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요   약   문

Ⅰ. 제   목
    황해 주요 갯벌의 저서성 규조류 다양성 분석 기법 개발 및 데이터베이
스 구축

Ⅱ. 연구개발의 목적 및 필요성

 1. 연구개발의 목적   
  본 연구에서는 황해의 유형별 주요 갯벌에서 저서성 규조류의 데이터베이스 구축 및 
다양성 분석 기법의 개발을 통해 저서생태계의 기능 및 구조 변동, 저서성 규조류 생
물 다양성 규명 및 모니터링을 위한 기반 마련  

 2. 연구개발의 필요성
○ 우리나라의 갯벌은 세계 5대 갯벌 중의 하나이나, 환경오염과 지속적인 연안개발로 

해양 환경의 지속가능성이 현저히 낮아지고 있으며, 이로 인해 생태적 기능의 변화 
및 저하와 더불어 해양 가치 저하 및 혜택 감소가 야기됨

○ 갯벌 보전에 대한 요구가 높아짐에 따라 국내외적으로 갯벌의 이해, 활용 등을 
위한 해양 보호구역의 확대, 지정이 이루어지고 있으며, 이에 갯벌생태계 기능 및 
구조에 대한 정확한 현황 파악과 이를 기초로 하는 지속가능성 증대를 위한 연구가 
요구됨

○ 그러나 갯벌생태계의 기능 및 구조에 대한 우리의 지식은 명확하지 않고, 이러한 
급진적인 환경 변화에 대처하기 위한 기초 자료 및 연구는 부족한 실정임

○ 갯벌생태계에서 저서미세조류는 주요 일차생산자로 에너지 및 물질 순환과 갯벌 
생태계 기능 유지에 매우 중요한 역할을 수행하지만 현장 조사, 시료 획득 및 처리, 
분류 및 동정 등 연구 방법의 어려움으로 인해 주요 연구 대상에서 소외되어 왔음 

○ 그 결과, 저서미세조류의 다양성 및 생태 특성에 대한 이해는 매우 부족한 
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실정이며, 이는 연안생태계의 구조 및 기능 이해와 온난화 및 기후변화에 따른 
연안생태계 변동을 예측함에 있어서 불확실성을 증가시킴

○ 그 중에서도 최우점하는 저서성 규조류는 현재까지도 형태학에 기반을 둔 전통적인 
분류학에 의존하고 있으며, 분자학적 기법을 활용한 거의 전무한 실정임. 복잡하고 
광역적인 갯벌생태계의 특성을 감안하면 추후 생물다양성 및 생태 특성 연구 
분야에서 NGS 기법의 적용 및 도입은 필연적임

○ NGS 분석 기법의 적용을 위해서는 양질의 데이터베이스의 확충이 필수적으로 
요구되지만 기존의 데이터베이스는 매우 부족하고 확충을 위한 노력과 지원은 매우 
미흡한 실정임

○ 그러므로 본 연구를 통해 양질의 데이터베이스와 NGS 분석 기법을 확보하여 갯벌 
저서성 규조류 생물 다양성 규명 및 광역적 갯벌 생태 모니터링을 위한 기반 마련

Ⅲ. 연구개발의 내용 및 범위
○ 서해안 다양한 환경의 갯벌에 서식하는 저서성 규조류의 균주 확보
○ 저서성 규조류의 데이터베이스 구축
○ 저서성 규조류의 다양성 분석을 위한 NGS 기법 개발

Ⅳ. 연구개발결과
○ 서해 주요 갯벌에서 2018년 7월부터 2020년 5월까지 2년간 격월로 현장조사 수행
○ 현장 조사 시 이화학적 요인(영양염, 입도, 함수율, 온도, 미세조류 생체량, 미세조

류 색소) 분석을 위한 시료 확보
○ 갯벌 퇴적물 시료에서 저서성 규조류 배양주를 분리하여 341개의 단일 배양주 

확보
○ 속 이하의 수준으로 동정된 319개의 배양주는 8목 16과 24속 77종으로 나뉨
○ 확보된 배양주들에 대한 867건의 염기서열 정보 획득(18s rDNA: 244개, rbcL: 

341개, cob: 282개)
○ 각 분자마커들의 해상력 비교 및 활용가능성 검토
○ NGS 분석을 위한 reference DB 및 퇴적물 시료를 이용한 sample library 구축 
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Ⅴ. 연구개발결과의 활용계획
○ 분자 기법의 도입으로 기존의 형태 기반 분석법의 한계점을 극복할 수 있으며, 

분석자 및 과정에 따른 차이를 줄여 연구결과에 대한 상호 비교를 가능케하여 
장기적, 광역적 분석 기반 마련

○ 우리나라 서해안의 주요 갯벌에서 서식하는 저서성 규조류에 대한 인벤토리 구축 
및 형태 분자학적 기초자료 확보를 통한 데이터베이스 확충을 통해 아직 미개척 
분야인 갯벌 저서성 규조류에 대한 연구 선도

○ 실제 갯벌에 서식하는 난분류성 저서규조류의 서식환경에 따른 다양성 규명 및 
기초적 생태 특성의 연구를 통한 갯벌 생태계 기능적 측면의 이해 재고

○ 본 연구를 통해 확보한 결과는 기후 변화에 따른 생물다양성 및 연안 생태계기능 
및 생산량 변화 모니터링 연구로 발전시켜 생태계모델링의 기초 자료로 활용 가능

○ 본 연구는 갯벌에서 최우점하는 저서규조류를 대상으로 수행되나, 본 연구에서 
활용하는 연구 기법은 부유성 규조류뿐만 아니라 적조 생물 및 다양한 미세조류로 
확대 적용할 수 있으며, 이들 통해 주요 현안과 관련된 해양생태계 변동 예측 등의 
종합 연구로 발전 가능 
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제 1 장 서 론

1. 연구개발 필요성

우리나라의 갯벌은 세계 5대 갯벌 중의 하나이나, 환경오염과 지속적인 연안개발로 해

양 환경의 지속가능성이 현저히 낮아지고 있으며, 이로 인해 생태적 기능의 변화 및 저하

와 더불어 해양 가치 저하 및 혜택 감소가 우려되고 있다(김과 강, 2005). 갯벌 보전에

대한 요구가 높아짐에 따라 국내외적으로 갯벌의 이해, 활용 등을 위한 해양 보호구역의

확대, 지정이 이루어지고 있으며, 이에 갯벌생태계 기능 및 구조에 대한 정확한 현황 파

악과 이를 기초로 하는 지속가능성 증대를 위한 연구가 요구된다. 그러나 갯벌생태계의

기능 및 구조에 대한 우리의 지식은 명확하지 않고, 이러한 급진적인 환경 변화에 대처하

기 위한 기초 자료 및 연구는 부족한 실정이다.

갯벌에 서식하는 저서성 미세조류 중 가장 대표적인 분류군은 규조류로, 이 그룹은 미

세조류 중 가장 큰 그룹을 이루고 있으며, 전세계적으로 분포하여 지표생물로서 매우 의

미 있는 그룹이다(Yallop et al., 1994; Thornton et al., 1999; Gowda et al., 2001; Mann

et al., 2010). 저서성 미세조류는 다양한 연안 생태계에서 중요한 일차생산자로

(Hauboisa et al., 2005), 때때로 주된 일차생산자의 역할을 하기도 한다(Underwood and

Kromkamp, 1999). 또한 이들은 수층과 퇴적층 사이의 영양염의 교환을 일으키는 역할을

수행한다(Thornton et al., 1999). 이 그룹은 갯벌 내에서 대게 군체 형태로 생육하며,

biofilm 또는 mat를 형성한다. Mat와 biofilm의 주요 성분은 polysaccharide로 저서성 미

세조류의 안정적인 생장에 도움을 줄 뿐만 아니라 퇴적물의 안정성에도 크게 기여한다

(Yallop et al., 1994; Underwood and Barnett, 2006). 저서성 규조류는 부유성 규조류에

비해 종 수가 많은 것으로 알려져 있지만, 부유성 종들에 비해 연구 대상에서 외면 받아

왔기에 그에 대한 정보는 부족한 실정이다. 또한 기존의 저서성 규조류에 대한 연구들도

주로 담수역에서 수행되었기 때문에, 오랜 연구 역사에도 불구하고 여전히 많은 부분이

미지의 영역으로 남아있다. 이는 국내에서도 비슷한 실정이다. 국내에서 지금까지 알려진

규조류는 총 1,681 종으로 그 중 해양 규조류는 761종으로 알려져 있지만 대체로 부유성

종들이 보고되어 있다(환경부 2015).

저서성 규조류는 앞서 언급한 바와 같이 연안 저서생태계 내에서 생태학적 기능의 유

지를 위해 중요한 역할을 하고 있으며, 연안생태계 평가 및 모니터링을 위한 좋은 지표

생물이다. 저서규조류의 생체량과 분포에 영향을 미치는 요인은 영양염과 입도 등 다양하

며, 이러한 이화학적 요인의 변화는 갯벌 기능 및 생산량 변화로 이어질 수 있다. 갯벌
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간척사업의 결과로 갯벌 생태계의 생산력과 기능이 크게 저하되고 생물다양성이 감소되

고 있으며, 기후변화, 해양산성화 등 전지구적인 현안들로 인해 저서규조류의 군집구조를

비롯한 해양미세조류 군집 구조의 변화가 예측되고 있다(Beardall et al., 2009). 따라서

갯벌 저서성 규조류에 대한 모니터링 기법의 개발이 필요하며, 갯벌 서식지별 저서규조류

의 생태 특성 파악을 통해 서식환경 변화에 따른 군집구조 및 기능 변화 양상을 판단하

고 변동 추이에 대한 추정이 가능할 것으로 기대된다.

저서성 규조류를 대상으로 한 NGS 기법의 적용 연구는 전 세계적으로 아직 시작단계

에 머물러 있는 실정이다(Medlin, 2018). 분자계통학적 연구방법은 전통적인 형태학적 분

석기법과는 달리 여러 시료를 동시에 분석할 수 있으며, 보다 빠르고 간편하면서도 정확

한 연구가 가능하다. 따라서 규조류 동정 및 분류, 다양성 분석 연구에 분자 기법의 적용

기법의 개발을 통해 기존의 규조 연구의 어려움을 해소하는데 기여할 수 있으며, 각기 다

른 지역에서의 연구 결과들의 직접적인 비교와 광역적이고 장기적인 연구가 가능하다. 따

라서 저서성 규조류 다양성 분석을 위해 분자 기법의 개발과 적용 가능성 검토가 필요하

다.

2. 연구개발 목적

본 연구에서는 황해의 유형별 주요 갯벌에서 저서성 규조류의 데이터베이스 구축 및

다양성 분석 기법의 개발을 통해 저서생태계의 기능 및 구조 변동, 저서성 규조류 생물

다양성 규명 및 모니터링을 위한 기반 마련하고 한다.
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제 2 장 국내외 기술개발 현황

1. 국내외 기술개발 현황

지금까지 국내에서는 연안 갯벌에서 저서성 미세조류에 대한 다양한 연구들이 있었으

며, 현재까지도 이어지고 있다. 심과 조 (1984)는 퇴적물의 입도와 현존량을 분석하여 양

의 상관관계를 보임을 밝혔으며, Choi (1988)는 입도에 따라 일부 종의 출현 양상이 달라

짐을 보고하였다. 그 외에도 퇴적물의 특성에 따른 규조류의 출현 양상에 대한 연구가 이

루어져 왔다(조, 1988; 오와 고; 1991). 유와 최 (2005)는 갯벌 내 미세조류의 분포와 더불

어 일차생산력에 대한 연구를 실시하였고, 이 (2002)는 이화학적 요인에 따른 미세조류의

수직 분포에 대한 연구를 실시하였다. 또한 최 등 (2010)은 위성자료를 이용하여 갯벌의

퇴적환경과 저서 미세조류 환경에 대해 분석하고자 하였으며, HPLC 기법을 활용한 갯벌

내 저서미세조류의 생체량 및 군집 조성 분석이 이루어졌다(오 등, 2004; 이 등, 2009; 이

등, 2012). 그 밖에 주로 갯벌이 잘 발달된 서해 및 서남해역에서 갯벌 환경 변화와 저서

성 미세조류의 생체량과 군집 구조 변화에 대한 많은 연구가 진행되었다(Kim and Cho,

1985; Lee, 2002; 이, 2003; 나와 이, 2011; 이와 정, 2011; 최 등, 2013). 국외에서는 현미

경을 이용하여 갯벌에 서식하는 미세 형태 및 분포 양상에 관한 연구와(Aleem, 1950;

Hopkins, 1964; Law, 1988; Underwood et al., 1988; Ohtsuka, 2005; Aktan & Aykul,

2005; Trites et al., 2005; Haubois et al. 2005; Ribeiro, 2010), 계절 및 환경요인 변화에

따른 반응에 대한 연구(Admieaal & Peletier, 1980a, b; Jong & Admiraal, 1984;

Peletier, 1996; Watermann et al., 1999; Wachnick et al., 2010; Du et al., 2012) 등 기반

연구가 꾸준히 이루어지고 있다. 이와 더불어, 최근에는 갯벌 저서 규조의 일차생산에 대

한 연구 (Hendrarto & Nitisuparjo, 2009; Chevalier et al., 2010)와 세포외 분비 물질의

기능에 대한 연구(Brouwer et al., 2006; Mckew et al., 2011) 등 다양한 분야에 대해 연

구가 진행되고 있다.

근래에는 이러한 어려움을 극복하기 위해 규조를 대상으로 DNA 염기서열을 이용한

분자계통학적 연구와 동정을 위한 DNA barcoding 연구가 활발히 이루어지고 있다

(Evans et al. 2007; Jahn et al. 2007; Moniz and Kaczmarska, 2010). DNA barcoding 및

meta-barcoding기법의 이용을 통해 형태적으로 유사한 종들과 속들의 나눌 수 있게 되었

다(그림 1). 이는 광학현미경에 의한 동정을 기반으로 한 현 분류 체계의 정정으로 이어

지고 있으며, 분류체계의 변화에 따른 논란이 지속되고 있다(Medlin, 2018).
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그림 1. Pseudo-nitzschia 속의 종들에 대한 미세 형태 분석 기법 및 분자마커 
별 종 동정 해상력 비교(Medlin, 2018).    

2. 현기술 상태의 취약성

앞서 언급한 바와 같이 저서성 규조에 대한 연구들은 과거부터 지속적으로 이루어지고

있지만, 각각의 연구들에서 명명법 또는 분류체계에서 차이 또는 저자에 따른 동정의 차

이 등에 의해 제대로 정립되어 있지 않으며, 각각의 자료들을 상호비교 하는 것도 또한

어렵다(Underwood and Barnett, 2006). 이는 규조 연구의 어려움에 기인하는데, 규조의

전통적인 형태학적 연구 방법은 각 종들의 모양, 크기, 피각의 미세구조를 이용한 것이었

다. 이러한 방법은 종의 동정의 어려움 때문에 숙달되기까지 오랜 기간의 훈련이 필요하

다. 또한 갯벌에서 저서성 규조 군집 구조를 연구하는 것은 분류 체계 및 동정의 어려움

과 더불어 방법적인 어려움 때문에 연구 수행이 어려웠다(Sullivan and Currin, 2002). 따

라서 과거에는 종 수준의 군집 구조에 대한 연구를 피하거나, 색소 분석을 이용한 조사를

수행하기도 하였다(Brotas and Plante-Cuny, 2003). 최근 분자학적 기법을 이용한 연구들

이 시도되고 있으나 전세계적으로 아직 시작단계에 머물러 있는 실정이다(Medlin, 2018).

이로 인해 갯벌에서 저서성 규조의 중요성에도 불구하고 군집 구조 및 동태와 같은 분포

및 생태에 대한 연구가 명확하게 이루어지지 않은 실정이다.
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제 3 장 연구개발 내용 및 결과

1. 연구개발 수행 내용

가. 연구 기간 및 조사 계획

○ 총 연구 기간은 3년으로 격월 조사를 수행(그림 2)

○ 서해안에 위치한 국내 주요 갯벌 4곳에 대해 각 조사 지역 별로 상부, 중부, 하부

조간대에 각각 조사 정점을 설정하여 저서성 규조류의 광역 및 국지적 분포 특성

분석 (그림 3)

○ 현장 조사 시 서식지 환경 분석을 위한 데이터 및 시료 획득

그림 2. 연구 개발 로드맵

나. 저서규조류 균주 확보, 관찰 및 동정

○ 도립현미경과 pasteur’s pipette을 이용하여 단일 균주로 분리. f/2 배지를

이용하여 2-3주 간격으로 계대배양

○ 균주의 동정을 위해 광학현미경 및 주사전자현미경을 이용하여 morphometric

data 및 이미지 획득
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다. 균주의 DNA 추출 및 sequencing

○ 각 균주로부터 genomic DNA 추출 및 PCR (18S V4 region, rbcL, cob gene 등),

sequencing 진행하여 sequence 데이터 확보

○ 획득 자료 및 GenBank DB를 활용하여 각 마커 유전자 별 데이터베이스 구축

라. NGS 기법을 이용한 저서규조류 다양성 분석

○ 조사 시기별 퇴적물 시료에서 DNA를 추출

○ MiSeq 기법을 활용하여 NGS 분석 실시 및 Mothur 프로그램을 통한 데이터

처리(그림 3)

그림 3. 저서성 규조류 데이터베이스 구축 및 NGS 분석기법 개발을 위한 연구 흐름도. 

2. 연구개발 결과

가. 서해 주요 갯벌에서의 현장조사 수행

서해 주요 갯벌에서 2018년 7월부터 2020년 5월까지 2년 동안 격월로 현장조사를 수행

하였다(그림 4). 현장 조사 시 배양주 분리용 시료 및 퇴적물 DNA 시료, 이화학적 요인

(영양염, 입도, 함수율, 온도, 미세조류 생체량, 미세조류 색소) 분석을 위한 시료를 확보
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하였다.

그림 4. 조사 대상 정점. GH: 여차리 갯벌(강화군 화도면 여차리), TA: 근소만 갯
벌(태안군 소원면 법산리), GS: 곰소만 갯벌(GS1 - 부안군 줄포면 우포리, GS2 - 
고창군 심원면 하전리, GS3 - 고창군 심원면 만돌리), HP: 함평만 갯벌(HP1 – 무
안군 현경면 송정리, HP2 – 무안군 현경면 수양리, HP3 – 함평군 함평읍 석성리).

갯벌 내에서 생육하는 저서성 규조는 영양염 농도, 수온, 염분, 조도, 바람, 조위 등 다

양한 환경 변화를 겪게 된다. 따라서 저서성 규조는 환경 조건에 대한 내성이 넓은 편인

데, 이는 하루 동안에도 조위에 의해 퇴적물의 온도, 염도, 산소함유량, 수분 함량이 달라

지기 때문이다. 따라서 부유성 미세조류에 비해 계절에 따른 변화가 상대적으로 적고, 연

중 높은 생체량을 보인다(이 등, 2009; Colijn and Dijkema, 1981). 그러나 저서성 규조류

의 환경 조건에 대한 내성이 넓다 하더라도 그들의 생태적 지위는 명확하여 계절적 군집

구조 및 풍도의 변화가 나타나며, 이러한 변화는 수온 및 조도 등 기후 인자 변화의 결과

로 볼 수 있다(Underwood, 1994; Underwood and Provot, 2000). 따라서 이들의 군집 구

조 및 다양성 변동에 영향을 미치는 요인들을 분석하기 위해 현장 조사 시 이화학적 요

인 분석을 위한 자료 및 시료 확보를 수행하였다. 이화학적 요인들 중 미세조류 생체량,

지시색소 분포, 함수율, 퇴적물 온도 등은 일부 또는 전체 시료에 대한 분석이 완료되었

으며, 이를 그림 5에 나타내었다. 그러나 퇴적물 입도 분석용 시료는 과산화수소 및 염산

을 이용한 전처리가 완료된 상태이나 분석은 수행되지 않았으며, 영양염 역시 분석이 진
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행되지 않았다. 따라서 저서성 규조류의 군집 동태 및 다양성과 환경요인과의 관계에 대

한 고찰은 현재 단계에서는 어렵다.  

그림 5. 강화 여차리와 태안 근소만 갯벌의 퇴적물 내 미세조류 생체량 및 규조류 지시색
소, 기온 및 퇴적물 온도의 변화.

나. 저서성 규조류의 배양주 확보

현장 조사 시 획득한 갯벌 퇴적물 시료에서 저서성 규조류 배양주를 분리하여 341개의

단일 배양주를 확보하였다. 그 중 319개의 배양주에 대해서는 속 이하의 수준으로 동정이

완료되었다. 형태적으로 총 319개의 배양주는 8목 16과 24속 77종으로 나뉘었고, 이중 7

종은 중심돌말류(centric diatom)이었으며, 그 외의 종들은 우상돌말류(pennate diatom)로
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나타났다(그림 6). Navicula 속에 속하는 종들이 34종으로 가장 많았으며, 그 다음은

Halamphora (18종), Nitzschia (17종), Entomoneis (10종) 속 순이었다. 분리된 일부 종

들에 대한 광학 및 전자현미경 사진을 그림 7와 8에 나타내었다. Navicula는 규조류 중

가장 큰 속이며, 그 다음은 Nitzschia 이다 (Mann, 1986). 이들 속의 종들은 대부분의 갯

벌 생태계에서 우점하는 것으로 알려져 있다 (Fernandes et al., 1999; Cibic et al., 2012).

이들 속의 우점은 펄조간대의 퇴적환경과 유의한 관계를 가진다. 두 속의 종들은

biraphid diatom이며, 운동능력을 가지고 있어 침전이 계속적으로 진행되고 주기적으로

환경이 변화하는 조간대에서 생육하기 유리할 수 있다 (Sullivan, 1978). 반면

Halamphora 및 Amphora 속의 종들은 모래 퇴적 환경을 선호하는 것으로 알려져 있으

며(Mitbavkar and Anil, 2002), 본 연구에서도 GS2와 GS3 HP3 등 모래 비율에 높은 정

점들에서 주로 분리되었다. 더불어 본 연구를 통해 2019년 국가생물종목록(환경부, 2019)

을 기준으로 총 14종의 국내 미기록종을 발견하였으며, 종수준으로 동정되지 않은 배양주

들에 대해서 추가적인 분석이 이루어지면 미기록종 및 신종의 추가적인 발굴이 가능할

것으로 판단된다.

그림 6. 본 연구에서 분리된 저서성 규조류의 분류군별 종 수 현황
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그림 7. 서해 주요 갯벌에서 분리된 저서 규조류의 광학현미경 사진. a. Halamphora 
holsatica; b. Halaphora tumida; c. Amphora aff. spartinetensis; d. Amphora sp.3; 
e. Amphora sp.1; f. Halamphora costata; g. Halamphora coffeaeformis; h. 
Diploneis sp.; i. Sellaphora sp.2; j. Biremis sp.; k. Surirella sp.; l. Navicula 
duerrenbergiana; m. Navicula sp.6; n. Navicula aff. mollis; o. Navicula 
ramosissima; p. Navicula pseudosalinarioides; q. Navicula sp.6; s. Pleurosigma 
sp.; t. Nitzschia rhopalodioides; u. Nitzschia calcicola; v. Pasmmodictyon 
constrictum; w. Nitzschia sp.3; x. Tryblionella apiculata; y. Entomoneis 
pseudoduplex

그림 8. 서해 갯벌에서 분리된 저서 규조류의 주사전자현미경 사진. a-d. 
Pleurosigma sp.; e-h. Surirella sp.; i-l. Halamphora staurophora.
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다. 저서성 규조류의 유전자별 염기서열 확보

확보된 배양주들에 대해 18S rDNA (244개, 약 1850 bp) 및 rbcL (341개, 약 1450 bp),

cob (282개, 약 300 bp) 유전자에 대한 염기서열정보를 확보하였다(표 1). 확보된 각 유전

자별 염기서열들을 BLASTn 알고리즘을 이용하여 GenBank 데이터베이스와 비교해 본

결과, 대부분의 종들에서 형태 분류와 불일치가 확인되었으며, 특히 18S rDNA의 경우

99.0%의 높은 유사성을 가지는 종들도 형태적으로 차이를 보이는 것을 확인할 수 있었

다. rbcL과 cob 유전자는 전반적으로 각각 97.7%와 82.1%의 낮은 수준의 identity를 보였

다.

Gene No. of 
strains

No. of obtained 
sequences (%)

BLAST match 
success (%)

Mean 
similarity S.D. %PI

18S
341

244 (71.6%) 101 (41.4%) 0.990 0.014 30.4
rbcL 341 (100%) 128 (37.5%) 0.977 0.021 39.1
cob 282 (82.7%) 17 (6.0%) 0.821 0.130 67.8

표 1. 전체 확보 배양주의 3개 유전자에 대한 확보 시퀀스 수와 BLAST 성공 수 및 평균 
유사도. BLAST 성공은 형태 동정 결과와 일치한 것을 의미하며, %PI는 
parsimony-informative sites의 비율을 의미함.

라. 저서성 규조류 분석을 위한 각 분자마커의 적용가능성 비교

본 연구에서는 각 유전자별로 획득한 염기서열을 통해 분자 마커로서의 활용가능성을

평가하였다. 각 유전자의 전체와 각 코돈별 p-distance를 비교해 본 결과, 미토콘드리아

DNA의 cob 유전자가 매우 높은 변이율(23.6%)을 보였으며, 각 코돈 포지션 별 비교에서

도 높은 수치를 보였다(그림 9).

그림 9. 3가지 유전자의 유
전체 전체와 각 codon 
position 별 p-distance 
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특히 3rd codon position의 변이율이 42.9% 이상으로 rbcL 및 18S보다 높아 분자마커

로써의 높은 활용 가능성을 보여주었다(그림 10). 이러한 결과는 cob이 다른 분자마커에

비해 유전적 다양성이 매우 높고 염기서열 조성이 전체 규조류 그룹 내에서 변화가 크다

는 것을 의미한다. 반면 18S rRNA는 가장 긴 염기 서열 길이에도 불구하고 p-distance

가 작기 때문에 오인 가능성이 높다는 것을 암시한다.

주요 배양주들에 대한 maximum likelihood 계통수를 작성하여 비교한 결과에서도 각

분자마커의 해상력은 cob이 가장 높았으며, 18S의 경우 가장 낮은 수준을 보여준다(그림

11). 지금까지 GenBank에 구축된 규조류 염기서열 정보를 살펴보면 시퀀스 수와 종 수

모두 18S가 가장 많고 rbcL이 그 다음으로 나타났다(그림 12). 특히 rbcL의 경우 시퀀스

수는 아직 18S에 비해 적은 것으로 나타났으나, 종 수는 거의 유사한 수준을 보였다. 미

토콘드리아DNA 중에서는 cox1이 가장 많은 수를 보였으며, 본 연구에서 활용된 cob의

경우에는 집계가 무의미한 수준이었다. 본 연구에서 cox1을 활용하기 위해 시도하였으나

PCR 및 sequencing 성공률이 매우 낮았으며, 이는 아마도 인트론의 존재로 인한 것으로

추측된다. 따라서 현재 데이터베이스 구축 현황과 각 유전자의 분기 수준을 고려할 때

rbcL은 현실적인 대안이 될 수 있다. 그러나 앞서 언급한 바와 같이 저서성 규조류에 대

한 Blast 검색 성공률은 낮은 수준이며, 이는 저서성 규조류에 대한 데이터베이스가 여전

히 부족하다는 것을 시사한다.

그림 10. rbcL과 cob 유전자의 saturation test 결과. 각 유전자의 변이율을 유전체 
전체와 codon position 별로 비교분석하였음



- 19 -

그림 11. 각 분자마커별 주요 배양주들에 대한 maximum likelihood 계통수 비교.

그림 12. 저서성 규조류의 분자마커별 GenBank 내 등록된 시퀀스 수 및 종 수 변화.

마. 저서성 규조류 다양성 규명을 위한 NGS 분석

본 연구에서는 NGS 분석을 위해 현장 조사 시 퇴적물 시료를 확보하여 PowerSoil

DNA Isolation Kit를 이용하여 genomic DNA를 추출하였다. NGS 분석을 위한 플랫폼으

로는 분석 Illumina사의 MiSeq을 활용하였으며, 이를 위해 각 분자마커별로 활용이 가능
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한 primer set을 선정하였다(표 2). 추출된 DNA와 primer set을 이용하여 amplicon PCR

을 수행하였으며, PCR 산물과 Nextera XT Index pirmer kit set A, B를 이용하여 index

PCR을 수행하였다. 각 단계의 PCR 결과물은 AMPure XP bead를 이용하여 정제하였다.

DNA 정량은 NanoDrop ND-1000을 이용하여 수행하였다. 위의 과정을 통해 NGS 분석

을 위한 라이브러리를 준비하였고 현재 18S 및 rbcL의 경우에는 라이브러리 준비가 완

료된 상태이며, cob의 경우에는 amplicon PCR 이후 정제가 완료된 상태이다.

 Gene  Primer set  Sequence  Read Length

 18S v4
 DIV4for  GCGGTAATTCCAGCTCCAATAG

 337 bp
 DIV4rev3  CTCTGACAATGGAATACGAATA

 rbcL
 DrbcL265F  TAYCGYGTAGATCCAGTTCCA

 431 bp
 DrbcL695R  GCACGRTTRATASCTTCCAT

 cob
 cobF124  GCTTGGAGTTTTGGDTCTTYDGC

 327 bp
 cobR451  CATGCWAATGGYGCYTCHATGTT

표 2. NGS 분석을 위한 각 유전자별 primer set

Reference 데이터베이스는 18S의 경우에는 SILVA (SSU 138)에서, rbcL과 cob은

GenBank로부터 받은 자료에 본 연구에서 확보한 염기서열들을 추가하여 제작을 완료하

였다(표 3). 세 가지 분자마커 모두 outgroup으로는 Ochrophyta에 속하는 Bolidomonas

속의 종들을 이용하였다. 각 시퀀스의 taxonomy 정보는 AlageBase의 분류 기준을 따라

작성하였으며, 염기서열의 핸들링은 ARB package를 활용하였다. 그러나 과제 중단으로

인해 NGS 분석 및 Mothur package를 활용한 데이터 분석, 이화학적 요인과의 관계 분

석 등 이후 분석 과정은 진행되지 않았다.

Genes

Obtained from other DB
- 18S: SILVA SSU 138 (release 2019.12.16)

- rbcL & cob: Genbank 

Obtained 

from this 

study

Used 

for DB
Total

Unidentified 

or Uncutured 

Out 

groups

Mismatch with 

MiSeq region

Match with 

MiSeq region

18s 2,874 41 16 2 2,815 244 3,059

rbcL 5,044 89 10 1,417 3,528 341 3,869

cob 226 2 2 201 21 282 303

표 3. NGS 분석을 reference database 제작 현황 
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제 4 장 연구개발목표 달성도 및 대외기여도

○ 본 연구 사업을 통해 1편의 국제논문 출판, 2편의 국내학회 발표

○ 갯벌에 서식하는 저서성 규조류 341개의 배양주 분리 및 확보, 867건의 염기서열 정보

획득(18s rDNA: 244개, rbcL: 341개, cob: 282개)하였으며, 41개 배양주에 대해

생물자원 연구성과 기탁 및 활용지원(https://biorp.kribb.re.kr/)에 기탁 완료

제 5 장 연구개발결과의 활용계획

○ 분자 기법의 도입으로 기존의 형태 기반 분석법의 한계점을 극복할 수 있으며, 분석자

및 과정에 따른 차이를 줄여 연구결과에 대한 상호 비교를 가능케하여 장기적, 광역적

분석 기반 마련

○ 우리나라 서해안의 주요 갯벌에서 서식하는 저서성 규조류에 대한 인벤토리 구축 및

형태 분자학적 기초자료 확보를 통한 데이터베이스 확충을 통해 아직 미개척 분야인

갯벌 저서성 규조류에 대한 연구 선도

○ 실제 갯벌에 서식하는 난분류성 저서규조류의 서식환경에 따른 다양성 규명 및

기초적 생태 특성의 연구를 통한 갯벌 생태계 기능적 측면의 이해 재고

○ 본 연구를 통해 확보한 결과는 기후 변화에 따른 생물다양성 및 연안 생태계기능 및

생산량 변화 모니터링 연구로 발전시켜 생태계모델링의 기초 자료로 활용 가능

○ 본 연구는 갯벌에서 최우점하는 저서규조류를 대상으로 수행되나, 본 연구에서

활용하는 연구 기법은 부유성 규조류뿐만 아니라 적조 생물 및 다양한 미세조류로

확대 적용할 수 있으며, 이들 통해 주요 현안과 관련된 해양생태계 변동 예측 등의

종합 연구로 발전 가능
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