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Summary

   To screen antiretroviral compounds from microbial metabolites, 300 soil 

microorganism strains focusing Actinomycete family were collected and 

purified in Jeju. Those microbial isolates were cultivated and their 

culture filtrates were used as the samples for screening antiretroviral 

compounds. Inhibitory activity of microbial culture filtrate against avian 

myeloblast virus(AMV) reverse transcriptase (RT) was determined.

   About 87% of the 300 isolates showed AMV RT inhibitory activity in the 

primary screening test.  Those isolates that showed higher than 60% 

inhibition of RT activity were chosen and their inhibitory activities were 

confirmed repeatedly using their cell-free culture filtrate. The inhibition 

rates of BLK268, BLK115, BLK418 and BLK338 were 98.7± 0.3%, 97.9± 

0.2%, 97.9± 2.7%, and 95.9± 1.6%, respectively. The isolates BLK311, 

BLK90, BLK462-2, BLK248-2, CB249-2, and BLK107 showed morer than 

80% inhibition, and BLK4, BLK86, BLK123, and BLK39 higher than 70% 

inhibition of AMV RT activity. Among those isolates, six strains including 

BLK39, BLK90, BLK107, BLK115, BLK268 and BLK418 were chosen for 

further study.

   In order to confirm the dependence of the inhibitory activity on 

microbial metabolite concentration, the cell-free culture filtrates were 

diluted several folds and added to the  RT activity assay system. The 

results demonstrated that RT inhibition rate increased in general as the 

dilution rate decreased. 

   The heat stability of active microbial metabolites were also 

investigated. When the culture filtrates were preincubated for 1 hour at 

30℃ or less, no decrease in the inhibitory activity was observed. But 

most of the isolates lost the inhibitory activity rapidly at temperatures 
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higher than 50℃, whereas the isolate BLK90 maintained relatively high 

inhibitory activity at above 50℃. 

   The unknown isolates were identified through 16S rRNA gene analysis. 

The nucleotide sequences of 16S rDNA from BLK39, BLK90, BLK107, 

BLK115, BLK268 and BLK418 were determined and compared with those 

of other known microbial species. The isolates BLK 39, BLK115, BLK268 

and BLK418 showed more than 96% sequence homology with 

Streptomyces species. Meanwhile, the 16S rDNAs of isolate BLK90 and 

BLK107 were similar to those of gram negative bacteria which belong to 

the genus Erwinia or Pantoea.

   Morphological features of these bacteria were consistent with the 

results of rDNA sequence analysis. Further research about inhibition 

mechanism and chemical nature of those bacterial metabolites are 

suggested. 
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Ⅰ. 서  론

   우리가 살고 있는 지구상에는 수많은 종의 생물체들이 서로 공존공영하며 자

신의 개체를 번식시키기 위하여 다양한 방법으로 생존하고 진화하였으며, 인간은 

이러한 생물체간의 상호작용을 이해하고 이용하려는 노력을 지속해왔다. 바이러

스도 그와 같은 생물체 중에 하나이며, 인간에게 바이러스 존재가 알려진 것은 

그리 오래되지 않았다. 20세기에 들어 동식물뿐만 아니라 인간에게 치명적인 질

병을 유발하면서부터 바이러스에 대한 관심이 높아졌다.

   바이러스(virus)는 그 스스로 완전한 생명체 단위를 가지는 세균세포와는 달

리, 바이러스 개체를 번식하기 위해서 숙주세포(host cell)를 이용하며, 핵산과 

이를 싸고 있는 단백질 및 경우에 따라 소수의 효소로 이루어진 생물학적 활성

을 가진 작은 입자이다. 바이러스는 숙주세포에 부착하여 바이러스의 핵산을 세

포 내부로 유입시키고 숙주세포의 복제기관을 이용하여 증식하면서 질병을 일으

킨다. 가축이나 식물에 병을 유발하는 것뿐만 아니라 많은 종류의 바이러스가 인

간의 질병을 일으키는 것으로 알려졌다(1).

   바이러스 감염 제어(control)란 숙주세포에 침입한 바이러스의 작용을 약하게 

하거나 소멸시키기 위한 예방 또는 치료조치를 말한다. 백신을 이용한 제어방법

이 예방적 차원에서 괄목할만한 성과를 거두고 있으나, 치료에 있어서는 그것만

으로 부족하다. 바이러스는 살아있는 숙주세포에 기생하면서 복제 증식하기 때문

에, 숙주세포에 부작용을 유발하지 않으면서 직접적으로 바이러스 입자를 공격하

거나 바이러스 복제를 제어하는 것이 어려운 실정이다. 그럼에도 불구하고, 바이

러스 특유의 효소나 바이러스 증식과정에 관여하는 고유의 단백질을 목표물로 

하여 항바이러스성 물질을 탐색하고 있다(1, 2).

   레트로바이러스(retrovirus)는 Retroviridae 과에 속하는 바이러스들로, 이들

의 유전물질은 DNA가 아니라 RNA이다. 유전물질 RNA가 복제 증식되기 위해

서는 RNA 분자를 본 뜬 DNA 분자가 주형 매체로 사용되어 그로부터 다수의 

RNA 분자가 합성된다.
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Fig. 1. Central dogma and reverse transcription

   RNA 분자를 주형(template)으로 DNA 분자가 합성되는 반응을 역전사

(reverse transcription)라 하며, 역전사효소(reverse transcriptase)에 의해서 

촉진된다. 이는 유전정보의 흐름에 대한 일반론인 central dogma에서 DNA를 

주형으로 RNA가 합성되는 반응인 전사(transcription)의 역방향 반응으로 

'retro'의 의미는 여기서 유래하였다(Fig. 1). 
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Fig. 2. Replication scheme of retrovirus.

   숙주세포가 레트로바이러스에 감염될 때, RNA 분자와 역전사효소를 포함한 

capsid는 세포질로 들어가고, 거기에서 역전사 반응이 일어난다. 역전사반응으로 

합성된 바이러스의 DNA 분자는 숙주(host)의 염색체 DNA 속으로 삽입

(integration)되어, provirus DNA 형태로 존재하며, 마치 숙주의 유전자 DNA인 

것처럼 전사된다. 전사결과 생겨난 RNA 분자들은 해독(translation) 과정에 쓰이

거나, 바이러스의 유전물질로 이용되어, 바이러스의 복제 증식에 쓰인다. 

   레트로바이러스는 특징적으로 고유의 reverse transcription, integrase, 

protease 등의 효소단백질을 생산하는데 필요한 유전자와 껍질 단백질을 만드는
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데 필요한 유전자를 지니고 있는데, 이들 유전자는 모두 숙주세포의 도움으로 전

사되고, 단백질로 해독된다(Fig. 2).

   Retroviridae 과에 속하는 레트로바이러스로는 avian leucosis virus(조류백

혈병), mouse mammary tumour virus(유방종양), murine leukemia virus(쥐백

혈병), feline(고양이) leukemia virus, bovine(소) leukemia virus, human 

T-lymphotropic virus(oncovirus, 종양), walleye dermal sarcoma virus(피부

종양), human immunodeficiency(면역결핍증) virus 1, simian(원숭이) 

immunodeficiency virus, feline(고양이) immunodeficiency virus, 그리고 

avian myeloblast virus(조류 골수아구증 바이러스) 등이 있다. 조류독감 바이러

스 H5N1는 RNA 바이러스이나 역전사효소를 갖고 있지 않으며, 

Orthomyxoviridae 과로 분류된다. Hepatitis B 간염바이러스는 레트로바이러스

가 아니지만, 역전사과정을 거쳐서 증식한다.

   특히, 레트로바이러스는 숙주세포의 유전자 변형(transformation)을 일으켜 

심각한 질병을 유발시키는 바이러스로서, 여러 가지 종양을 유도하는 것으로 확

인되었다. 1980년대 AIDS가 human immunodeficiency virus(HIV)라는 레트로

바이러스에 의해 유발된다는 것이 알려지면서 이 바이러스에 대한 관심이 높아

졌다(1).

   레트로바이러스는 복제에 중요한 역할을 하는 reverse transcriptase와 바이

러스 성숙과정에 필수적인 효소인 protease를 내포하고 있으며, 이는 항바이러

스성 물질을 탐색하기 위한 주요 목표물질로서 많이 이용되고 있다(1,2)(Fig. 3).

   reverse transcriptase는 바이러스의 RNA genome을 주형으로 DNA를 합성

하는  필수 효소(RNA-dependent DNA polymerase)로, 모든 레트로바이러스는 

reverse transcriptase를 갖고 있다. reverse transcriptase는 Moloney murine 

leukemia virus처럼 하나의 폴리펩티드(monomer)로, 또는 avian 

myeloblastosis virus처럼 두 개의 폴리펩티드(heterodimer)로 이루어진다.
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   A

  B

  Fig. 3. Screening of antivirus inhibitor. 

  A : Screening of reverse transcriptase inhibitor.

  B : Screening of protease inhibitor.
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   현재까지 다양한 바이러스감염의 치료법과 항바이러스제제의 개발을 위한 연

구가 지속적으로 진행되고 있으며, reverse transcriptase inhibitor 로는 

nucleoside analogue 계통의 zidovudine, didanosine, zalcitabine, stavudine, 

lamivudine, abacavir, emtricitabine 과 nucleotide analogue인 tenofovir, 

adefovir, 그리고 efavirenz, nevirapine, delavirdine 등의 non-nucleoside 

inhibitor가 있다(1). 

   한편, viral protease inhibitor 로는 레트로바이러스의 복제를 저해하는 

saquinavir, ritonavir, indinavir, nelfinavir 등이 알려져 있으며, 이와 별도로 

hepatitis(간염) C virus 의 protease inhibitor에 대한 연구도 진행되고 있다.

   이와 같은 연구업적에도 불구하고, 레트로바이러스의 극복을 위한 노력은 이

들 화합물에 대한 내성을 나타내는 변이주의 출현과 이들 화합물의 숙주세포에 

대한 독성으로 여전히 한계를 지니고 있다. 또한, 이들 화학요법(chemotherapy)

은 장기투여할 경우 심각한 부작용이 보고되고 있어, 동․식물 및 미생물과 같은 

천연물을 이용한 다양한 항바이러스제제의 연구개발이 활성화되고 있다(3-22).

   reverse transcriptase의 촉매 반응특성과 반응에 사용되는 기질의 종류를 

감안할 때, 특정 레트로바이러스에 대한 저해효과는 비슷한 다른 레트로바이러스

에서도 재현될 가망성이 높다. 

   protease는 active site(활성부위) 및 작용기전에 따라 serine proteases, 

cysteine (thiol) proteases, aspartyl proteases 그리고 metalloproteases의 4

종류로 분류되는데, HIV-1 바이러스의 protease는 aspartyl protease 계통이다. 

효소의 촉매작용을 저해하는 방법은 활성부위에 회복불가능의 타격을 입히거나, 

효소와 기질의 결합을 방해하는 것이 보편적이다. 따라서, 특정의 protease 활성

저해제가 다수의 다른 바이러스에 대해서도 저해활성을 나타낼 수 있는 가능성

이 풍부하다(6, 7)

   옛날부터 인간은 각종 천연 생물의 다양한 기능을 이용하여 유용물질을 생산

하고 활용하여 왔다. 항생제, 항산화제, 항암제, 효소저해제, 면역조절제 등 다양

한 생리활성물질은 천연 생물자원이 가지고 있는 특수한 기능을 유용하게 활용

한 것이다(22-27). 이러한 천연 생물자원으로부터 새로운 항바이러스 소재를 탐

색하기 위한 연구가 꾸준히 이루어지고 있다.  H. virginiana로부터 추출된 폴리
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페놀인 프로안토시아니딘과 tannin 화합물(shephagenins A와 B) 및 S. 

argentea의 잎으로부터 추출한 strictinin은 HIV-1 reverse transcriptase에 대

하여 억제 활성을 나타냈다(8). S. baicalensis Georgi로부터 분리된 플라보노이

드인 Baicalein은 항HIV-1활성을 나타냈으며, 이는 Baicalein이 HIV-1 envelop 

proteins과 숙주세포와의 상호작용을 방해하는 것으로 보고되었다(9, 10). 식물 

유래의 flavonoid 화합물의 AMV reverse transcriptase 저해활성에 대한 보고

(11)를 비롯하여, 이 밖에도 flavonoids, terpenoids, lignans, alkaloids 등 많은 

phytochemicals들이 동정되어져 있다(12-18).

   한편 자연계에서 가장 기본적인 생물체인 미생물에 대한 다양한 생리활성이 

보고되어 왔으며, 이 중에서도 64% 이상은 방선균에 의한 것이다. 방선균은 하

등 미생물 중에서 가장 형태분화가 잘 이루어진 세균이며, 항균항생제, 항암제, 

효소저해제, 항바이러스제 등 방선균으로부터 다양한 생리활성물질을 탐색하기 

위한 많은 연구가 이루어지고 있다(28-41). 일반적으로 토양 중에 존재하는 미

생물의 10% 미만정도 분리 이용되고 있다고 한다. 따라서 자연계에는 아직까지 

이용되지 않은 미지의 방선균이 많이 존재하고 있어 앞으로 새로운 생리활성물

질을 탐색하는데 중요한 생물자원이 아닐 수 없다(28, 29). 그러나 방선균의 항

바이러스 활성물질에 관한 보고는 미미한 실정이다.

   따라서 본 연구에서는 레트로바이러스로 인한 동물 질병의 심각성을 인식하

여, reverse transcriptase 활성을 저해하는 항바이러스성 대사산물을 탐색하고

자 하였다. 그러기 위해서 제주지역의 토양으로부터 다수의 방선균 등을 순수분

리 하였고, 이들을 배양하여 얻은 무균배양액을 시료로 사용하였다. 그 중 

reverse transcriptase 저해 활성이 높은 균주를 선별 동정하였다. 
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Ⅱ. 재료 및 방법

1. 재료

 

 1) 사용균주

   제주도 산간지역에서 채취한 토양으로부터 분리된 300여 균주의 미생물을 항

바이러스 활성검색에 사용하였다. 그 중에서 항바이러스 활성이 우수한 균주를 

선별 동정하였다.

 2) reverse transcriptase assay

   Reverse transcriptase(RT) 활성 저해제(inhibitor) 검색 실험에 필요한 

EnzChekTM Reverse Transcriptase Assay Kit E-22064(USA)는 Molecular사

(USA)로 부터 구입하였고, 효소는 Promega사로부터 구입한 AMV(avian 

myelobrastosis virus) Reverse Transcriptase(M5101, USA)를 사용하였다.

 3) 사용배지

  (1) 미생물 분리용 배지

   토양시료로부터 미생물을 순수분리하기 위하여 Arginine-glycerol 

salts(AGS) agar를 사용하였고, 배지 조성은 Table 1과 같다. 
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Table 1. Medium AGS composition for isolation of microorganisms

Arginine monohydrochloride

Glycerol

K2HPO4

NaCl

MgSO4․7H2O

Fe2(SO4)3․6H2O

CuSO4․5H2O

ZnSO4․7H2O

MnSO4․H2O

Agar

Cyclohexamide

Nystatin

Soil extract

Distilled water

1.0 g

12.5 g

1.0 g

0.5 g

0.5 g

0.01 g

0.001 g

0.001 g

0.001 g

15.0 g

50 mg

50 mg

200 mL

800 mL

  (2) 미생물 계대배양 배지

   순수분리된 균주를 계대배양하기 위한 배지는 Table 2와 같은 조성의 

Bennet's agar를 사용하였다.

Table 2. Medium Bennet's agar composition for subculture of 

microorganisms

Glucose

Peptone

Yeast extract

Beef extract

Agar

Distilled water

10 g

2 g

1 g

1 g

16 g

1000 mL
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2. 실험방법

 

 1) 토양 미생물의 분리

   채취된 토양시료를 Petri dish에 넣고, 60-70℃의 건조기에 3시간 정도 건조

하였다. 건조된 시료는 막자사발로 분말화시킨 다음, 멸균된 면봉에 소량씩 가볍

게 묻혀 분리용 고체배지에 골고루 도포하였다. 접종된 배지를 27℃ 항온배양기

에 넣고 약 4주간 배양하는 동안에 형성되는 군락의 형태, 포자의 색깔, 색소 등

을 기준으로 육안 선별하여 새로운 배지로 옮겼다. 다시 일정기간 배양한 후 형

태적인 특성들을 상호 비교하여 상이한 균주들을 순수분리하였다. 

 2) 항바이러스성 물질 생산균주 검색

  (1) 미생물 세포의 배양

   항바이러스성 물질을 생산하는 균주를 검색, 선발하기 위하여 토양으로부터 

순수분리된 균주를 Bennet's agar 배지에 접종하고 27℃에서 7일간 배양하였다. 

생육상태가 좋은 세포를 Bennet's broth 배지에 옮겨서 27℃에서 7-10일간 진

탕배양하였다. 배양액을 microfilter(0.45μm)로 여과하여 균체를 제거하여 무세

포배양여액(cell-free culture filtrate)을 얻고, 이들을 4℃에 냉장보관하면서 활

성 검색용 시료로 사용하였다.

  (2) reverse transcriptase 활성 저해제 검색

   300여종의 세균 및 방선균 배양액의 AMV reverse transcriptase(RT) 활성 

저해(inhibition) 정도를 측정하기 위하여, Reverse Transcriptase Assay Kit를 

사용하였다. 1mg/mL poly(A) ribonucleotide template와 50μg/mL oligo 

d(T)16 primer를 같은 용량비율로 섞고 실온에서 1시간 동안 annealing 시켰다. 

이것을 polymerization buffer(60 mM Tris-HCl, 60 mM KCl, 8 mM MgCl2, 

13 mM DTT, 100 μM dTTP, pH 8.1)로 200배 희석하여 역전사반응용 

annealing mixture로 사용하였다. annealing mixture 20μL, 무세포배양여액 시

료 2μL, AMV RT 0.5μL, 그리고 enzyme dilution buffer(50 mM Tris-HCl, 

20% glycerol, 2 mM DTT, pH 7.6) 2.5μL를 모두 microtube(500μL)에 넣고, 
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25℃에서 30분 동안 배양한 후, 200 mM EDTA를 2μL 첨가하여 반응을 정지시

켰다. 반응액을 전부 96-well microplate에 옮기고, 1 X TE(Tris-EDTA) 

buffer로 345배 희석된 PicoGreen 시약을 173 μL씩 첨가하였다. DNA 이중가

닥 또는 RNA-DNA 혼성가닥은 PicoGreen 시약에 의해 구분된다. 3분 정도 실

온에서 반응시킨 후 Fluorometer(excitation 485nm, emission 520nm)로 형광

도를 측정하였다. 그로부터 RT 활성 저해율은 다음과 같이 계산하였다.

       
 % Inhibition = ( 1-

B - C
 ) × 100

A

A : fluorescence without sample(normal RT reaction)

B : fluorescence with cell-free culture filtrate sample

C : fluorescence without enzyme(negative control, back ground)

 3) 항바이러스성 물질 생산균주의 동정

  (1) 16S rDNA의 염기서열 분석 

   16S rDNA의 염기서열을 분석하기 위해서, 먼저 분리주의 세포를 Bennet' 

agar배지에 접종하여 27℃에서 7일간 배양하였다. 배양균체를 취하여 염색체

(chromosomal) DNA 분리용 시료로 사용하였다. DNA 분리에는 Ausubel 등

(1993)의 방법을 변형하여 사용하였으며, 분리된 염색체 DNA를 template로 사

용하여, polymerase chain reaction(PCR)방법으로 16S rDNA를 증폭시켰다. 

16S rDNA sequencing에 사용할 forward primer로는  27F: 

5'-AGAGTTTGATCA TGGCTC AG-3', reverse primer는 1522r : 

5'-AAGGAGGTGATCCARCCGCA-3'이다. PCR 반응액은 5 μL template(50 

ng/μL), 5 μL 10× reaction buffer (100 mM Tris-HCl, 400 mM KCl, 500 μ

g/mL BSA, pH 8.3), 5 μL deoxynucleoside triphosphtes(2.5 mM each), 

primer 각 1 μL (10 pmol/μL)씩, 그리고 멸균된 3차 증류수를 섞어서 총량 50 

μL로 만들었다. 이 혼합액을 thermocycler (MJ RESEARCH, USA)에 넣고 16s 

ribosomal DNA를 증폭시켰다. PCR 반응은 94℃에서 1분간 denaturation,   
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55℃에서 1분간 annealing, 72℃에서 1분 30초 동안 polymerization시키는 조

건으로 30 cycle을 반복 실시하였으며 최종적으로 72℃에서 10분간 증폭시켰

다. PCR 반응생성물 DNA는 1.0% agarose gel 상에서 1.5kb의 크기를 확인하

였다. PCR로 증폭된 DNA를 PCR product 정제용 kit (QIAGEN)로 정제한 후, 

sequencing하였다. 이와같은 방법으로 얻어진 DNA의 염기서열을 National 

Center for Biotechnology Information (NCBI) Genbank(U.S. National 

Library of Medicine, Bethesda, Maryland)의 BLAST nucleotide search를 통

하여, 16s ribosomal DNA를 확인하였고, nucleotide homology similarity를  

비교하여 미지의 미생물 균주를 동정하였다.

  (2) 미생물의 형태 관찰 

   항바이러스성 물질을 생산하는 균주를 Bennet's agar 배지에 접종하고 27℃

에서 7~21일간 배양한 후 생육정도, 기균사 및 군락표면의 형태 및 색깔 등을 

관찰하였다. 형태적 특성을 관찰하기 위하여 21일간 배양하여 생긴 군락의 균체

를 채취하여 그람(Gram) 염색하고 광학 현미경으로 검경하였다. 
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Ⅲ. 결과 및 고찰

1. 토양 미생물의 분리 및 reverse transcriptase의 저해 활성 측정 

   제주도 산간 지역에서 채취한 토양으로부터 미생물을 분리하기 위하여 미생

물 분리 배지인 AGS agar배지에 토양 분말을 도말하고 약 4주간 배양하였다.  

이때 형성되는 균주들의 형태적인 특성들을 상호 비교하여 300여종의 미생물을 

순수분리하였다. 순수분리된 미생물 300여종의 배양액을 시료로 사용하여 AMV 

reverse transcriptase(RT)의 저해 활성을 조사하였다. 1차 검색 실험 결과, 

300여종의 균주 중 87%가 AMV RT 저해 활성이 있는 것으로 나타났으며, 그 

중 활성 저해율이 50% 이상으로 나타난 균주는 20%에 상당하였다(Table 3).

Table 3. Inhibitory effects of microorganisms isolates against AMV 

reverse transcriptase.

Microbial isolate
Reverse transcriptase

inhibition rate(%)

BLK4 72.6 

BLK5 59.8 

BLK39 68.6 

BLK79 67.5 

BLK82 69.9 

BLK84 60.9 

BLK85 55.3 

BLK86 79.5 

BLK89 54.9 

BLK90 90.9 

BLK107 78.3 

BLK115 97.2 
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Table 3. Continued

Microbial isolate
Reverse transcriptase

inhibition rate(%)

BLK122 60.6 

BLK123 71.4 

BLK126 51.2 

BLK150 61.2 

BLK240 54.3 

BLK247 63.4 

BLK268 95.3

BLK311 86.8 

BLK333 59.4 

BLK334 50.5 

BLK338 90.1 

BLK344 70.3 

BLK383 54.5 

BLK418 96.5 

BLK490 64.1 

BLK499 61.0 

BLK205-1 64.1 

BLK230-1 76.2 

BLK248-2 82.5 

BLK249-2 86.5 

BLK31-1 74.8 

BLK462-2 79.1 

BLK498-1 70.0 

BLK9-1 53.8 

BLKRIIMK3-8 65.0 
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  1) reverse transcriptase 활성 저해물질 생산 균주 선별

   reverse transcriptase(RT)의 활성을 저해하는 대사산물 생산 균주를 선별 

하기 위하여 1차적으로 60% 이상의 저해율을 보인 균주를 선택하였고, 이들  

균주의 배양액을 사용하여 RT 활성 저해실험을 3반복 실시하였으며, 그 결과를 

Fig. 4에 나타내었다. 

   AMV RT 저해 활성은 BLK268이 98.7± 0.3%, BLK115가 97.9± 0.2%, 

BLK418이 97.9± 2.7%, BLK338이 95.9± 1.6%의 순으로 높은 저해 활성을 

나타냈다. BLK311, BLK90, BLK462-2, BLK248-2, CB249-2, BLK107은 

80% 이상의 저해 활성을 보였으며, BLK4, BLK86, BLK123, BLK39은 70% 

이상의 저해 활성을 나타냈다. 그 중에서도 저해 활성이 비교적 높은 BLK39, 

BLK90, BLK107, BLK115, BLK268 그리고 BLK418 등 균주 6종을 2차적으

로 선별하였다. 이들 균주들은 주로 방선균류에 속하는 것으로, 서로 비슷하거나 

또는 동일한 대사산물을 생산할 수도 있다. 
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Fig. 4. Inhibition of AMV reverse transcriptase activity by cell-free 

culture filtrate of microbial isolates. The results are the mean ± S.D. 

from three replications.
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  2) 미생물 대사산물의 농도별 reverse transcriptase 활성 저해율

   AMV RT에 대한 85% 이상 저해 활성을 나타낸 BLK268, BLK115, 

BLK418, BLK90, BLK39 등의 균주를 선별하였다. 선별된 균주의 무세포 배양

여액을 희석하여, 희석배율에 따른 저해 활성을 조사하였는데, 그 결과, 희석 배

율이 감소함에 따라 AMV RT 저해 활성이 증가함을 보였다(Fig. 5). 즉, 미생물 

대사산물의 농도가 증가함에 따라, RT 저해활성이 또한 증가하여, 저해활성의 

변화는 미생물 대사산물에 기인하였다고 해석할 수 있다. 
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Fig. 5. Dependence of AMV reverse transcriptase inhibition activity on 

dilution rate of cell-free culture filtrates from selected microbial isolates.  

The results are the mean ± S.D. from three replications.
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  2) 온도에 대한 안정성

   선별된 균주가 생산하는 대사산물의 온도에 대한 안정성을 조사하기 위하여

선별 균주 BLK39, BLK90, BLK115, BLK268, 그리고 BLK418의 무세포 배양

여액을 0℃, 10℃, 20℃, 30℃, 40℃, 50℃, 75℃,   100℃ 온도에서 각각 1시

간동안 가열처리한 후, 시료 중에 남아있는 AMV RT 저해 활성을 측정하였다.

   그 결과, Fig. 6에 나타낸 바와 같이, 전체 시료 모두 30℃에서는 RT 저해활

성이 소실되지 않았다. 그러나 가열온도가 50℃ 이상일 때는, BLK90 시료를 제

외한 시료 모두 RT 저해활성이 급격히 감소되었으며, BLK90인 경우 높은 온도

에서도 비교적 안정된 저해 활성을 유지하고 있었다. 시료의 예비 가열온도에 따

라 저해활성의 변화를 나타내는 것은, RT 저해 활성이 시료의 영향 때문임을 재 

확인해할 수 있었다.
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Fig. 6. Effect of preheating on AMV reverse transcriptase inhibition 

activity of cell-free culture filtrates from selected microbial isolates. The 

cell-free culture filtrates were incubated for 1 hour respectively at 0℃ 

through 100℃. The results are the mean ± S.D. from three replications.
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2. 항바이러스성 물질 생산균주의 동정

  1) 16S rDNA의 염기서열 분석 및 비교

   AMV RT의 저해 활성이 높은 분리주들의 16S ribosomal DNA 염기서열을 

결정하고, NCBI Genbank의 BLAST nucleotide search를 통하여, 16s rDNA를 

확인하였고, nucleotide homology similarity를 비교하여 미지의 미생물 2개  

균주를 동정하였다. 그리고, nucleotide homology similarity 비교 결과를 

Gendoc 프로그램을 이용하여 나타내었다(Fig. 7, Fig. 8, Fig. 9, Fig. 10,   

Fig. 11, Fig. 12).

   순수분리된 BLK39 균주의 16S rRNA 유전자 염기서열을 분석한 결과  

(Fig. 7), BLK39는 Streptomyces sp. MP47-91 (EU263063), Streptomyces 

sp. HBUM 172143 (EU158342)와 99%, Streptomyces flavofungini 

(EF571003),  Streptomyces griseus strain 45H (EF571002)와 99%의 높은 

상동성을 보였다. 또한, 순수분리된 BLK 90 균주의 16S rRNA 유전자 염기서열

을 분석한 결과 (Fig. 8)에 따르면, Pantoea ananas (AB004758)의 16S 

ribosomal RNA와 99%, Pantoea ananatis strain LMG 20106 (AF364844)과 

Erwinia ananas (U80196), Erwinia uredovora (U80209)의 16S rRNA 유전자 

염기서열과 99%의 높은 상동성을 보였다. BLK107(Fig. 9)은 Pantoea ananatis 

strain ESS29 (EF602556), Pantoea ananatis strain ESS12 (EF602555), 

Pantoea ananatis strain S32 (AY741161), Pantoea ananatis (DQ517335)와 

100%의 상동성을 보였다. BLK 115(Fig. 10) strain의 16s ribosomal RNA 

gene을 분석한 결과 Streptomyces sp. SX-4 (AM889497), Streptomyces sp. 

HB-4(AM889475), Streptomyces sp. BD-121 (AM889471)의  ribosomal 

RNA와 99%의 높은 상동성을 보였다. BLK268(Fig. 11)은 Uncultured 

actinobacterium clone GASP-MB3S2 E11(EF665687) 16S ribosomal RNA 

gene과 93%, Uncultured bacterium clone FFCH13525(EU134989) 과 92%, 

Uncultured actinobacterium clone GASP-MA3W2 E11(EF663788)과 93%, 

Uncultured actinobacterium clone AUVE-04D03(EF651133) 16S ribosomal 

RNA gene과 92%의 상동성을 보였으며, 이는 아직까지 보고되지 않은 신종일 
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가능성이 높음을 시사한다. BLK418(Fig. 12)은Streptomyces flaveolus strain 

NRRL B-1334 (EF654098) 16S ribosomal RNA gene과 97%, Streptomyces 

cinnamocastaneus (AB184588)과 97%, Streptomyces graminearus 

(EF371437) strain 14318 과 96%, Streptomyces coelicoflavus (EF063496) 

strain 4683의 16S ribosomal RNA gene과 96%의 상동성을 보였다.

   Streptomyces 속은 토양 속에서 흔히 발견되는 우점종이다. Erwinia 와 

Pantoea 속은 Enterobacteriaceae 과에 속하는 그람 음성 세균류로, 식물체에 

병원성이 있는 경우가 많다.
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Fig. 7. Nucleotide sequence alignment of 16S ribosomal RNA genes from 

isolate BLK39 and other known species.
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Fig. 8. Nucleotide sequence alignment of 16S ribosomal RNA genes from 

isolate BLK90 and other known species.
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BLK107     : 
EF602556.1 : 
EF602555.1 : 
AY741161.1 : 
DQ517335.1 : 
             

                                                                                                         
         *        20         *        40         *        60         *        80         *       100     
CTGGTTCTCGGGTGACGAGTGGCGGACGGGTGAGTAATGTCTGGGGATCTGCCCGATAGAGGGGGATAACCACTGGAAACGGTGGCTAATACCGCATAACGTCGC
CTTGCTCTCGGGTGACGAGTGGCGGACGGGTGAGTAATGTCTGGGGATCTGCCCGATAGAGGGGGATAACCACTGGAAACGGTGGCTAATACCGCATAACGTCGC
CTTGCTCTCGGGTGACGAGTGGCGGACGGGTGAGTAATGTCTGGGGATCTGCCCGATAGAGGGGGATAACCACTGGAAACGGTGGCTAATACCGCATAACGTCGC
-----TCTCGGGTGACGAGTGGCGGACGGGTGAGTAATGTCTGGGGATCTGCCCGATAGAGGGGGATAACCACTGGAAACGGTGGCTAATACCGCATAACGTCGC
CTTGCTCTCGGGTGACGAGTGGCGGACGGGTGAGTAATGTCTGGGGATCTGCCCGATAGAGGGGGATAACCACTGGAAACGGTGGCTAATACCGCATAACGTCGC
ct g TCTCGGGTGACGAGTGGCGGACGGGTGAGTAATGTCTGGGGATCTGCCCGATAGAGGGGGATAACCACTGGAAACGGTGGCTAATACCGCATAACGTCGC

       
       
 :  105
 :  105
 :  105
 :  100
 :  105
       

             
             
BLK107     : 
EF602556.1 : 
EF602555.1 : 
AY741161.1 : 
DQ517335.1 : 
             

                                                                                                         
    *       120         *       140         *       160         *       180         *       200         *
AAGACCAAAGAGGGGGACCTTCGGGCCTCTCACTATCGGATGAACCCAGATGGGATTAGCTAGTAGGCGGGGTAACGGCCCACCTAGGCGACGATCCCTAGCTGG
AAGACCAAAGAGGGGGACCTTCGGGCCTCTCACTATCGGATGAACCCAGATGGGATTAGCTAGTAGGCGGGGTAACGGCCCACCTAGGCGACGATCCCTAGCTGG
AAGACCAAAGAGGGGGACCTTCGGGCCTCTCACTATCGGATGAACCCAGATGGGATTAGCTAGTAGGCGGGGTAACGGCCCACCTAGGCGACGATCCCTAGCTGG
AAGACCAAAGAGGGGGACCTTCGGGCCTCTCACTATCGGATGAACCCAGATGGGATTAGCTAGTAGGCGGGGTAACGGCCCACCTAGGCGACGATCCCTAGCTGG
AAGACCAAAGAGGGGGACCTTCGGGCCTCTCACTATCGGATGAACCCAGATGGGATTAGCTAGTAGGCGGGGTAACGGCCCACCTAGGCGACGATCCCTAGCTGG
AAGACCAAAGAGGGGGACCTTCGGGCCTCTCACTATCGGATGAACCCAGATGGGATTAGCTAGTAGGCGGGGTAACGGCCCACCTAGGCGACGATCCCTAGCTGG

       
       
 :  210
 :  210
 :  210
 :  205
 :  210
       

             
             
BLK107     : 
EF602556.1 : 
EF602555.1 : 
AY741161.1 : 
DQ517335.1 : 
             

                                                                                                         
       220         *       240         *       260         *       280         *       300         *     
TCTGAGAGGATGACCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCAT
TCTGAGAGGATGACCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCAT
TCTGAGAGGATGACCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCAT
TCTGAGAGGATGACCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCAT
TCTGAGAGGATGACCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCAT
TCTGAGAGGATGACCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCAT

       
       
 :  315
 :  315
 :  315
 :  310
 :  315
       

             
             
BLK107     : 
EF602556.1 : 
EF602555.1 : 
AY741161.1 : 
DQ517335.1 : 
             

                                                                                                         
  320         *       340         *       360         *       380         *       400         *       420
GCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTACTTTCAGCGGGGAGGAAGGCGATGTGGTTAATAACCGCATTGATTGACGTTACCCGCAGAAGAAGCAC
GCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTACTTTCAGCGGGGAGGAAGGCGATGTGGTTAATAACCGCATTGATTGACGTTACCCGCAGAAGAAGCAC
GCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTACTTTCAGCGGGGAGGAAGGCGATGTGGTTAATAACCGCATTGATTGACGTTACCCGCAGAAGAAGCAC
GCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTACTTTCAGCGGGGAGGAAGGCGATGTGGTTAATAACCGCATTGATTGACGTTACCCGCAGAAGAAGCAC
GCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTACTTTCAGCGGGGAGGAAGGCGATGTGGTTAATAACCGCATTGATTGACGTTACCCGCAGAAGAAGCAC
GCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTACTTTCAGCGGGGAGGAAGGCGATGTGGTTAATAACCGCATTGATTGACGTTACCCGCAGAAGAAGCAC

       
       
 :  420
 :  420
 :  420
 :  415
 :  420
       

             
             
BLK107     : 
EF602556.1 : 
EF602555.1 : 
AY741161.1 : 
DQ517335.1 : 
             

                                                                                                         
         *       440         *       460         *       480         *       500         *       520     
CGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTCTGTTAAGTCAGATGTGAA
CGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTCTGTTAAGTCAGATGTGAA
CGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTCTGTTAAGTCAGATGTGAA
CGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTCTGTTAAGTCAGATGTGAA
CGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTCTGTTAAGTCAGATGTGAA
CGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTCTGTTAAGTCAGATGTGAA

       
       
 :  525
 :  525
 :  525
 :  520
 :  525
       

             
             
BLK107     : 
EF602556.1 : 
EF602555.1 : 
AY741161.1 : 
DQ517335.1 : 
             

                                                                                                         
    *       540         *       560         *       580         *       600         *       620         *
ATCCCCGGGCTTAACCTGGGAACTGCATTTGAAACTGGCAGGCTTGAGTCTCGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAG
ATCCCCGGGCTTAACCTGGGAACTGCATTTGAAACTGGCAGGCTTGAGTCTCGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAG
ATCCCCGGGCTTAACCTGGGAACTGCATTTGAAACTGGCAGGCTTGAGTCTCGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAG
ATCCCCGGGCTTAACCTGGGAACTGCATTTGAAACTGGCAGGCTTGAGTCTCGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAG
ATCCCCGGGCTTAACCTGGGAACTGCATTTGAAACTGGCAGGCTTGAGTCTCGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAG
ATCCCCGGGCTTAACCTGGGAACTGCATTTGAAACTGGCAGGCTTGAGTCTCGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAG

       
       
 :  630
 :  630
 :  630
 :  625
 :  630
       

             
             
BLK107     : 
EF602556.1 : 
EF602555.1 : 
AY741161.1 : 
DQ517335.1 : 
             

                                                                                                         
       640         *       660         *       680         *       700         *       720         *     
GAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACGAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACG
GAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACGAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACG
GAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACGAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACG
GAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACGAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACG
GAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACGAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACG
GAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACGAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACG

       
       
 :  735
 :  735
 :  735
 :  730
 :  735
       

             
             
BLK107     : 
EF602556.1 : 
EF602555.1 : 
AY741161.1 : 
DQ517335.1 : 
             

                                                                                                         
  740         *       760         *       780         *       800         *       820         *       840
ATGTCGACTTGGAGGTTGTTCCCTTGAGGAGTGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAGTCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGA
ATGTCGACTTGGAGGTTGTTCCCTTGAGGAGTGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAGTCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGA
ATGTCGACTTGGAGGTTGTTCCCTTGAGGAGTGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAGTCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGA
ATGTCGACTTGGAGGTTGTTCCCTTGAGGAGTGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAGTCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGA
ATGTCGACTTGGAGGTTGTTCCCTTGAGGAGTGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAGTCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAA---------
ATGTCGACTTGGAGGTTGTTCCCTTGAGGAGTGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAGTCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAatgaattga

       
       
 :  840
 :  840
 :  840
 :  835
 :  831
       

             
             
BLK107     : 
EF602556.1 : 
EF602555.1 : 
AY741161.1 : 
DQ517335.1 : 
             

                  
         *        
CGGGGGCCCGCACAAGCG
CGGGGGCCCGCACAAGCG
CGGGGGCCCGCACAAGCG
CGGGGGCCCGCACAAGCG
------------------
cgggggcccgcacaagcg

       
       
 :  858
 :  858
 :  858
 :  853
 :    -
       

Fig. 9. Nucleotide sequence alignment of 16S ribosomal RNA genes from 

isolate BLK107 and other known species.
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BLK115     : 
AM889497.1 : 
AM889475.1 : 
AB045878.1 : 
AM889471.1 : 
             

                                                                                                         
         *        20         *        40         *        60         *        80         *       100     
CTGGCTCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCTTAACACATGCAAGTCGAACGATGAACCACTTCGGTGGGGATTAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGCAATC
CTGGCTCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCTTAACACATGCAAGTCGAACGATGAACCACTTCGGTGGGGATTAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGCAATC
CTGGCTCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCTTAACACATGCAAGTCGAACGATGAACCACTTCGGTGGGGATTAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGCAATC
---GCTCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCTTAACACATGCAAGTCGAACGATGAACCACTTCGGTGGGGATTAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGCAATC
CTGGCTCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCTTAACACATGCAAGTCGAACGATGAACCACTTCGGTGGGGATTAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGCAATC
ctgGCTCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCTTAACACATGCAAGTCGAACGATGAACCACTTCGGTGGGGATTAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGCAATC

       
       
 :  105
 :  105
 :  105
 :  102
 :  105
       

             
             
BLK115     : 
AM889497.1 : 
AM889475.1 : 
AB045878.1 : 
AM889471.1 : 
             

                                                                                                         
    *       120         *       140         *       160         *       180         *       200         *
TGCCCTTCACTCTGGGACAAGCCCTGGAAACGGGGTCTAATACCGGATACCACTCCTGCTCGCATGGGCAGGGGTTGAAAGCTCCGGCGGTGAAGGATGAGCCCG
TGCCCTTCACTCTGGGACAAGCCCTGGAAACGGGGTCTAATACCGGATAACACTCCTGCTCTCATGGGCAGGGGTTAAAAGCTCCGGCGGTGAAGGATGAGCCCG
TGCCCTTCACTCTGGGACAAGCCCTGGAAACGGGGTCTAATACCGGATAACACTCCTGCTCTCATGGGCAGGGGTTAAAAGCTCCGGCGGTGAAGGATGAGCCCG
TGCCCTTCACTCTGGGACAAGCCCTGGAAACGGGGTCTAATACCGGATAACACTTCTGCTCTCATGGGCAGGGGTTAAAAGCTCCGGCGGTGAAGGATGAGCCCG
TGCCCTTCACTCTGGGACAAGCCCTGGAAACGGGGTCTAATACCGGATAACACTCCTGCTCTCATGGGCAGGGGTTAAAAGCTCCGGCGGTGAAGGATGAGCCCG
TGCCCTTCACTCTGGGACAAGCCCTGGAAACGGGGTCTAATACCGGATAaCACTcCTGCTCtCATGGGCAGGGGTTaAAAGCTCCGGCGGTGAAGGATGAGCCCG

       
       
 :  210
 :  210
 :  210
 :  207
 :  210
       

             
             
BLK115     : 
AM889497.1 : 
AM889475.1 : 
AB045878.1 : 
AM889471.1 : 
             

                                                                                                         
       220         *       240         *       260         *       280         *       300         *     
CGGCCTATCAGCTTGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGCGACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTC
CGGCCTATCAGCTTGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGCGACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTC
CGGCCTATCAGCTTGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGCGACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTC
CGGCCTATCAGCTTGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGCGACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTC
CGGCCTATCAGCTTGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGCGACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTC
CGGCCTATCAGCTTGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGCGACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTC

       
       
 :  315
 :  315
 :  315
 :  312
 :  315
       

             
             
BLK115     : 
AM889497.1 : 
AM889475.1 : 
AB045878.1 : 
AM889471.1 : 
             

                                                                                                         
  320         *       340         *       360         *       380         *       400         *       420
CTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCAGG
CTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCAGG
CTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCAGG
CTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCAGG
CTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCAGG
CTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCAGG

       
       
 :  420
 :  420
 :  420
 :  417
 :  420
       

             
             
BLK115     : 
AM889497.1 : 
AM889475.1 : 
AB045878.1 : 
AM889471.1 : 
             

                                                                                                         
         *       440         *       460         *       480         *       500         *       520     
GAAGAAGCGAAAGTGACGGTACCTGCAGAAGA-AGCGCCGGC-TAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGCGCAAGCGTTGTCCGGAATTATT-GGG
GAAGAAGCGAAAGTGACGGTACCTGCAGAAGA-AGCGCCGGC-TAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGCGCAAGCGTTGTCCGGAATTATT-GGG
GAAGAAGCGAAAGTGACGGTACCTGCAGAAGA-AGCGCCGGC-TAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGCGCAAGCGTTGTCCGGAATTATT-GGG
GAAGAAGCGAAAGTGACGGTACCTGCAGAAGA-AGCGCCGGC-TAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGCGCAAGCGTTGTCCGGAATTA-TTGGG
GAAGAAGCGAAAGTGACGGTACCTGCAGAAGAA-GCGCCGGCT-AACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGCGCAAGCGTTGTCCGGAATTATT-GGG
GAAGAAGCGAAAGTGACGGTACCTGCAGAAGA aGCGCCGGC tAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGCGCAAGCGTTGTCCGGAATTAtT GGG

       
       
 :  522
 :  522
 :  522
 :  519
 :  522
       

             
             
BLK115     : 
AM889497.1 : 
AM889475.1 : 
AB045878.1 : 
AM889471.1 : 
             

                                                                                                         
    *       540         *       560         *       580         *       600         *       620         *
CGTA-AAGAGCTCGTAGGCGGCTTGTCACGTCGGGTGTGAAAGCCCGGGGCTTAACCCCGGGTCTGCATTCGATACGGGCTAGCTAGAGTGTGGTAGGGGAGATC
CGTA-AAGAGCTCGTAGGCGGCTTGTCACGTCGGGTGTGAAAGCCCGGGGCTTAACCCCGGGTCTGCATTCGATACGGGCTAGCTAGAGTGTGGTAGGGGAGATC
CGTA-AAGAGCTCGTAGGCGGCTTGTCACGTCGGGTGTGAAAGCCCGGGGCTTAACCCCGGGTCTGCATTCGATACGGGCTAGCTAGAGTGTGGTAGGGGAGATC
CGTA-AAGAGCTCGTAGGCGGCTTGTCACGTCGGGTGTGAAAGCCCGGGGCTTAACCCCGGGTCTGCATTCGATACGGGCTAGCTAGAGTGTGGTAGGGGAGATC
CGTAA-AGAGCTCGTAGGCGGCTTGTCACGTCGGGTGTGAAAGCCCGGGGCTTAACCCCGGGTCTGCATTCGATACGGGCTAGCTAGAGTGTGGTAGGGGAGATC
CGTA aAGAGCTCGTAGGCGGCTTGTCACGTCGGGTGTGAAAGCCCGGGGCTTAACCCCGGGTCTGCATTCGATACGGGCTAGCTAGAGTGTGGTAGGGGAGATC

       
       
 :  626
 :  626
 :  626
 :  623
 :  626
       

             
             
BLK115     : 
AM889497.1 : 
AM889475.1 : 
AB045878.1 : 
AM889471.1 : 
             

                                                                                                         
       640         *       660         *       680         *       700         *       720         *     
GGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGATCTCTGGGCCATTACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGA
GGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGATCTCTGGGCCATTACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGA
GGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGATCTCTGGGCCATTACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGA
GGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGATCTCTGGGCCATTACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGA
GGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGATCTCTGGGCCATTACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGA
GGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGATCTCTGGGCCATTACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGA

       
       
 :  731
 :  731
 :  731
 :  728
 :  731
       

             
             
BLK115     : 
AM889497.1 : 
AM889475.1 : 
AB045878.1 : 
AM889471.1 : 
             

                                                                                                         
  740         *       760         *       780         *       800         *       820         *       840
GCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGGTGGGAACTAGGTGTTGGCGACATTCCACGTCGTCGGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGTTCCCC
GCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGGTGGGAACTAGGTGTTGGCGACATTCCACGTCGTCGGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGTTCCCC
GCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGGTGGGAACTAGGTGTTGGCGACATTCCACGTCGTCGGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGTTCCCC
GCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGGTGGGAACTAGGTGTTGGCGACATTCCACGTCGTCGGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGTTCCCC
GCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGGTGGGAACTAGGTGTTGGCGACATTCCACGTCGTCGGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGTTCCCC
GCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGGTGGGAACTAGGTGTTGGCGACATTCCACGTCGTCGGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGTTCCCC

       
       
 :  836
 :  836
 :  836
 :  833
 :  836
       

             
             
BLK115     : 
AM889497.1 : 
AM889475.1 : 
AB045878.1 : 
AM889471.1 : 
             

                                                               
         *       860         *       880         *       900   
GCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCAGC
GCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGC---------
GCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCAGC
GCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCAGC
GCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCAGC
GCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCacaagcagc

       
       
 :  899
 :  890
 :  899
 :  896
 :  899
       

Fig. 10. Nucleotide sequence alignment of 16S ribosomal RNA genes from 

isolate BLK115 and other known species.
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BLK268   : 
EF665687 : 
EU134989 : 
EF663788 : 
EF651133 : 
           

                                                                                                           
         *        20         *        40         *        60         *        80         *       100       
CCGCTCGGGTGGGACTGAGACACGGACCACACACCTACGGGTGGCAGCGGTTGGGAATCTTGCACAATGGGGGAAACCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGGAGGATGA
CCGCTCGAGTGGGACTGAGACACGGCCCACACACCTACGGGTGGCAGCAGTTGGGAATCTTGCACAATGGGGGAAACCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGGAGGATGA
CCGCTCGAGTGGGACTGAGACACGGCCCACACACCTACGGGTGGCAGCAGTTGGGAATCTTGCACAATGGGGGAAACCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGGAGGATGA
CCGCTCGAGTGGGACTGAGACACGGCCCACGCACCTACGGGTGGCAGCAGTTGGGAATCTTGCACAATGGGGGAAACCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGGAGGATGA
CCGCCCGAGTGGGACTGAGACACGGCCCACACACCTACGGGTGGCAGCAGTTGGGAATCTTGCACAATGGGGGAAACCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGGAGGATGA
CCGCtCGaGTGGGACTGAGACACGGcCCACaCACCTACGGGTGGCAGCaGTTGGGAATCTTGCACAATGGGGGAAACCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGGAGGATGA

       
       
 :  107
 :  107
 :  107
 :  107
 :  107
       

           
           
BLK268   : 
EF665687 : 
EU134989 : 
EF663788 : 
EF651133 : 
           

                                                                                                           
  *       120         *       140         *       160         *       180         *       200         *    
AGGATCTAGGGCTGTCAACTCCTTTTATCGGGAAAGATTTAGGACGGGACCCGATGAATAAGCCCTGGCTAACTTCGTGCCCGCAGCCGCGGTGAGACGTAGGGTGC
CGGGTCTAGGCCTGTAAACTCCTTTTAATGGGAAAGACTTAGGACGGTACCCATTGAATAAGGACCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAAGACGTAGGGTCC
CGGATCTAGGTCTGTAAACTCCTTTTTCATGGAAAGACTTAGGACGGTACCATGAGAATAAGGACCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAAGACGTAGGGTCC
AGGATCTAGGTCTGTAAACTCCTTTTTCAGGGAAAGACTTAGGACGGTACCCTGAGAATAAGCACCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAAGACGTAGGGTGC
CGGATCTAGGTCTGTAAACTCCTTTTTCATGGAAAGACTTAGGACGGTACCATGAGAATAAGGACCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAAGACGTAGGGTCC
 GGaTCTAGG CTGTaAACTCCTTTT    GGAAAGAcTTAGGACGGtACC    GAATAAG aCcGGCTAACTaCGTGCCaGCAGCCGCGGTaAGACGTAGGGT C

       
       
 :  214
 :  214
 :  214
 :  214
 :  214
       

           
           
BLK268   : 
EF665687 : 
EU134989 : 
EF663788 : 
EF651133 : 
           

                                                                                                           
   220         *       240         *       260         *       280         *       300         *       320 
AAGCGTTGTCTGGATTTACTGGGCGTAAAGAGCGCGTAGGCGGTTTGTTAAGTGTGGAGTGAAAGCTCC-GGGCTCAACCTGGAAATTGCTTTGCATACTGGCAGAC
AAGCGTTGTCCGGATTTACTGGGCGTAAAGAGCGCGTAGGCGGTCTGTTAAGTGTGAAGTGAAATCTCCAGGGCTCAACCCGGAAACTGCTTCGCATACTGGCAGAC
AAGCGTTGTCCGGATTTACTGGGCGTAAAGAGCGCGTAGGCGGTCTGTTAAGTGTGAAGTGAAATCTCCAGGGCTCAACCCGGAAACTGCTTCGCATACTGGCAGAC
TAGCGTTGTCCGGATTTACTGGGCGTAAAGAGCGCGTAGGCGGTCTGTTAAGTGAGAAGTGAAATCTCCAGGGCTCAACCCGGAAACCGCTTTTCATACTGGCAGAC
AAGCGTTGTCCGGATTTACTGGGCGTAAAGAGCGCGTAGGCGGCTTGTTAAGTGTGAAGTGAAATCTCCAGGGCTCAACCCGGAAACTGCTTCGCATACTGGCAAGC
aAGCGTTGTCcGGATTTACTGGGCGTAAAGAGCGCGTAGGCGGt TGTTAAGTGtGaAGTGAAAtCTCCaGGGCTCAACCcGGAAActGCTT gCATACTGGCAgaC

       
       
 :  320
 :  321
 :  321
 :  321
 :  321
       

           
           
BLK268   : 
EF665687 : 
EU134989 : 
EF663788 : 
EF651133 : 
           

                                                                                                           
        *       340         *       360         *       380         *       400         *       420        
TTGAGGAATGGAGAGGTTTGTGGAATTCCCGGTGTAGCGGTGAAATGCATTGATATCAGGAGGAACACCGATGGCGAAGGCAGCAAACTGGCCATTATCTGACGCTG
TGGAGGGATGCAGAGGTTTGTGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCATAGATATCAGGAGGAACACCCATGGCGAAGGCAGCAAACTGGGCATCATCTGACGCTG
TTGAGGAATGCAGAGGTTTGTGGAATTCCCGGTGTAACGGTGAAATGTGTTGATATCGGGAGGAACACCCATGGCGAAGGCAGCAAACTGGGCATTATCTGACGCTG
TTGAGGAAAGCAGAGGTTTGTGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGTTGATATCAGGAGGAACACCCATGGCGAAGGCAGCAAACTGGGCTTTATCTGACGCTG
TTGAGGAATGCAGAGGTTTGTGGAATTCCTGGTGTAACGGTGAAATGTGTTGATATCAGGAGGAACACCCATGGCGAAGGCAGCAAACTGGGCATTATCTGACGCTG
TtGAGGaAtGcAGAGGTTTGTGGAATTCC GGTGTA CGGTGAAATG  TtGATATCaGGAGGAACACCcATGGCGAAGGCAGCAAACTGGgCaTtATCTGACGCTG

       
       
 :  427
 :  428
 :  428
 :  428
 :  428
       

           
           
BLK268   : 
EF665687 : 
EU134989 : 
EF663788 : 
EF651133 : 
           

                                                                                                           
 *       440         *       460         *       480         *       500         *       520         *     
AGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCCCGCCCTAAACTATGGATACTAGACGTAAGAGGTATCGACCCCTCTTGTGTCGCAGCTA
AGGCGCGAAAGCGTGGGTAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCCTAAACTATGGATACTAGGCGTAAGAGGTATCGACCCCTCTTGTGCCGCAGCTA
AGGCGCGAAAGCGTGGGTAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCCTAAACGATGGATACTAGGCGTAAGAGGTATCGACCCCTCTTGTGCCGCAGCTA
AGGCGCGAAAGCGTGGGTAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCCTAAACGATGGATACTAGGCGTAAGAGGTATCGACCCCTCTTGTGCCGCAGCTA
AGGCGCGAAAGCGTGGGTAGCAAACAGGATT---TACCCTGGTAGTCCACGCCCTAAACGATGGATACTAGGCGTAAGAGGTATCGACCCCTCTTGTGCCGCAGCTA
AGGCGCGAAAGCGTGGGtAGCAAACAGGATTagaTACCCTGGTAGTCCaCGCCCTAAAC ATGGATACTAGgCGTAAGAGGTATCGACCCCTCTTGTGcCGCAGCTA

       
       
 :  534
 :  535
 :  535
 :  535
 :  532
       

           
           
BLK268   : 
EF665687 : 
EU134989 : 
EF663788 : 
EF651133 : 
           

                                                
  540         *       560         *       580   
ACGCATTAAGTATCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTGAAACTC
ACGCATTAAGTATCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTGAAACTC
ACGCATTAAGTATCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTGAAACTC
ACGCATT---TATCCCGCCTGGGGACTACGGCCGCAAGGTTGAAACTC
ACGCAT-AAGTATCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTGAAACTC
ACGCATtaagTATCCCGCCTGGGGAgTACGGCCGCAAGGTTGAAACTC

       
       
 :  582
 :  583
 :  583
 :  580
 :  579
       

Fig. 11. Nucleotide sequence alignment of 16S ribosomal RNA genes from 

isolate BLK268 and other known species.
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BLK418     : 
EF654098.1 : 
AB184588.1 : 
EF371437.1 : 
EF063496.1 : 
             

                                                                                                         
         *        20         *        40         *        60         *        80         *       100     
GGCGTGCTTAACACATGCAAGTCGAACGATGAACCAC-TTC-GGTGGGGATTAGTGGCGAACGGGTGAGTAACATGTGGGCAGTGTGCCCTTCACTCTGGGACAA
GGCGTGCTTAACACATGCAAGTCGAACGATGAACCAC-TTC-GGTGGGGATTAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGCAATCTGCCCTTCACTCTGGGACAA
GGCGTGCTTAACACATGCAAGTCGAACGATGAACCAC-TTC-GGTGGGGATTAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGCAATCTGCCCTTCACTCTGGGACAA
GGCGTGCTTAACACATGCAAGTCGAACGATGAACCACCTTCGGGTGGGGATTAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGCAATCTGCCCTTCACTCTGGGACAA
GGCGTGCTTAACACATGCAAGTCGAACGATGAACCACCTTCGGGTGGGGATTAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGCAATCTGCCCTTCACTCTGGGACAA
GGCGTGCTTAACACATGCAAGTCGAACGATGAACCAC TTC GGTGGGGATTAGTGGCGAACGGGTGAGTAACAcGTGGGCAaTcTGCCCTTCACTCTGGGACAA

       
       
 :  103
 :  103
 :  103
 :  105
 :  105
       

             
             
BLK418     : 
EF654098.1 : 
AB184588.1 : 
EF371437.1 : 
EF063496.1 : 
             

                                                                                                         
    *       120         *       140         *       160         *       180         *       200         *
GCCCTGGAAACGGGGTCTAATACCGGATACTAACCGGCCTGAGCATCCAGGCGGGTCGAAAGCTCCGGCGGTGAAGGATGAGCCCGCGGCCTATCAGCTTGTTGG
GCCCTGGAAACGGGGTCTAATACCGGATACTGACCGGCCTGGGCATCCAGGCGGGTCGAAAGCTCCGGCGGTGAAGGATGAGCCCGCGGCCTATCAGCTTGTTGG
GCCCTGGAAACGGGGTCTAATACCGGATAC-GACCTGCCGAGGCATCTCGGTGGGTGGAAAGCTCCGGCGGTGAAGGATGAGCCCGCGGCCTATCAGCTTGTTGG
GCCCTGGAAACGGGGTCTAATACCGGATACTGACCTGCCAAGGCATCTTGGCGGGTCGAAAGCTCCGGCGGTGAAGGATGAGCCCGCGGCCTATCAGCTTGTTGG
GCCCTGGAAACGGGGTCTAATACCGGATACTGACCTGCCAAGGCATCTTGGCGGGTCGAAAGCTCCGGCGGTGAAGGATGAGCCCGCGGCCTATCAGCTTGTTGG
GCCCTGGAAACGGGGTCTAATACCGGATACtgACC GCC  gGCATC  GGcGGGTcGAAAGCTCCGGCGGTGAAGGATGAGCCCGCGGCCTATCAGCTTGTTGG

       
       
 :  208
 :  208
 :  207
 :  210
 :  210
       

             
             
BLK418     : 
EF654098.1 : 
AB184588.1 : 
EF371437.1 : 
EF063496.1 : 
             

                                                                                                         
       220         *       240         *       260         *       280         *       300         *     
TGAGGTAACGGCTCACCAAAGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAAAGGGCGACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAATGG
TGAGGTAACGGCTCACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGCGACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGG
TGAGGTAACGGCTCACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGCGACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGG
TGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGCGACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGG
TGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGCGACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGG
TGAGGTAA GGCTCACCAAgGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAgAGGGCGACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAgACTCCTACGGGAGGCAGCAgTGG

       
       
 :  313
 :  313
 :  312
 :  315
 :  315
       

             
             
BLK418     : 
EF654098.1 : 
AB184588.1 : 
EF371437.1 : 
EF063496.1 : 
             

                                                                                                         
  320         *       340         *       360         *       380         *       400         *       420
GGAATATTGCACAATGGGCGAAAGCCTGATGCACCGACGCCGCGTGAGGGATGACGGCATTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAACACGGAAGAAGCGAAAGTGACGG
GGAATATTGCACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCAGGGAAGAAGCGAAAGTGACGG
GGAATATTGCACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCAGGGAAGAAGCGAAAGTGACGG
GGAATATTGCACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCAGGGAAGAAGCGAAAGTGACGG
GGAATATTGCACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCAGGGAAGAAGCGAAAGTGACGG
GGAATATTGCACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAgCGACGCCGCGTGAGGGATGACGGCcTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAgCAgGGAAGAAGCGAAAGTGACGG

       
       
 :  418
 :  418
 :  417
 :  420
 :  420
       

             
             
BLK418     : 
EF654098.1 : 
AB184588.1 : 
EF371437.1 : 
EF063496.1 : 
             

                                                                                                         
         *       440         *       460         *       480         *       500         *       520     
TACCTGCAGAAGAAGCGCCGGCTAAATACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGCGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGCT
TACCTGCAGAAGAAGCGCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGCGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGCT
TACCTGCAGAAGAAGCGCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGCGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGCT
TACCTGCAGAAGAAGCGCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGCGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGCT
TACCTGCAGAAGAAGCGCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGCGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGCT
TACCTGCAGAAGAAGCGCCGGCTAAcTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGCGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGCT

       
       
 :  523
 :  523
 :  522
 :  525
 :  525
       

             
             
BLK418     : 
EF654098.1 : 
AB184588.1 : 
EF371437.1 : 
EF063496.1 : 
             

                                                                                                         
    *       540         *       560         *       580         *       600         *       620         *
TGTCACGTCGGTTGTGAAAGCCCGGGGCTTAACCCCGGGTCTGCAGTCGATACGGGCAGGATAGAGTTCGGTAGGGGAGATCGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAA
TGTCACGTCGGTTGTGAAAGCCCGGGGCTTAACCCCGGGTCTGCAGTCGATACGGGCAGGCTAGAGTTCGGTAGGGGAGATCGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAA
TGTCACGTCGGTTGTGAAAGCCCGGGGCTTAACCCCGGGTCTGCAGTCGATACGGGCAGGCTAGAGTTCGGTAGGGGAGATCGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAA
TGTCACGTCGGTTGTGAAAGCCCGGGGCTTAACCCCGGGTCTGCAGTCGATACGGGCAGGCTAGAGTTCGGTAGGGGAGATCGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAA
TGTCACGTCGGTTGTGAAAGCCCGGGGCTTAACCCCGGGTCTGCAGTCGATACGGGCAGGCTAGAGTTCGGTAGGGGAGATCGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAA
TGTCACGTCGGTTGTGAAAGCCCGGGGCTTAACCCCGGGTCTGCAGTCGATACGGGCAGGcTAGAGTTCGGTAGGGGAGATCGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAA

       
       
 :  628
 :  628
 :  627
 :  630
 :  630
       

             
             
BLK418     : 
EF654098.1 : 
AB184588.1 : 
EF371437.1 : 
EF063496.1 : 
             

                                                                                                         
       640         *       660         *       680         *       700         *       720         *     
ATGCGCAGATATCACGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGATCTCTGGGCCGATACTGACGCTGACGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGG
ATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGATCTCTGGGCCGATACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGG
ATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGATCTCTGGGCCGATACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGG
ATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGATCTCTGGGCCGATACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGG
ATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGATCTCTGGGCCGATACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGG
ATGCGCAGATATCAgGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGATCTCTGGGCCGATACTGACGCTGAgGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGG

       
       
 :  733
 :  733
 :  732
 :  735
 :  735
       

             
             
BLK418     : 
EF654098.1 : 
AB184588.1 : 
EF371437.1 : 
EF063496.1 : 
             

                                                                                                         
  740         *       760         *       780         *       800         *       820         *       840
TAGTTCACGCCGTAAACGGTGGGCACTAGGTGTGGGCAACATTCCACGTTGTCCGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGTGCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGG
TAGTCCACGCCGTAAACGGTGGGCACTAGGTGTGGGCAACATTCCACGTTGTCCGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGTGCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGG
TAGTCCACGCCGTAAACGGTGGGCACTAGGTGTGGGCAACATTCCACGTTGTCCGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGTGCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGG
TAGTCCACGCCGTAAACGGTGGGCACTAGGTGTGGGCAACATTCCACGTTGTCCGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGTGCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGG
TAGTCCACGCCGTAAACGGTGGGCACTAGGTGTGGGCAACATTCCACGTTGTCCGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGTGCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGG
TAGTcCACGCCGTAAACGGTGGGCACTAGGTGTGGGCAACATTCCACGTTGTCCGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGTGCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGG

       
       
 :  838
 :  838
 :  837
 :  840
 :  840
       

             
             
BLK418     : 
EF654098.1 : 
AB184588.1 : 
EF371437.1 : 
EF063496.1 : 
             

                 
         *       
CTAAAACTCAAAGGAAT
CTAAAACTCAAAGGAAT
CTAAAACTCAAAGGAAT
CTAAAACTCAAAGGAAT
CTAAAACTCAAAGGAAT
CTAAAACTCAAAGGAAT

       
       
 :  855
 :  855
 :  854
 :  857
 :  857
       

Fig. 12. Nucleotide sequence alignment of 16S ribosomal RNA genes from 

isolate BLK418 and other known species.
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2) 미생물의 형태 관찰 

   선별균주 BLK39, BLK90, BLK107, BLK115, BLK268 그리고 BLK418를 

Bennet's agar 배지에 접종하고 27℃에서 7~21일간 배양한 후 생육정도, 기균

사 및 군락표면의 형태 및 색깔 등을 관찰하였으며, 21일간 배양하여 생긴 군락

의 균체를 그람(Gram) 염색하여 광학 현미경으로 검경하였다(Fig. 11, Fig. 12). 

   선택된 시료로 사용된 6개 균주는 형태적으로 서로 다름을 알 수 있었으며,  

그람염색 후에 광학현미경으로 관찰하여 얻은 형태 모습은 부수적인 연구가   

필요함을 보여준다. 그람염색에서 BLK39, BLK115, BLK268 그리고 BLK418은 

방선균으로 양성 반응을 보였으며, BLK90과 BLK107은 그람음성 세균의 형태

를 나타냈었다. 이는 16S rDNA 염기서열분석 결과와 일치한다.

A B

C D

Fig. 11. Colony morphology and light-microscope image of the microbial 

isolates BLK39 and BLK90 on the Bennet's agar.

A : BLK39 on the Bennet's agar.  B : BLK39 after Gram's stain.

C : BLK90 on the Bennet's agar.  D : BLK90 after Gram's stain.
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E F

G H

I J

K L

Fig. 12. Colony morphology and light-microscope image of the microbial 

isolates BLK 107, BLK115, BLK268 and BLK418 on the Bennet's agar.

E : BLK107 on the Bennet's agar.  F : BLK107 after Gram's stain.

G : BLK115 on the Bennet's agar.  H : BLK115 after Gram's stain.

I : BLK268 on the Bennet's agar.  J : BLK268 after Gram's stain.

K : BLK418 on the Bennet's agar.  L : BLK418 after Gram's stain.
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Ⅳ. 요약

   항레트로바이러스성 물질을 탐색하기 위하여 제주 산간지역 토양으로부터 

300여 균주의 미생물을 순수 분리하였다. 순수 분리된 미생물 300여 주의 무세

포배양액을 시료로 사용하여, avian myeloblast virus(AMV)의 증식에 필수적 효

소인 reverse transcriptase(RT) 저해 활성을 측정하였다. 

   검색에 사용된 300여종의 균주 중 87%가 AMV RT 저해 활성이 있는 것으

로 나타났다. RT 활성을 저해하는 대사산물을 생산하는 균주를 선별하기 위하여 

1차적으로 60% 이상의 RT 저해율을 나타낸 균주를 선택하였고, 이들 균주의 무

세포배양액을 사용하여, RT 활성 저해 실험을 반복 검증하였다. AMV RT 저해 

활성은 BLK268이 98.7± 0.3%, BLK115가 97.9± 0.2%, BLK418이 97.9± 

2.7%, BLK338이 95.9± 1.6%의 순으로 높은 저해 활성을 나타냈다. BLK311, 

BLK90, BLK462-2, BLK248-2, CB249-2, BLK107은 80% 이상의 저해 활성

을 보였으며, BLK4, BLK86, BLK123, BLK39은 70% 이상의 저해 활성을 나타

냈다. 그 중에서도 85% 이상 저해 활성을 나타낸 BLK39, BLK90, BLK107, 

BLK115, BLK268 그리고 BLK418 등 6종의 균주를 2차적으로 선별하였다.

   선별된 균주의 무세포 배양여액을 희석하여, 희석배율에 따른 저해 활성을 조

사하였는데, 그 결과, 희석 배율이 감소함에 따라 AMV RT 저해 활성이 증가함

을 보였다. 그리고 이 균주들이 생산하는 배양액 중 대사산물의 온도에 대한 안

정성을 조사하였다. 0℃에서 30℃의 온도에서는 RT 저해 활성이 변함없이 유지 

되었으나, 50℃이상의 온도에서는 급격히 감소하는 경향을 보였다. 반면, BLK90 

균주는 높은 온도에서도 비교적 안정된 저해 활성을 나타냈다. 

   AMV RT의 저해 활성이 높은 균주 BLK39, BLK90, BLK107, BLK115, 

BLK268과 BLK418 등을 동정하기 위하여 각각 16S rDNA 염기서열을 분석하

여 비교하였다. 그 결과, 분리주 BLK39, BLK115, BLK268과 BLK418은 

Streptomyces species와 96% 이상의 상동성을 보였으며, 한편, BLK90과 

BLK107은 Erwinia 또는 Pantoea 속으로 그람음성 세균류였다.

   이들 세균의 형태적 특성은 16S rDNA 염기서열분석과 일치하였다. 
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   위와 같이 retrovirus 증식에 필수적인 reverse transcriptase의 활성을 저해

하는 대사산물을 생산하는 세균을 분리 동정하였다. 앞으로, 미생물 대사산물의 

reverse transcriptase 저해기전과 대사산물의 화학적 분석에 대한 연구가 요구

된다.
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