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파이로시퀀싱을 이용한 비료 장기 연용지의 벼 뿌리 

내생세균의 군집 분석
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Bacterial endophytes may be important factors in plant growth and ecologically relevant functions in rice. 
Using pyrosequencing technology, we analyzed the composition of endophytic bacterial communities that 
colonized the roots of rice cultivated in long-term fertilized (APK) and non-fertilized (NF) paddy soils. A total 
of 1,900 reads were obtained from 2 samples. All sequences were classified into 177 OTUs (APK sample) or 
72 OTUs (NF sample) at a 97% similarity cut-off. Twenty-two OTUs were shared between the 2 samples, and 
these were also the most dominant OTUs in both samples. Proteobacteria was the most dominant phylum with 
90.2%, followed by Actinobacteria (7.1%) and Bacteroidetes (1.1%). Furthermore, Pseudomonas was the 
most abundant genus in both samples. We observed clear differences in the structure of the endophytic 
bacterial community structure between the 2 samples. Notably, the distributions of Alphaproteobacteria and 
Gammaproteobacteria were markedly different. The diversity index of the APK sample was higher than that 
of the NF sample. These findings showed that the endophytic bacterial community of rice roots was affected 
by the presence of fertilizers in the rice field soil.
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보문

       

서     언

벼는 전세계적으로 밀과 더불어 가장 중요한 식량 작물이

다. 한국을 비롯한 많은 국가에서 벼와 관련된 다양한 연구

들이 수행되고 있다. 최근에는 안전한 친환경 농산물에 대한 

소비자들의 요구와 소비가 증가함에 따라 화학비료나 농약

을 대체할 친환경 미생물제제에 대한 관심이 높아지고 있다. 

미생물제제로 활용할 수 있는 주요 미생물 중에는 식물의 근

권 혹은 체내에 존재하는 내생 미생물들이 있다 (Babalola, 

2010). 이들 식물 연관 미생물들은 식물 체내 혹은 주변 환

경에 서식하며 식물과 직･간접적인 상호 작용을 통해 식물

의 생장을 촉진하고 생산성을 증대시킨다 (Compant et al., 

2010). 특히 식물의 내생균 (endophytes)은 식물체 조직 내

에서 기주 식물에 병을 유발하지 않으면서 서식하는 미생물

로 식물체내에서 질소고정, 항생물질 생산, 식물 호르몬 생

산 등의 유용한 기능을 수행한다 (Berg et al., 2005; Shin et 

al., 2007). 따라서 식물체내에 존재하는 내생균의 분포 및 

생태에 대한 연구는 작물 생장 및 재배 환경의 조절, 미생물 

활용 등의 중요한 농업연구의 기초자료로 활용될 수 있다. 

최근 분자생물학적 기술의 발달은 배양에 의존하지 않고 

식물체내 미생물 군집의 조성을 심도있게 구명할 수 있는 여

건을 마련하였다. 최근까지 주로 16S rRNA 유전자를 cloning

하여 library를 만든 후에 Sanger 방식으로 염기서열을 결

정하는 방법이 많이 이용되어 왔다. 그러나 이 방법은 많은 

노동력과 비교적 높은 분석비용 등으로 많은 수의 클론을 

분석하기에는 한계가 있었다. 그러나 최근 도입된 차세대염

기서열분석 기술 (NGS, next-generation sequencing)은 기

존의 이러한 단점을 극복하고 저렴한 비용으로 단시간에 대

용량의 염기서열을 생성하는 장점이 있어서 세계적으로 널
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리 사용되고 있다. 특히, 파이로시퀀싱 기법은 적절한 길이

의 염기서열 (400-700bp)을 수천 개에서 수만 개를 분석함

으로써 미생물 생태 연구에 매우 적합한 방법으로 검증되었

다 (Jones et al., 2009). 

본 연구에서는 화학비료를 장기 시용한 논에서 재배한 

벼 뿌리를 대상으로 최신 연구기법인 파이로시퀀싱 기술을 

이용하여 세균의 군집구조를 분석함으로써, 재배환경이 벼 

뿌리 내생균에 미치는 영향을 조사하고자 하였다.

재료 및 방법

시료 채취   화학비료를 장기적으로 처리한 논에서 재배

한 벼의 뿌리 내생세균에 대한 군집분석을 수행하기 위해서 

경기도 수원시 서둔동 소재 국립농업과학원 장기 연용 시험

포장 (37 16' N, 126 59' E)을 선정하였다. 시험 포장은 1954

년 이후로 각기 다른 조합의 비료 성분을 구획 (6.3 × 8.3 
m) 별로 시용하였다 (Kim et al., 2011). 이들 처리구 중 3요

소구 (APK)와 무비구 (NF)에서 시료를 채취하였다. 3요소

구의 비료처리는 (NH4)2SO4 (N, 110 kg ha
-1 

year
-1
), P2O5 

(P, 70 kg ha
-1 

year
-1
), KCl (K, 80 kg ha

-1 
year

-1
)을 매년 

같은 비율로 장기간 처리하였다. 시험 재료를 위한 벼 품종

은 삼광벼로서, 수확 후 남은 뿌리를 2012년 2월에 채취하

였다. 

시료 처리 및 DNA 추출   채취한 벼 뿌리는 수 차례 

멸균수로 세척하여 남아 있는 토양을 완전히 제거 하였다. 

뿌리 표면은 Qin et al. (2009)의 방법에 따라 3 단계의 표

면 살균을 하였고 (5% NaOCl 5분, 2.5% Na2S2O3 10분, 75% 

ethanol 5분), 살균 후에는 멸균수와 NaHCO3로 세척하였

고, 마지막 세척액을 R2A (Difco) 배지에 접종하여 세균이 

자라지 않는 것을 확인하였다. DNA를 추출하기 위해서는 

표면 살균한 벼 뿌리를 액체 질소에 동결한 후에 멸균한 막

자 사발로 분쇄한 시료를 이용하였다. 분쇄한 후 가루 형태

의 시료 0.5 g에서 FastDNA SPIN Kit (MP Biomedicals, 

USA) 를 사용하여 제조사의 방법에 따라 metagenomic DNA

를 추출하였다. 추출한 DNA는 미량분광 광도계 (ACTgene, 

USA)를 이용하여 정량 하였다.

16S rRNA 유전자 증폭과 파이로시퀀싱 분석   추출

된 DNA에서 세균의 16S rRNA 유전자를 PCR 반응으로 증

폭하였다. PCR 반응을 위한 50 µL의 mixture는 1X PCR 

buffer (Roche, Germany), 각각의 dNTP 0.2 mM, 각각의 

primer 400 nM, bovine serum albumin (Sigma-Aldrich) 1 

mg mL
-1
, Taq DNA polymerase (Roche, Germany) 1.25 U, 

DNA (20-40 ng µL-1
) 1 µL를 혼합하여 제조하였다. PCR 반

응은 touchdown 방식으로 다음과 같이 3 단계로 수행하였

다. 초기 변성단계 (94℃, 5분)와 10회 반복 반응 (94℃ 30초, 

60℃ 45초, 72℃ 90초) 을 하였으며, 각 반복마다 annealing 

온도를 0.5℃ cycle-1
로 낮추었고, 이후에 20회 반복 반응 

(94℃ 30초, 55℃ 45초, 72℃ 45초)을 하였다. Primer는 

V1-9F (5́-barcode-AC (linker)-GAGTTTGATCMTGGCTCAG-3́ )

와 V3-541R (5́-barcode-AC (linker)-WTTACCGCGGCTGCTGG-3́)

를 사용하였다 (Chun et al., 2010). 증폭된 PCR 산물은 QIAquick 

Gel extraction kit (Qiagen, Germany)를 이용해서 정제하

였다. 최종적으로 얻어진 시료를 서울대학교 농생명과학공동

기기원 (NICEM, Korea)에 의뢰해서 454 GS FLX Titanium 

Sequencing System (Roche, Germany) 으로 염기서열을 결

정하였다. 

파이로시퀀싱 결과 분석   얻어진 염기서열들은 Mothur 

프로그램 (version 1.23.1) (Schloss et al., 2009)를 이용해

서 분석하였다. PyroNoise algorithm (Quince et al., 2011) 

과 UCHIME (Edgar et al., 2011)를 이용해서 낮은 품질의 

염기서열과 키메라를 제거하였다. 얻어진 고품질의 염기서

열은 silva taxonomy (Pruesse et al., 2007)를 이용해서 

80% 이상의 cutoff 값과 Bayesian 방법으로 분류하였다. 미

토콘드리아나 엽록체로 추정되는 서열들은 이후의 분석과정

에서 제거하였다. 최종 얻어진 서열들은 97% 유사도 수준에

서 average neighbor algorithm 방법으로 OTU (operational 

taxonomic units)를 결정하였다. 종 풍부도 지수 (Chao1, ACE), 

종 다양성 지수 (Shannon, Inverse simpson), 벤다이어그램, 

rarefaction curve와 Good’s coverage 등은 Mothur 프로그

램을 통해 계산하였다. 

염기서열의 계통분류   두 군집의 우점균 및 공유 염기

서열을 대상으로 계통분류를 수행하였다. 해당되는 OTU의 대

표 염기서열들과 근연 관계의 비교 염기서열들은 EzTaxon-e 

서버 (http://eztaxon-e.ezbiocloud.net; Kim et al., 2012)

에서 얻어 정렬하였다. ARB package 프로그램 (Ludwig et 

al., 2004)을 이용해서 전체 염기서열을 정렬한 후, MEGA 

프로그램 (version 5.0) (Tamura et al., 2011)을 이용하여 

분자 계통도를 작성하였다. 계통도 작성을 위한 알고리즘은 

neighbor-joining 방법 (Saitou and Nei, 1987)을 적용하였다.

결과 및 고찰

벼 뿌리 내생 세균 군집 다양성 비교   파이로시퀀싱

을 통해서 3요소구와 무비구 시료에서 각각 2,453개와 8,311

개의 염기서열을 얻었으며, 염기서열의 평균 길이는 각각 

413 bp와 443 bp였다 (Table 1). 낮은 품질과 키메라, 엽록
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Table 1. Summary of the pyrosequencing data obtained from endophytic bacteria in rice roots cultivated in fertilized (APK) and 
non-fertilized (NF) paddy soils.

Samplea
Number of reads

Number
of OTUs

Good’s
coverage

Richness estimator Diversity index 

Raw
Chimera 
removed

Analyzed Chao1 ACE Shannon
Inverse 

Simpson
Fertilization 
(APK)

2,453 950 950 177 0.91 273.2 406.6 3.85 13.2

Non-fertilization 
(NF)

8,311 3,551 950 72 0.95 240 453 2.04 3.65

aSymbols: NF, non-fertilized; APK, fertilized soil sample (A, ammonium sulphate; P, fused and superphosphate; K, potassium 
chloride)

Fig. 1. Rarefaction curves for OTUs of endophytic bacteria 
of rice roots cultivated from fertilized (APK) and non- 
fertilized paddy soil (NF), clustering at a 97% similarity 
cut-off. The curves were generated using 1,000-random 
samplings without replacement.

Fig. 2. Venn diagram at distance 0.03 of observed OTU groups 
obtained from each sample.

체 등을 제거한 후의 염기서열은 각각 3요소구 950개와 무

비구 2,938개였으며, 종 풍부도와 다양성을 비교하기 위해

서 3요소구 시료의 950개로 무비구 염기서열 수로 맞추어 

표준화한 후 비교, 분석하였다. 각각의 OTU는 3요소구와 

무비구의 시료에서 각각 177개와 72개가 관찰되어 비료 처

리구의 벼 뿌리 내생 세균 군집이 더 다양한 것으로 나타났

다. Good’s coverage는 97% 유사도 cut-off로 계산한 결과, 

3요소구 0.91, 무비구 0.95로 파이로시퀀싱 결과가 적절한 

것으로 나타났다. 3요소구 시료와 무비구 시료에서 종 풍부

도 추정치 (Richness estimator)와 다양성 지수 (Diversity 

index)를 비교할 때 Chao1 값과 Shannon, Inverse Simpson 

지수는 무비구에 비해 3요소구 시료에서 높았다 (Table 1). 

반면 ACE 값은 무비구 시료에서 더 높았다. Rarefaction 

curve분석으로 염기서열 수에 따른 각 시료의 종 풍부도를 

계산하였다 (Fig. 1). 3요소구 시료에서 염기서열수가 증가

함에 따라 무비구 시료보다 더 높은 OTU가 관찰되었으며, 

이러한 경향은 다양성 지수와 유사하였다. 

두 처리구 간의 OTU 분포를 벤다이어그램으로 도식화하

였다 (Fig. 2). 서로 공유하는 OTU는 22개로 이 중 3요소구 

시료는 428 개의 염기서열 (45.1%)이 공유 OTU에 포함되었

고, 무비구 시료에서는 832개 염기서열 (87.6%)이 포함되었

다 (Fig. 2). 이는 많은 동일한 세균 종이 두 시료에 서식하

고 있다는 것을 의미한다. 한편 522개 염기서열 (54.9%)은 

3요소구 시료에서만, 118개 염기서열 (12.4%)은 무비구 시

료에서만 존재하였다 (Fig. 2). 이러한 결과는 3요소구 시료

에만 특이적으로 서식하는 세균 종들이 더 많고, 그 결과 이 

시료의 군집 다양성이 증가된 것으로 판단된다.

벼 뿌리 내생 세균 군집의 분류   벼 뿌리의 세균 군집의 

문 (phylum) 수준에서 분포를 비교한 결과, 무비구 시료 (NF)

보다 3요소구 (APK) 시료에서 다양하였다. (Fig. 2). 두 시료 

모두 Proteobacteria가 우점하였고 (3요소구 84.6%, 무비구 91.7%), 

강 (class) 수준에서 3요소구 시료의 경우 Gammaproteobacteria 

(39.3%), Alphaproteobacteria (28.9%), Betaproteobacteria (15.5%)

가 우점하였다. 반면 무비구 시료에서는 Gammaproteobacteria 

(81.5%)가 대부분을 차지하였다. 한편 Actinobacteria가 두 

시료에서 유사한 비율을 차지하였고 (3요소구 6.7%, 무비구 

7.2%), Candidate division TM7과 Bacteroidetes는 3요소구 

시료 (각각 3.8%, 3.6%)에서 일정 비율로 존재하였으나, 무

비구 시료에서는 매우 낮았다 (0-0.4%).

동일한 시험포장의 비근권 토양에서 이전 연구 (Ahn et 
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Fig. 3. Phylum distributions of endophytic bacteria of rice roots cultivated from fertilized (APK) and non-fertilized paddy soil 
(NF).

al., 2012)에서 우점하였던 Chloroflexi 문은 3요소구 시료

의 벼 내생 세균으로 존재하지 않거나 무비구 시료에서는 

매우 적은 비율 (0.3%)을 차지하였다. 또한, 비근권 토양 시료

에는 Chloroflexi (20.8-27.7%)와 Proteobacteria (25.8-30.7%), 

Actinobacteria (4.7-14.8%)의 3개의 문이 우점하였으나, 

벼 내생 세균의 군집에서는 Proteobacteria (84.6-91.7%)가 

우점하는 것을 확인하였다. 세균 군집을 속 (genus) 수준에

서 살펴보면 Pseudomonas가 우점하였다 (3요소구 32.1%, 

무비구 79.6%). 

비배양 방법을 이용한 식물체 내생 세균 군집에 대한 다른 

연구들에서도 Actinobacteria, Bacteroidetes, Proteobacteria 

등이 우점하는 것으로 보고되었다. Ulrich et al. (2008)은 

포플라 수목의 잎에서 741개의 16S rRNA gene clone library

를 통해 Proteobacteria (82%)와 Actinobacteria (15%)가 가

장 우점하는 것을 밝혔다. Manter et al. (2010)은 파이로시퀀

싱 방법을 통해 감자 뿌리의 내생 세균 군집을 보고하였다. 감

자 뿌리에서도 내생 세균의 우점균은 Gammaproteobacteria 

(21.4%), Alphaproteobacteria (19.9%), Betaproteobacteria 

(1.6%), Bacteriodetes (30.4%), Actinobacteria (4.9%) 등 이

었다. Park et al. (2012)은 남극에 서식하는 이끼 (Sanionia 

uncinata)의 상층부와 하층부의 내생 세균 군집을 파이로시

퀀싱 기법으로 조사한 결과 전체 3,957 개의 염기서열에서 

Proteobacteria (65.6%), Bacteriodetes (29.1%), Actinobacteria 

(11.7%) 등이 우점하는 것으로 조사되었다. 이러한 연구결

과들은 다양한 식물체에 내생하는 세균들이 분류학상 대체

로 유사하다는 결과를 보여준다. 

배양적 방법을 이용한 식물체 내생 세균에 관한 다른 연구에

서도 Proteobacteria나 Actinobacteria가 주로 분리되었다. Park 

et al. (2007)은 충청도 7개 지역 벼 뿌리 시료 21점에서 44주의 

내생균을 분리하였다. 가장 많이 분리되었던 것은 Burkholderia 

속 (12주), Pseudomonas 속 (4주), Microbacterium 속 (4주), 

Mycobacterium 속 (3주) 등이었고, 이들은 Proteobacteria

나 Actinobacteria에 속하는 세균이었다. 이들 내생균은 식

물병원균에 대한 항진균 효과와 질소고정능을 지니는 것으

로 확인되었다. Kim and Lee (2011)는 벼 뿌리 내생균인 

Streptomyces 속 균주를 분리하여 식물병원균에 대한 항진균 

효과를 조사한 결과, Fusarium oxysporum, Rhizopus oryzae, 

Trichoderma sp. 등에 매우 높은 길항 작용을 가지고 있다

는 것을 확인하였다. 이러한 연구결과는 식물체 내생 세균

이 미생물비료나 미생물 농약과 같은 미생물제제로서의 이

용 가치가 높다는 것을 입증한다. 

벼 뿌리 내생 우점종의 계통분류   3요소구와 무비구 

시료의 우점균 (3요소구 45.1%, 무비구 87.6%)에 대해서 계

통 분류학적 분석을 수행한 결과, 두 시료에서 공유하는 22

개의 OTU는 Actinobacteria문의 2개 OTU (Otu174, Otu225)

를 제외하면 모두 Proteobacteria에 속하였다 (Fig. 3). 이들 

공유 OTU를 EzTaxon-e 서버에서 표준 균주와 비교했을 

때, Otu187 (93.8%) 을 제외하면 대부분 염기서열 유사도는 

97.1% 이상이었다 (97.1-100%). 공유하는 내생균 유래 염기

서열은 Pseudomonas 속이 가장 많은 비율을 차지하였다. 

Otu227은 Pseudomonas veronii의 표준 균주와 100%의 염

기서열 유사도를 보였고, 3요소구 시료와 무비구 시료에서 

각각 25.5%, 2.1%를 점유하였다 (Table 2). 한편, Otu221은 
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Fig. 4. Phylogenetic tree of 22 representative endophytic bacterial OTUs which were shared between two rice roots cultivated 
from fertilized (APK) and non-fertilized (NF) soils. Only one representative sequence for each OTU was included in the tree. 
The black spots on the tree nodes indicate bootstrap support above 80% based on 500 iterations inferred by neighbor-joining 
analysis. The scale bar indicates a 0.05 estimated change per nucleotide.

Pseudomonas arsenicoxydans와 100%의 유사도를 보였고, 

3요소구 시료와 무비구 시료에서 각각 3.5%, 47.9%를 차지

하였다. 이전 연구들에서 보고된 바와 같이, Pseudomonas 

균들이 근권 시료 등에서 분리되었으며 이 균주들이 식물체

내에서 siderophore를 생산하거나, 길항작용, 정족수 인식

작용 (quorum-sensing) 등에 관여하는 것으로 알려져 있다 

(Mercado-Blanco and Bakker; 2007, Saravanakumar and 

Samiyappan 2007; Stockwell and Stack 2007). Pseudomonas

속 이외에도 질소 고정균으로 알려진 Bradyrhizobium속이

나 Rhizomicrobium속과 높은 유연관계를 보이는 다수의 

OTU들도 확인되었다. 이들 벼 뿌리에 우점균으로 서식하는 

내생 세균들은 식물체내에 공생하면서 질소고정, 식물병 방

어기작에 중요한 유도 저항성에 관여한다는 것은 여러 연구

에서도 보고된 바 있다 (Lian et al., 2008; Strobel et al., 

2004; Taghavi et al., 2010). 그러나, 식물체내 내생 세균

이 다양하고 배양되지 않는 내생 세균이 많다는 점을 고려

할 때, 이들 내생균의 중요한 생태학적 역할에 대한 연구가 

더욱 필요할 것으로 생각된다. 따라서 향후 벼 뿌리 내생 우

점균을 분리하여 벼의 생장과 관련된 상호작용을 밝히는 것

은 매우 의미 있는 연구일 것이다.
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Table 2. Nearest neighbors of the 22 representative endophytic bacterial OTU groups which are shared between two samples, 
fertilized (APK) and non-fertilized (NF) rice roots.

Group APK NF Nearest type strain Similarity Difference/Total nt
%* % %

Otu221 3.5 47.9 Pseudomonas arsenicoxydans 100 0/440
Otu227 25.5 2.1 Pseudomonas veronii 100 0/446
Otu222 0.4 18.5 Pseudomonas arsenicoxydans 100 0/324
Otu217 0.1 6.4 Pseudomonas viridiflava 99.1 4/445
Otu225 0.2 6.0 Arthrobacter oryzae 99.8 1/450
Otu211 4.5 0.3 Bradyrhizobium oligotrophicum 99.8 1/446
Otu213 2.6 1.6 Bradyrhizobium oligotrophicum 99.8 1/446
Otu183 2.2 0.2 Rhizomicrobium electricum 99.6 2/444
Otu162 2.1 0.1 Pseudomonas simiae 98.3 7/442
Otu209 0.1 2.0 Janthinobacterium lividum 100 0/440
Otu182 1.4 0.1 Pleomorphomonas oryzae 100 0/443
Otu208 0.1 0.9 Pseudomonas agarici 98.7 6/449
Otu204 0.9 0.1 Rhizomicrobium electricum 97.5 11/438
Otu167 0.1 0.3 Pseudomonas arsenicoxydans 98.9 5/446
Otu185 0.3 0.1 Pseudomonas fragi 99.1 3/343
Otu174 0.1 0.2 Cryobacterium arcticum 99.4 2/354
Otu197 0.2 0.1 Duganella zoogloeoides 98 9/447
Otu202 0.2 0.1 Duganella zoogloeoides 98.9 5/453
Otu148 0.1 0.1 Duganella phyllosphaerae 98.2 8/434
Otu155 0.1 0.1 Pseudomonas simiae 98.3 7/422
Otu163 0.1 0.1 Sphingomonas desiccabilis 97.1 13/443
Otu187 0.1 0.1 Blastochloris sulfoviridis 93.8 27/434
*, The percentage of OTU group in all bacterial sequences obtained from each sample. 

본 연구에서는 16S rRNA 유전자 기반의 파이로시퀀싱을 

이용하여, 장기 비료 연용지의 3요소 처리구에서 재배한 벼 

뿌리의 내생세균 군집이 무비구보다 훨씬 높았다는 것을 밝

혔다. 이것은 양분 투입이 식물의 생장은 물론 식물체내 근

권 미생물 군집 구조에도 영향을 미치는 것을 의미한다. 따

라서 본 연구의 결과는 작물 내생 세균 군집을 토양의 양분

관리 및 작물 생장과 연관시켜, 향후 비료 시용을 포함한 최

적 작물 재배 환경을 구축하는 데 기초적인 정보를 제공할 

것으로 기대한다.

요     약

화학비료의 장기 시용이 벼 내생 세균 군집에 미치는 영향

을 조사하기 위해서 국립농업과학원의 장기 비료 연용 포장에

서 재배한 벼 뿌리의 내생균의 군집을 파이로시퀀싱 기법으로 

분석하였다. 3요소구 (APK)와 무비구 (NF) 시료에서 직접 

DNA를 추출하여 세균에 특이적인 barcode PCR을 수행한 후 

454 파이로시퀀싱을 하였다. 두 시료 (3요소구, 무비구)에서 

1,900개의 염기서열을 얻었으며, 각각 177개와 72개의 OTU로 

분류하였다. 두 시료는 22개의 OTU를 공유하였으며, 이들 

OTU는 두 시료에서 모두 우점하였다. 특히 Pseudomonas속

에 속하는 OTU의 비율이 매우 높았다. 문 (phylum) 수준에서 

우점하는 내생균은 두 시료 모두 Gammaproteobacteria, 

Alphaproteobacteria, Betaproteobacteria, Actinobacteria 등 

이었다. 처리구별로 계산한 다양성 지수는 3요소구 시료에

서 더 높았다. 본 연구를 통해 장기간 비료 시용은 식물체내 

존재하는 내생균 군집 구조에 영향을 주며, 벼 뿌리의 내생 

세균의 군집 다양성을 증가시키는 것을 알 수 있었다.
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