물의 동정을 위해 InstaGeneTM Matrix (Bio-rad, USA)를 이용하여 핵산을 추출하고, 16S rRNA 유전자 PCR을 진행하였다. PCR 반응에 사용한 프라이머는 universial primer인 27F, 1492R을 이용하였다. PCR 조성은 AccuPower® HotStart PCR PreMix (Bioneer, Korea), 주형 핵산 1 µl, 프라이머 2 µl (정방향 1 µl, 역방향 1 µl; 20 pmole/µl), nucleic acid free water 17 µl로 총 20 µl로 구성하였다. PCR 조건은 94℃ 1분 이후 94℃ 30초, 55℃ 30초, 72℃ 1분을 30번 반복 후 마지막으로 72℃ 5분간 반응시켰다. 1.2% agarose gel 상에 전기영동 하여 1.5 kb의 밴드를 확인하였다. 16S rRNA 유전자 증폭이 확인된 증폭 산물은 Macrogen (Korea)에 sequencing을 의뢰하여 염기서열 분석을 진행하였다. Sequencing 이후 분석된 염기서열은 Eztaxon program (Yoon et al., 2017)을 이용하여 분리된 세균의 미생물 동정을 진행하였다.

      

    

    

  
    
      3. 결과 및 고찰
      
        3.1 지표수-지하수 혼합구간의 배양성 세균의 특성
        지표수, 혼합구간, 지하수에서 채취된 시료 24개의 세균수를 측정한 결과, 지표수와 지하수 보다 혼합구간에서 2.5×105 CFU/ml로 가장 많은 세균수가 확인되었다(표 1). 호기성 및 혐기성 세균수를 측정한 결과 대체적으로 호기성 세균수가 혐기성 세균수보다 최대 100배 정도 더 많은 것으로 확인되었다(표 1). 혼합구간 별 호기 및 혐기성 세균수를 측정한 결과, 호기성 세균은 2.2×104 – 5.6×105 CFU/ml, 혐기성 세균은 1.3×103 – 6.5×104 CFU/ml로 확인 되었다. 지표수에 비해 혼합구간의 호기성 미생물은 약2.7배, 혐기성 미생물은 약 19.9배 높게 나타났으며, 지하수에 비해 혼합구간의 호기성 미생물은 약 3.3배, 혐기성은 약 64.7배 높게 나타났다(그림 2). 1개 시료(P8)를 제외하고 전체적인 세균수는 지하수 및 지표수에 비해 높게 나타났으며, 호기(5.6×105 CFU/ml) 및 혐기성(6.5×104 CFU/ml) 모두 P6 시료에서 가장 높은 세균수가 확인되었다. 혐기성 미생물의 경우 상대적으로 P1, P3, P5 및 P6 시료에서 높은 세균수가 확인되었다(그림 3).

        
          Table 1. 
				
          

          
            Counting results of culturable bacteria from surface water, hyporeic water and groundwater.
          
          

        

        
          
            
              	sample
              	Colony Forming Unit (CFU/ml)
            

            
              	Aerobic condition
              	Anaerobic contidion
              	Total
            

          
          
            	Surface water
            	7.6×104
            	1.0×103
            	7.7×104
          

          
            	Hyporheic water
            	2.0×105
            	2.1×104
            	2.5×105
          

          
            	Groundwater
            	6.2×104
            	3.2×102
            	6.2×104
          

        

        

        
          
          

          Fig. 2. 
				
          

          
            Average of culturable aerobic and anaerbic bacteria concentration in surface water, hyporheic zone water and ground water.
          
          

          

        

        
          
          

          Fig. 3. 
				
          

          
            Culturable aerobic and anaerobic bacteria concentration at 10 points of hyporheic water samples.
          
          

          

        

      

      
        3.2 지표수-지하수 혼합구간의 호기 및 혐기성 세균의 분리 동정
        총 24개의 지표수, 혼합구간 및 지하수 시료로 부터 호기성 세균 152개, 혐기성 세균 85개를 분리하였다. 이 중 혼합구간에서 호기성 세균 131개 집락, 혐기성 세균 70개 집락으로 총 201개의 집락을 분리하였다. 지표수는 호기성 9개 및 혐기성 7개 집락, 지하수는 호기성 12개 및 혐기성 8개 집락을 분리하였다(표 2). 특히 2016년 8월 5일에 채취한 시료에서 분리된 호기성 및 혐기성세균의 수는 2016년 12월 13일에 채취한 시료에서 분리한 세균 수 보다 상대적으로 많았다. 시료 채취 지점의 배양 가능한 미생물은 연구지 시료의 출처뿐만 아니라 계절에도 많은 영향을 받고 있었다. 분리된 집락의 동정을 위해 27F, 1492R 프라이머를 이용하여 16S rRNA 유전자를 PCR 하였고, 염기서열 분석을 진행한 결과 혼합구간에서 호기성 세균 40개 속(표 3), 혐기성 세균 21개 속(표 4)이 동정되었으며, 지표수의 경우 호기성 세균 13개 속, 혐기성 세균 5개 속이 동정 되었다. 한편 지하수의 경우 호기성 세균 5개 속, 혐기성 세균 3개 속이 동정되었다. 이 중 혼합구간에서만 나타난 속은 호기성 세균 31개 속 및 혐기성 16개 속으로 확인되었다. 혼합구간의 호기성 세균은 Pseudomonas속(약 29.3%) 및 Flavobacteriaum속(약 15.3%) 세균이 우점 하는 것으로 확인되었으며, 종 수준에서 확인한 결과 혼합구간의 우점종은 Pseudomonas extremoreintalis 및 Pseudomonas fragi가 약 5.3%로 우점 하는 것으로 확인되었다. Pseudomonas속은 다양한 환경에 존재하는데 특히 농업 토양, 그리고 식물 근권에서 자주 동정된다. 이 속은 오염물, 이물질을 분해하는 능력이 있다(Mazzola et al., 1992). 토양 건강 유지에 중요한 역할을 하는 많은 대사산물을 생산하여 병원균들로부터 주변 생태계를 보호하는 역할을 하여 환경적으로 중요하다(Tambong et al., 2017). Egamberdieva et al. (2013)의 연구결과에 따르면 Pseudomonas extremoreintalis는 염분토양과 같은 극한 환경에서도 생존할 수 있으며 주변 식물의 성장에 긍정적인 영향을 미친다고 하였다. 연구지역의 지하수는 과도한 퇴비 및 화학비료사용으로 오염이 진행되고 있으며, 겨울철 제설제 사용이 빈번하다(Kim et al., 2015). 혼합구간에서 우점하는 Pseudomonas extremoreintalis는 연구지 수환경 생태계에 긍정적인 영향을 미칠 수 있는 세균으로 판단된다.

        
          Table 2. 
				
          

          
            Isolation of culturable bacteria from surface water, hyporheic water and groundwater. 
          
          

        

        
          
            
              	Sample
              	Number of isolates
            

            
              	Aerobic
              	Anaerobic
            

            
              	1st (2018.08.05)
              	2nd (2018.12.13)
              	Total
              	1st (2018.08.05)
              	2nd (2018.12.13)
              	Total
            

          
          
            	Surface water (SW)
            	7
            	2
            	9
            	6
            	1
            	7
          

          
            	Hyporheic water (HW)
            	P1
            	6
            	3
            	9
            	4
            	2
            	6
          

          
            	P2
            	9
            	2
            	11
            	4
            	3
            	7
          

          
            	P3
            	9
            	2
            	11
            	6
            	2
            	8
          

          
            	P4
            	12
            	3
            	15
            	7
            	3
            	10
          

          
            	P5
            	13
            	1
            	14
            	3
            	1
            	4
          

          
            	P6
            	11
            	3
            	14
            	3
            	1
            	4
          

          
            	P7
            	8
            	3
            	11
            	6
            	2
            	8
          

          
            	P8
            	14
            	1
            	15
            	7
            	-
            	7
          

          
            	P9
            	13
            	3
            	16
            	6
            	2
            	8
          

          
            	P10
            	12
            	3
            	15
            	5
            	3
            	8
          

          
            	Groundwater (GW)
            	11
            	1
            	12
            	8
            	-
            	8
          

          
            	Total
            	125
            	27
            	152
            	65
            	20
            	85
          

        

        

        
          Table 3. 
				
          

          
            Identification of isolation bacteria at aerobic condition from surface water, hyporheic water and groundwater.
          
          

        

        
          
            
              	Genus
              	Surface water
              	Hyporheic water
              	Groundwater
            

            
              	Aerobic condition
            

          
          
            	
              Acidovorax
            
            	
              
            
            	●
            	
              
            
          

          
            	
              Acinetobacter
            
            	
              
            
            	●
            	
              
            
          

          
            	
              Aeromonas
            
            	
              
            
            	●
            	
              
            
          

          
            	
              Albidiferax
            
            	○
            	○
            	
              
            
          

          
            	
              Aquitalea
            
            	
              
            
            	●
            	
              
            
          

          
            	
              Arcicella
            
            	
              
            
            	●
            	
              
            
          

          
            	
              Arthrobacter
            
            	
              
            
            	●
            	
              
            
          

          
            	
              Bacillus
            
            	
              
            
            	○
            	○
          

          
            	
              Brevundimonas
            
            	
              
            
            	●
            	
              
            
          

          
            	
              Chromobacterium
            
            	
              
            
            	●
            	
              
            
          

          
            	
              Chryseobacterium
            
            	○
            	○
            	
              
            
          

          
            	
              Cloacibacterium
            
            	
              
            
            	●
            	
              
            
          

          
            	
              Clostridium
            
            	●
            	
              
            
          

          
            	
              Comamonas
            
            	
              
            
            	●
            	
              
            
          

          
            	
              Cryobacterium
            
            	
              
            
            	
              
            
            	●
          

          
            	
              Curvibacter
            
            	
              
            
            	●
            	
              
            
          

          
            	
              Deinococcus
            
            	
              
            
            	●
            	
              
            
          

          
            	
              Duganella
            
            	
              
            
            	●
            	
              
            
          

          
            	
              Dyadobacter
            
            	
              
            
            	●
            	
              
            
          

          
            	
              Enterobacter
            
            	
              
            
            	
              
            
            	●
          

          
            	
              Erwinia
            
            	○
            	○
            	
              
            
          

          
            	
              
                Flavobacterium
              
            
            	○
            	○
            	○
          

          
            	
              Glutamicibacter
            
            	
              
            
            	●
            	
              
            
          

          
            	
              Iodobacter
            
            	
              
            
            	●
            	
              
            
          

          
            	
              Janthinobacterium
            
            	
              
            
            	●
            	
              
            
          

          
            	
              Klebsiella
            
            	
              
            
            	●
            	
              
            
          

          
            	
              Kluyvera
            
            	●
            	
              
            
            	
              
            
          

          
            	
              Knoellia
            
            	
              
            
            	●
            	
              
            
          

          
            	
              Lampropedia
            
            	●
            	
              
            
            	
              
            
          

          
            	
              Massilia
            
            	
              
            
            	●
            	
              
            
          

          
            	
              Microbacterium
            
            	
              
            
            	●
            	
              
            
          

          
            	
              Micrococcus
            
            	○
            	○
            	
              
            
          

          
            	
              Mitsuaria
            
            	
              
            
            	●
            	
              
            
          

          
            	
              Noviherbaspirillum
            
            	
              
            
            	●
            	
              
            
          

          
            	
              Novosphingobium
            
            	
              
            
            	●
            	
              
            
          

          
            	
              Paenibacillus
            
            	
              
            
            	●
            	
              
            
          

          
            	
              Pantoea
            
            	○
            	○
            	
              
            
          

          
            	
              Paracoccus
            
            	
              
            
            	●
            	
              
            
          

          
            	
              Pedobacter
            
            	
              
            
            	●
            	
              
            
          

          
            	
              Polaromonas
            
            	○
            	○
            	
              
            
          

          
            	
              Pseudoclavibacter
            
            	
              
            
            	●
            	
              
            
          

          
            	
              
                Pseudomonas
              
            
            	○
            	○
            	○
          

          
            	
              Pseudorhodobacter
            
            	
              
            
            	●
            	
              
            
          

          
            	
              Raoultella
            
            	●
            	
              
            
            	
              
            
          

          
            	
              Rugamonas
            
            	
              
            
            	●
            	
              
            
          

          
            	
              Sphingomonas
            
            	
              
            
            	●
            	
              
            
          

          
            	
              Stenotrophomonas
            
            	●
            	
              
            
            	
              
            
          

        

        
          
            ●, only isolated from one water sample; ○, isolated from over two water samples
          

        

        

        
          Table 4. 
				
          

          
            Identification of isolation bacteria at anaerobic condition from surface water, hyporheic water and groundwater. 
          
          

        

        
          
            
              	Genus
              	Surfacewater
              	Hyporheic water
              	Groundwater
            

            
              	Anaerobic condition
            

          
          
            	
              Acidovorax
            
            	
              
            
            	●
            	
              
            
          

          
            	
              Aeromonas
            
            	
              
            
            	●
            	
              
            
          

          
            	
              Arthrobacter
            
            	
              
            
            	●
            	
              
            
          

          
            	
              Bacillus
            
            	
              
            
            	●
            	
              
            
          

          
            	
              Citrobacter
            
            	
              
            
            	●
            	
              
            
          

          
            	
              Clostridium
            
            	○
            	○
            	
              
            
          

          
            	
              Dyadobacter
            
            	
              
            
            	●
            	
              
            
          

          
            	
              Enterobacter
            
            	
              
            
            	○
            	○
          

          
            	
              Erwinia
            
            	●
            	
              
            
            	
              
            
          

          
            	
              
                Flavobacterium
              
            
            	
              
            
            	○
            	○
          

          
            	
              Hafnia
            
            	
              
            
            	●
            	
              
            
          

          
            	
              Janthinobacterium
            
            	
              
            
            	●
            	
              
            
          

          
            	
              Klebsiella
            
            	
              
            
            	●
            	
              
            
          

          
            	
              Kluyvera
            
            	●
            	
              
            
            	
              
            
          

          
            	
              Leclercia
            
            	
              
            
            	●
            	
              
            
          

          
            	
              Lelliottia
            
            	
              
            
            	●
            	
              
            
          

          
            	
              Pantoea
            
            	
              
            
            	●
            	
              
            
          

          
            	
              Pedobacter
            
            	
              
            
            	●
            	
              
            
          

          
            	
              
                Pseudomonas
              
            
            	
              
            
            	○
            	○
          

          
            	
              Rahnella
            
            	
              
            
            	●
            	
              
            
          

          
            	
              Raoultella
            
            	○
            	○
            	
              
            
          

          
            	
              Rhizobium
            
            	
              
            
            	●
            	
              
            
          

          
            	
              Serratia
            
            	
              
            
            	●
            	
              
            
          

          
            	
              Stenotrophomonas
            
            	●
            	
              
            
            	
              
            
          

        

        
          
            ●, only isolated from one water sample; ○, isolated from over two water samples
          

        

        

        Pseudomonas fragi는 석유탄화수소 오염물질의 생물학적 분해가 가능한 세균이며(Adelowo et al., 2006) 황산염 환원 박테리아이기도 하다(Jayaraman et al., 1999). 황산염 환원미생물은 폐수의 황산염 뿐 만 아니라 고농도의 질산성 질소 화합물의 탈질 작용에도 영향을 미친다. Kim et al. (2018a)에 의하면 미생물과 동위원소자료 통합 분석을 통해 연구지의 혼합구간에서 탈질작용이 일어나고 있음을 확인하였다. Pseudomonas fragi는 혼합구간의 탈질작용에 영향을 미치는 세균으로 판단할 수 있다. 혼합구간의 혐기성 세균은 Pseudomonas속(약 51.4%) 및 Rahnella속(15.3%)세균이 우점 하는 것으로 확인되었으며, 종 수준에서 확인한 결과 혼합구간의 우점종은 Pseudomonas fragi가 약 17.1%로 우점 하는 것으로 확인되었다(표 3, 4).

      

    

    

  
    
      4. 결 론
      본 연구에서는 지표수, 혼합구간 및 지하수에 서식하는 배양성 미생물을 확인하였다. 이를 위해 채취한 시료로부터 미생물을 분리 및 16S rRNA 유전자 PCR을 통해 동정하였다. 배양성 미생물의 세균수를 측정한 결과, 혼합구간에서 2.5×105 CFU/ml로 지표수와 지하수에 비해 10배 이상의 세균수가 확인되었다. 호기성, 혐기성 미생물을 분리하여 세균수를 측정한 결과, 혐기성 세균보다 호기성 세균이 10-100배 더 많이 확인되었으며, 혼합구간의 호기성 미생물이 2.0×105 CFU/ml로 가장 많았다. 반면 지하수의 경우, 혐기성 미생물이 3.2×102 CFU/ml로 가장 적게 확인되었다. 혼합구간별 호기성 및 혐기성 세균수를 측정한 결과, 호기성 세균은 2.2×104– 5.6×105 CFU/ml, 혐기성 세균은 1.3×103– 6.5×104CFU/ml로 확인되었고, P6 시료에서 가장 많은 세균수가 확인되었다. 반면 혐기성 미생물은 상대적으로 P1, P3, P5 및 P6 시료에서 높게 나타난 것을 확인하였다.

      호기성 및 혐기성 세균은 혼합구간의 호기성 세균 131개 집락, 혐기성 세균 70개 집락을 포함하여 총 237개 집락을 분리하였으며, 16S rRNA 유전자 염기서열 분석을 통한 동정 결과 혼합구간 호기성 세균 40개 속, 혐기성 세균 21개 속으로 동정 되었으며, 호기성 세균은 속 수준에서 Pseudomonas속이 약 29.3%로 우점하였고, Flavobacterium속이 약 15.3%로 차우점 하였다. 종 수준에서는 Pseudomonas extremorientalis 및 Pseudomonas fragi가 약 5.3%로 우점하였다. 한편 혐기성 세균은 속 수준에서 Pseudomonas속이 약 51.4%로 우점하였고, Rahnella속이 약 7.1%로 차우점 하였다. 종 수준에서는 Pseudomonas fragi가 약 17.1%로 우점하였다. 지표수, 지하수에서 분리된 속을 제외하고, 혼합구간에서만 나타난 속은 총 호기성 31개, 혐기성 16개 속으로 확인되었으며, 종 수준에서는 호기성 P. extremorientalis 포함 77종, 혐기성 P. fragi 포함 33종으로 확인되었다.

      본 연구에서는 최근 많은 연구자들이 이용하는 차세대염기서열 분석 방법 중 하나인 파이로시퀀싱 방법의 한계점을 극복하고자 배양성 실험을 진행하였다. 파이로시퀀싱 방법으로 획득한 메타지노믹 자료와 본 실험을 통해 획득한 배양성 미생물과 비교분석 하면 지표수-지하수 혼합구간에 서식하는 미생물들의 생리적인 특성 및 기능과 역할에 대해 보다 명확한 기초 자료를 제공할 수 있을 것으로 여겨진다.
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