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요   약   문

Ⅰ. 제    목

극지 해양원생생물성 숙주-기생충 식별 DNA 바코드 개발 및 적용

Ⅱ. 연구개발의 목적 및 필요성

-전 세계적으로 단편의 유전자 염기서열을 활용하여 표준화된 원생생물 종식별 시스템을 

구축하려는 프로젝트가 진행 중에 있으며 생물에 따라 사용되는 유전자가 각기 차이가 

있음(DNA 바코드)

-국외 연구동향에 따르면, 원생생물의 경우 기존에 사용하던 핵 내 18S 유전자에서 28S 

유전자로 바뀌는 추세에 있어 이에 발맞춰 극지 생물에 대해 신규 DNA 바코드 유전자를 

개발 및 적용하고자함

-정통 형태분류학을 기반으로 정확한 종식별이 이루어진 표본에 대해 18S, 28S 유전자 

또는 미토콘드리아 유전자 등을 비교 분석하여, 적절한 DNA 바코드 유전자 부위를 선정

하고 PCR 프라이머 선정 및 PCR 조건의 최적화 조건에 대한 필요성이 대두됨

-기존 종식별 마커의 한계를 극복하기 위한 신규 DNA 바코드를 개발의 필요성이 대두되

며 그에 따라 해당 신규 마커를 해양원생생물성 숙주(유종섬모충류)-기생충(와편모조

류)에 적용하여 그 효용성의 검증이 필요

Ⅲ. 연구개발의 내용 및 범위

-극지 부유성 해양원생생물의 종식별 유전자 탐색(DNA 바코드): 기존 바코드 유전자에 

대한 해상력 검증을 통해 새로운 바코드 유전자 선별 또는 기존 유전자 부위에 대한 고

효율 프라이머 제작

-극지연구소 인프라를 통해 기 확보된 아라온호 시료와 극지기반 표본채집을 통해 아래

와 같은 신규 연구과제 창출

-DNA 바코드 적용: 원생생물성 숙주-기생충의 DNA 바코드(숙주-유종섬모충류, 기생충-와

편모조류) 적용을 통해 미소 진핵생물의 유전자기반 종식별 원천 데이터 확보

-형태기반 종식별 난제에 대한 해결법 모색: 과도한 형태변이를 갖는 유종섬모충류 

Parafavella에 대한 사례연구 수행을 통해 바코드 해상력 검증 및 형태분류학 난제 해

결 수행

-전세계적으로 생산 중단된 프로타골 시약으로 인한 기존 종식별 표본제작법 개량 필요

Ⅳ. 연구개발결과

-신규 바코드 유전자 선정: 미토콘드리아 CO1(숙주), 18S V4 부위(기생충)

-신규 바코드에 대한 최적화된 DNA 바코드 실험 프로토콜 구축
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-DNA 바코드 적용을 통해 숙주(유종섬모충류) 활용 가이드라인 제시

-프로타골 합성 및 염색법 개발을 통해 형태기반 종식별 표본제작법 개량

Ⅴ. 연구개발결과의 활용계획

-원생생물 종식별에 적합한 신규 DNA 바코드로서의 유전자 가이드라인 활용 

-형태분류학자가 아닌 일반 연구진도 활용 가능한 표준화된 종식별 DNA 바코드 시스템 

활용

-극지 생태계의 기생충 감염에 의한 생태계 건강성 평가 및 이머징 병원체에 대한 기초 

자료로서 활용 가능

-Parafavella 사례연구를 기반으로 종식별 문제를 내포한 유종섬모충류의 계통분류학적 

문제 해결 및 기타 유종섬모충류에 활용안 제시

-전세계적 연구 선도권 확보 및 연구인력 양성을 통해 향후 관련 생물을 활용한 연구 연

속성 기반 구축
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Summary

Ⅰ. Title

Development and application of protist DNA barcode for polar marine host-parasite 

identification

Ⅱ. Purpose

-To find genes for identification of polar planktonic marine protists (DNA 

barcode): verification of previous barcoding genes or design new high-sensitive 

primer set

-To create new research project from samples collected using Araon ice-breaking 

vessel and infrastructures of Korea Polar Research Institute (see belows)

-To apply a DNA barcode to polar protists: reference database construction using 

protist DNA barcode (host-loricate ciliates, parasite-dinoflagellates) to 

identify micro-/pico- eukaryotes

-To solve the problematic situation in morphology-based species identification: 

case study in loricate ciliates Parafavella having excessive morphological 

variation to evaluate barcode resolution and find solution of morphology-based  

taxonomical problem

III. Contents

-DNA barcode is a global research trend to standardize species identification 

system using a single gene fragment which depends on target taxa

-Global research groups have been trying to find new barcoding gene to identify 

protists and thus we will keep up with the global trend and apply the barcode to 

polar protists

-We will evaluate and choose new barcoding gene (i.e., 18S, 28S, mitochondrial 

genes) and optimize experimental conditions using specimens identified based on 

traditional taxonomy

-We will analyze samples previously collected using the Araon vessel and construct 

reference database of marine protist (host-loricate ciliates, 

parasite-dinoflagellates) based on morphology and DNA barcode

-We will construct the reference database including microphotographs and DNA 

barcodes obtained from the same specimen identified morphologically

-We will conduct a case study for Parafavella species having excessive 

morphological variation to evaluate the new barcoding gene as a solution of their 

synonyms or homonyms and of true systematic relationships
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-We will establish genetic database of parasitic dinoflagellates which have less 

than 3 ㎛ of a dinospore in size with insufficient morphological key features 

-We will establish a database including a list of parasites, host specificity, 

occurrence period, occurrence frequency, density, and infection intensity

IV. Results

-Developments of DNA barcode for hosts (mt CO1) and parasites (18S V4)

-Optimization of experimental conditions

-Application guideline of the DNA barcode

-Development of a protocol of protargol-synthesis/-impregnation

V. Expected contribution

-As a guideline, the new DNA barcode would support to identify protist species 

using barcoding gene sequences

-The standardized DNA barcode system would help non-taxonomists to identify 

microscopic protist without taxonomic training

-As a reference database, the DNA barcode with specimen morphology would provide 

the standard for accurate species identification

-The investigation of parasite infection would help to evaluate ecosystem health 

and to provide fundamental database to emerging parasites in the future

-The case study of Parafavella would provide a solution for systematically 

problematic group loricate ciliates

-The research field of DNA barcode for protist host-parasite species is 

undeveloped topic in marine ecosystem thus we could lead and produce research 

experts if the proposal is accepted
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제 1 장 서론

원생생물성 DNA 바코드에 관한 연구내용 모식도. 

1. 섬모충류(숙주)와 와편모조류(기생충)의 종식별 DNA 바코드 개발 및 실험조건 최적화

- 전 세계적으로 단편의 유전자 염기서열을 활용하여 표준화된 종식별 시스템을 구축하려는 프로

젝트가 진행 중에 있으며 생물에 따라 사용되는 유전자가 각기 차이가 있음. 국외 연구동향에

따르면, 원생생물의 경우 핵 내 18S 유전자에서 28S 유전자로 바뀌는 추세에 있어 이에 발맞춰

국내에 서식하는 이들 생물에 대한 DNA 바코드 유전자를 확보하고자 함(Pawlowski et a.,

2012; Stoeck et al., 2014).

- 정통 형태분류학을 기반으로 정확한 종식별이 이루어진 표본에 대해 18S, 28S 유전자 등을 비

교 분석하여 적절한 DNA 바코드 유전자 부위를 선정하고 PCR 프라이머 선정 및 PCR 조건

최적화 진행.

- 숙주의 경우 기존 종식별 유전자의 낮은 해상력, 기생충의 경우 숙주의 게노믹 DNA와 섞인 상

태로부터 정확한 종식별 결과를 제시해야하는 각각의 연구목표를 갖고 있음.

2. 신규 바코드 적용을 위한 표본 확보 및 표본 스크리닝

- 신규 개발된 바코드 적용을 위해 형태적으로 동정된 단일 표본 확보 필요.

- 아라온호 표본 스크리닝 수행을 통해 관련 표본 확보(극지연구소 양은진 박사님 시료 제공).

- 남극 세종기지와 북극 다산기지 현장 탐사 및 채집 수행을 통해 관련 표본 확보.

3. 기생충 종식별을 위한 기술 개발

- 기생충 표본 제작에 필수 화학물질(프로타골)의 생산 중단으로 인해 ‘종식별’을 위한 표본 제작

기술 개발.

- 2013년 미국과 중국에서 공동으로 발표한 프로타골 합성법 개량 및 적용(Pan et al., 2013).

4. 숙주 생물인 Parafavella 사례연구

- 종식별에 지속적인 문제가 제기되어 있지만 100년간 미해결된 상태(Davis, 1978)로 남아있는
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Parafavella에 대해 신규 바코드 적용.

- 숙주 생물의 DNA 바코드를 적용한 사례 연구로서 본 연구과제를 통해 개발된 마커의 효용성을

검증.

1. 본 연구개발은 2개의 문단위(phylum) 생물을 통합하여 숙주-기생충 DNA 바코드 개발을 위한 내

용임. 특히, 숙주생물은 자연계에서 높은 생물량을 차지하여 상위영양단계로의 물질 순환을 통해

건강한 생태계를 유지하는 가교 역할을 하지만 이들을 숙주로 삼는 기생충의 감염은 이러한 흐름

을 끊는 악영향을 끼칠 수 있음. 하지만 원생생물이라는 특성이 이들 생물에 대한 생태모니터링에

걸림돌이 되어 왔음. 특히, 이들의 작은 크기, 연약한 세포, 형태기반 종식별의 높은 난이도 등이

대표적. 이러한 문제들을 해결하고 보다 표준화된 기생충 모니터링 시스템을 구축하고자 본 연구

개발에 높은 의의가 있음으로 판단됨. 본 연구의 목표 및 필요성을 요약하면 아래와 같음.

2. 해당 생물분류군에 대한 국제적 연구의 미흡함과 관련 연구분야의 선도 연구진과(오스트리아 잘

츠부르코 대학의 Whilhelm Foissner 교수, 오스트리아 생태공학상담소 Helmut Berger 박사, 미국

스미스소니언연구소의 Wayne D. Coats 박사)의 공동연구경험은 해당 과제 수행을 통해 극지인프

라를 극대화하여 세계적 선도그룹으로 발돋움 할 수 있는 좋은 기회라고 판단됨. 또한, 이들 국외

선도연구진은 대부분 정년퇴임을 하였기 때문에 해당 연구분야에 대한 연구갭이 발생하여 시기적

으로도 좋은 기회라고 판단됨.

3. 아라온호 시료에서 발견되는 일부 냉수성 숙주종의 경우, 동계 국내 해역에 일부 발견되기 때문

에 본 과제와의 연관성을 무시할 수 없을 것으로 판단됨. 또한, 이들 숙주생물이 기생충에 감염되

어 극지해역과 국내해역에 확산될 경우, 생태계에 미치는 영향에 대한 연구가 필요할 것으로 판단

됨.
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제 2 장 국내외 기술개발 현황

- 본 연구를 통해 DNA 바코드 개념을 극지에 서식하는 원생생물성 섬모충류(숙주)와 와편모조류

(기생충)에 적용하여 정확한 종식별 체계를 확립함으로써 형태분류학자가 아닌 일반 연구진도 이들

을 종식별 할 수 있도록 표준화된 시스템을 정착시키고자 함. 특히 숙주와 기생충을 동시에 적용할

수 있는 바코드를 개발하는데 그 의의가 있음.

- 숙주와 기생충을 포함한 이들 원생생물은 그 크기가 1 mm 이하로 매우 작고 특히 기생충은

0.01 mm 이하로 picoeukaryote에 속함(Coats & Bachvaroff, 2013). 이들 생물은 전세계적으로 미개

척생물분류군으로 국내외 연구가 미진한 상황. 특히, 기생성 와편모조류의 경우 전세계적으로 연구

가 미진한 분야로 향후 연구 성과는 해당 분야의 선도 입지를 다지는 중요한 역할을 할 것으로 판

단됨.

- 숙주생물인 섬모충류는 치어와 같은 수산자원 생물의 중요 먹이원으로서 중요한 생태학적 징검

다리 역할을 수행하지만 이들을 숙주로 삼는 기생충의 감염으로 인해 이들 숙주의 사멸은 생태계

건강성에 악영향을 미칠 것으로 판단됨(Coats, 1999). 하지만 현재 극지 해역에 기생충이 몇 종이 출

현하며 언제 어떤 영향을 끼치는지에 대한 연구가 미비한 실정임.

- 정확한 숙주-기생충 상관관계 규명을 위해 숙주생물과 이들의 기생충에 대한 동시진행연구가

시급함. 숙주와 기생충에 대한 각각의 분리된 독립적 연구는 상관관계 규명에 오히려 혼란을 가중시

킬 수 있음. 예를 들어, 숙주 또는 기생충 생물에 대한 오동정은 잘못된 숙주-기생충 상관관계를 초

래하여 향후 기생충에 의한 생태계 교란에 대처하는데 있어 잘못된 진단 및 처방을 초래할 수 있음.

- 숙주생물과 이들의 기생충 다양성 규명과 생태계 영향을 모니터링하기 위해서는 DNA 바코드

시스템(Stoeck et al., 2014)과 같은 표준화된 종식별 체계가 시급함.

- 또한, 숙주생물인 유종섬모충류의 경우 종식별에 심각한 문제가 끊임없이 제기되고 있으나 이에

대한 해결책이 마땅치 않은 상황임. 국외 연구진들이 이를 바로잡고자 핵 내 28S 리보좀유전자를 사

용하여 종식별 해상력을 향상시키려 하고 있으나 아직까지 그 문제가 해결되지 않은 상황

(Santoferrara et a., 2013, 2016). 유종섬모충류는 일반 섬모충류와 달리 피갑의 형태에 의해 종동정

이 되어 왔으나 형태형질의 심각한 종내 변이성이 발견되었음. 국⋅내외에서 현재 개발되어 사용 중

인 바코드 유전자의 경우 이들의 문제를 해결하기에 그 해상력에서 한계를 보여주어 이에 대한 해

결책 모색이 시급함.

- 정확한 종식별이 이루어지지 않은 결과물은 잘못된 숙주와 기생충과의 상관관계 및 이들을 기

반으로 한 생태계 물질순환에 오류를 유발할 수 있음.

- 본 연구수행을 통해 형태기반 종식별이 어려운 원생생물에 대해 유전자기반 표준화된 종식별

시스템을 확립하고 이를 이용하여 현재 극지 부유성 해양생태계에 존재하는 문제를 해결하는데 적

용하고자 함.
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- 생태계에서 원생생물성 섬모충류 숙주는 저차생산 단계의 생산자이며 동시에 미소생물을 섭식

하는 소비자로서 치어를 포함한 다세포 동물 등의 중요 먹이원 역할을 함. 국내에서는 1980년대에

본격적으로 연구가 시작되었지만 전 세계적으로 약 8,000여종이 보고된 것에 반해 국내에는 약 200

여종만이 보고됨(Jung et al., 2017). 또한, 극지의 경우, 남극과학기지 주변의 토양 시료를 예로 들면

이들 원생생물이 우점함에도 불구하고 그 연구가 미비한 실정임(Petz, 1997).

기생충 출현 및 감염에 의한 생태계 교란

- 섬모충류와 같은 원생생물은 단세포 진핵생물로서, 크기가 평균 200 ㎛로 작고 외부 충격에 약

하여 이들에 대한 연구가 더디게 진행되었으며, 전 세계적으로 이들의 다양성이 12~38%만이 밝혀졌

다고 추정되며 나머지 종들에 대해서는 미개척 분야로 남아있음(Foissner et al., 2008). 이로 인해

2012년 국립생물자원관에서는 섬모충류 생물을 국내 미개척 분류군으로 지정하여 연구인력양성사업

을 수행한 바 있음.

- 섬모충류는 현재 만여종이 동물명명규약에 따라 기재되어 있지만 이들의 다양성은 4만여종에

달할 것으로 추정됨(Foissner et al., 2008). 미발굴 신종이 다수 존재하는 섬모충류의 경우, 오스트리

아와 중국에서 그 연구가 활발히 진행되고 있으며 대부분 계통분류학적 연구가 그 주를 이루고 있

음. 한 해 수십종의 신종이 학계에 보고되고 있으며, 이들 생물은 극지해양은 물론 세종기지와 장보

고기지 주변 토양에서도 우점적으로 발견될 정도로 폭넓은 생태학적 지위를 갖고 있음(Petz, 1997).

- 최근 들어 이들 생물의 종식별 체계에 대한 문제점이 제기되어 이를 바로잡기 위하여 ‘DNA 바

코드’ 개념이 적용되어 정확한 종식별 체계를 세우고자 국외에서 연구가 진행 중. 기존 핵 내 18S

리보좀 유전자를 이용한 바코드 체계에서 28S 리보좀 유전자 체계로 변경 및 검증이 진행되고 있음

(Stoeck et al., 2014).

- 이와 더불어 이들 섬모충류에 기생하는 기생성 와편모조류가 최근 국내 해양에서 다수 발견됨

(Coats et a., 2014). 상대적으로 연구가 보다 진행된 미국의 경우 최대 86%의 숙주가 감염된 사례가

보고됨(Coats, 1999).

- 특히, 기생성 와편모조류 Euduboscquella 종이 주로 국내 해역의 부유성 섬모충류에 기생하는
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것으로 확인되었지만, 해당 생물에 대한 연구선도 국가인 미국을 비롯하여 전 세계적으로 이들 기생

충에 대한 연구는 미비한 실정임. 따라서 본 연구의 수행은 관련 분야의 세계적 주도권을 확보하는

데 있어 그 중요성을 시사하며, 관련 분야의 선도연구진인 미국 스미스소니언연구소 Wanye D.

Coats 박사와의 공동연구 수행 경험은 극지인프라를 극대화하는데 좋은 기회로 작용할 것으로 판단

됨.

- Euduboscquella의 유주자는 그 크기가 약 3 ㎛로 해양생태학적으로 picoeukaryote로 분류되며,

근연종인 Amoebophrya는 적조생물을 숙주로 삼기 때문에 국내연구진을 통해 적조생물을 제어하기

위한 생물학적 방제 역할로 활용하고자 연구가 진행 중. 하지만 Euduboscquella 기생충에 대한 연

구는 극히 제한적이므로 현재 극지 및 우리 해역에 어떤 기생충이 어떠한 생태학적 영향을 미치는

지에 대한 조사가 시급함(Coats, 1999; Jung et al., 2016).
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제 3 장 연구개발수행 내용 및 결과

1. 연구내용

가. 숙주생물(섬모충류)에 대한 신규 바코드 부위 선정 및 실험조건 확립

- 미토콘드리아 CO1 유전자로 구성된 신규 바코드 부위 확보(그림 1)

- 기존 바코드 부위(18S, 28S D1/2)의 종식별 한계 재검증(그림 2, 3, 증빙8; 중간진도 평가의견

반영)

- 극지 및 국내외표본을 활용하여 마커부위 검출에 대한 검증 완료(표 1, 2)

- 특히, 부유종에 대한 데이터 추가 확보(표 2; 중간진도 평가의견 반영)

- 숙주생물의 DNA 바코드 개발내용은 Mitochondrial DNA Part A 학술지에 올해 온라인으로

출판됨(증빙7)

그림 1. 신규 종식별 바코드의 프라이머 결합 부위.

그림 2. 기존 종식별 바코드와 신규 바코드 간에 해상력 차이 
비교. 유전적 차이에 따른 빈도수로 표현
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- 목표달성을 위한 연구수행 방법

구분 연구개발 목표
연구수행방법

(이론적․실험적 접근방법)
구체적인 내용*

2016년도

바코드 유전자 선정

1. 데이터베이스 기반 

생물정보 분석

유전자 염기서열 데이터에 기반하여 기존 

바코드 부위 종식별 해상력 분석 및 신규 

바코드 부위 탐색

2. 유전체 실험 및 분석

신규 바코드 부위 탐색을 위해 미토콘드

리아 유전체를 실험적으로 분석하여 후보 

마커 부위를 선정함

최적화된 DNA 바코드 

실험 프로토콜 구축
3. 유전자 증폭 실험

선정된 바코드 부위에 대한 최적화된 

PCR 조건 선별 

표본 스크리닝 4. 형태기반 표본 선별

표본 스크리닝을 통해 유전자 추출을 위

한 표본에 대한 사진 확보 및 분리작업 

수행

2017년도

DNA 바코드 적용(숙주)

및 활용 가이드라인 제시

1. 유종섬모충류(숙주)에 대

해 바코드 적용

다산기지, 세종기지, 아라온호, 국내해역의 

유종섬모충류에 적용하여 해당 결과를 통

해 활용 가이드라인 제시

기생충 종식별 기술 개발
2. 프로타골 합성법 및 프

레파라트 제작법 개발

생산중단된 프로타골을 실험실 내에서 합

성할 수 있도록 기술을 개발하고 이를 통

해 프레파라트를 제작할 수 있는지 검증

Parafavella (숙주) 사례연

구 수행

3. 해당 속에 포함된 종에 

바코드 적용 및 효용성 검

증

북반구에서 출현하는 해당 종에 대해 다

양한 지역(다신기지, 아라온호 시료, 동해)

에서 시료를 채집하여 숙주종의 DNA 바

코드 해상력 검증
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그림 3. Parafavella 5종의 유전적 유사도. 18S–28S D1/D2 부위(위)와 신규 바코드 CO1 
부위의 유사도(아래). Parafavella 5종은 기존의 바코드 부위로는 전혀 종식별이 불가능한 
것으로 확인이 되었으며, 신규 바코드를 적용하면 3개의 그룹으로 나누어지는 것을 확인.

Isolate ID Order Family Species Habitat Origin

INHC116 Urostylida Urostylidae Anteholosticha monilata Brackish water
Songjiho Lagoon,
Gangwon-do, South
Korea

INHC084 Urostylida Urostylidae Anteholosticha multicirrata Marine Busan, South Korea
INHC069 Urostylida Urostylidae Anteholosticha pulchra Marine Incheon, South Korea
INHC093 Urostylida Urostylidae Anteholosticha scutellum Marine Svalbard, Arctic
INHC061 Urostylida Pseudokeronopsidae Apokeronopsis bergeri Marine Incheon, South Korea

INHC064 Urostylida Pseudokeronopsidae Apokeronopsis ovalis Marine
Baengnyeong-do
Island, Incheon,
South Korea

INHC171 Euplotida Aspidiscidae Aspidisca sp. Marine Incheon, South Korea

INHC133 Urostylida Urostylidae Caudiholosticha sylvatica Soil Soya-do Island,
Incheon, South Korea

INHC134 Urostylida Urostylidae Caudiholosticha sylvatica Soil
Sangunburi Crater,
Jeju-do Island, South
Korea

INHC113 Sporadotrichida Oxytrichidae Cyrtohymena muscorum Fresh water
Jangdo Wetland,
Jeollanam-do, South
Korea

INHC115 Sporadotrichida Oxytrichidae Pseudocyrtohymena koreana Brackish water Incheon, South Korea

INHC117 Sporadotrichida Oxytrichidae Cyrtohymena sp. 2 Brackish water
Songjiho Lagoon,
Gangwon-do, South
Korea

INHC142 Sporadotrichida Oxytrichidae Cyrtohymena sp. 3 Moss Muui-do Island,
Incheon, South Korea

INHC057 Euplotida Uronychiidae Diophrys appendiculata Marine Svalbard, Arctic

INHC071 Euplotida Uronychiidae Diophrys oligothrix Marine King George
Island, Antarctic

INHC104 Euplotida Uronychiidae Diophrys oligothrix B r a c k i s h
water

King George
Island, Antarctic

WS067 Euplotida Uronychiidae Diophrys oligothrix Marine King George
Island, Antarctic

INHC033 Euplotida Uronychiidae Diophrys scutum Marine Gangwon-do, South
Korea

INHC052 Euplotida Uronychiidae Diophrys scutum Marine Svalbard, Arctic

DB1 Euplotida Uronychiidae Diophrys scutum Marine Haeundae Beach,
Busan, South Korea

KG1 Euplotida Uronychiidae Diophrys scutum Marine
Gangguhang Port,
Gyeongsangbuk-do,
South Korea

KG2 Euplotida Uronychiidae Diophrys scutum Marine Gangguhang Port,

표 1. 신규 종식별 바코드가 확보된 종목록. 극지방(굵은 글씨)을 포함한 다양한 지역에서 표본을 확보함.
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Gyeongsangbuk-do,
South Korea

SG Euplotida Uronychiidae Diophrys scutum Marine Seogwipo-si, Jeju-do
Island, South Korea

SJ Euplotida Uronychiidae Diophrys scutum Marine
Sinjin-do Island,
Chungchongnam-do,
South Korea

INHC065 Euplotida Euplotidae Euplotes antarcticus Marine King George
Island, Antarctic

KS008 Euplotida Euplotidae Euplotes cristatus Marine Incheon, South Korea

KS011 Euplotida Euplotidae Euplotes minuta Marine
Seongsan-eup,
Seogwipo-si, Jeju-do
Island, South Korea

KS082 Euplotida Euplotidae Euplotes minuta Marine
Ganwoldo,
Chungcheongnam-do,
South Korea

KS044 Euplotida Euplotidae Euplotes minuta Marine Busan, South Korea

WS038 Euplotida Euplotidae Euplotes minuta Marine Laguna Beach,
California, USA

WS039 Euplotida Euplotidae Euplotes minuta Marine Laguna Beach,
California, USA

KS113 Euplotida Euplotidae Euplotes sp. 1 Brackish water Incheon, South Korea

INHC166 Euplotida Euplotidae Euplotes sp. 2 Brackish water
Songjiho Lagoon,
Gangwon-do, South
Korea

WS043 Euplotida Euplotidae Euplotes sp. 3 Marine Newport beach,
California , USA

KS006 Euplotida Euplotidae Euplotes vannus Marine Incheon, South Korea

KS012 Euplotida Euplotidae Euplotes vannus Marine
Seongsan-eup,
Seogwipo-si, Jeju-do
Island, South Korea

KS074 Euplotida Euplotidae Euplotes vannus Marine Incheon, South Korea
KS106 Euplotida Euplotidae Euplotes vannus Marine Incheon, South Korea
KS107 Euplotida Euplotidae Euplotes vannus Marine Incheon, South Korea
KS109 Euplotida Euplotidae Euplotes vannus Marine Incheon, South Korea

WS052 Euplotida Euplotidae Euplotes vannus Marine East River, New
York, USA

KS056 Euplotida Euplotidae Euplotes woodruffi Brackish water
Songjiho Lagoon,
Gangwon-do, South
Korea

INHC095 Sporadotrichid
a Gonostomatidae Gonostomum sp. Soil King George

Island, Antarctic

INHC135 Stichotrichida Amphisiellidae Hemiamphisiella terricola terricola Soil Soya-do Island,
Incheon, South Korea

INHC159 Stichotrichida Amphisiellidae Hemiamphisiella terricola terricola Soil
Samjeong-ri,
Jeollanam-do, South
Korea

INHC006 Stichotrichida Amphisiellidae Hemigastrostyla enigmatica Marine
Dongmak Beach,
Gangwha-do Island,
South Korea

INHC141 Urostylida Urostylidae Holostichides sp. Soil
Songjiho Lagoon,
Gangwon-do, South
Korea

KS216 Euplotida Kiitrichidae Kiitricha marina Marine Incheon, South Korea

INHC107 Urostylida Urostylidae Metabakuella sp. Fresh water King George
Island, Antarctic

INHC118 Urostylida Urostylidae Metaurostylopsis cheni Marine Mokpo, Jeollanam-do,
South Korea

INHC079 Urostylida Urostylidae Metaurostylopsis struederkypkeae Brackish water

Yeongnangho
Lagoon,
Gangwon-do, South
Korea

INHC098 Sporadotrichid
a Neokeronopsidae Neokeronopsis asiatica Fresh water King George

Island, Antarctic

INHC096 Sporadotrichid
a Oxytrichidae Oxytricha setigera Soil King George

Island, Antarctic
INHC002 Urostylida Pseudoamphisiellidae Pseudoamphisiella alveolata Marine Incheon, South Korea
INHC062 Urostylida Pseudokeronopsidae Pseudokeronopsis carnea Marine Incheon, South Korea

INHC136 Urostylida Pseudokeronopsidae Pseudokeronopsis carnea Marine
Gwangyang,
Jeollanam-do, South
Korea

INHC018 Urostylida Pseudokeronopsidae Pseudokeronopsis flava Marine
Pohang-si,
Gyeongsangnam-do,
South Korea

INHC146 Urostylida Pseudokeronopsidae Pseudokeronopsis rubra Marine
Hwajinpo,
Gangwon-do, South
Korea

INHC145 Stichotrichida Kahliellidae Pseudouroleptus jejuensis Soil
Cheongsugotjawal,
Jeju-do Island, South
Korea
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나. 숙주생물의 DNA 바코드 적용 및 Parafavella 사례 연구

- 남극 세종기지와 북극 다신기지 인근 해양시료 확보를 통해 12종의 유종섬모충류 확보(표 2,

그림 4)

- Parafavella 사례 연구를 통해 본 바코드의 효용성 검증, 그림 5와 6에서와 같이 다신기지 시

료(2017), 아라온호 시료(2012, 2017), 동해 시료(2016)로부터 해당 종을 확보하여 Zoological

Scripta 학술지에 논문 투고 준비 중

INHC167 Urostylida Pseudourostylidae Pseudourostyla cristata Soil
Hanon Crater,
Jeju-do Island, South
Korea

INHC144 Urostylida Pseudourostylidae Pseudourostyla cristatoides Brackish water
Hwajinpo,
Gangwon-do, South
Korea

INHC168 Urostylida Pseudourostylidae Pseudourostyla cristatoides Brackish water
Songjiho Lagoon,
Gangwon-do, South
Korea

INHC124 Sporadotrichida Oxytrichidae Rubrioxytricha sp. Fresh water Dorimcheon Stream,
Seoul, South Korea

INHC172 Sporadotrichida Oxytrichidae Sterkiella histriomuscorum Brackish water Incheon, South Korea

INHC037 Urostylida Pseudokeronopsidae Thigmokeronopsis sp. Marine
Gusan Beach,
Gyeongsangbuk-do,
South Korea

INHC169 Tintinnida Codonellidae Tintinnopsis cf. cylindrica Marine Incheon, South Korea
INHC019 Urostylida Urostylidae Uroleptopsis citrina Marine Pohang, South Korea
KS196 Euplotida Uronychiidae Uronychia binucleata Marine Incheon, South Korea

INHC105 Euplotida Uronychiidae Uronychia setigera B r a c k i s h
water

King George
Island, Antarctic
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Species Isolate Sampling data Measurements SSU rDNA–ITS
r e g i o n s– L SU
rDNA (2,945 bp)

COI gene (478
bp)Date Latitude/longitude Lorica oral

diameter
Length

P . jorgenseni Ara01 7/24/2012 N54°19'59.4"/E173°39'58.8" (Bering Sea) 43.1 96.7 J1-1 J11-1
P . jorgenseni Ara02 7/24/2012 N54°19'59.4"/E173°39'58.8" (Bering Sea) 48.0 106.3 J1-2 J11-2
P . jorgenseni Ara03 7/24/2012 N54°19'59.4"/E173°39'58.8" (Bering Sea) 46.2 105.7 J1-3 J11-3
P . subrotundata Ara04 7/26/2012 N58°45'10.2"/W178°29'41.4" (Bering Sea) 60.6 250.8 J4-1 J5-1
P . subrotundata Ara05 7/26/2012 N58°45'10.2"/W178°29'41.4" (Bering Sea) 62.6 163.2 J4-2 J5-2
P . subrotundata Ara06 7/26/2012 N58°45'10.2"/W178°29'41.4" (Bering Sea) 63.4 186.8 J4-3 J5-3
P . subrotundata Ara07 7/26/2012 N58°45'10.2"/W178°29'41.4" (Bering Sea) 57.4 202.8 J4-4 J5-4
P . gigantea Ara08 7/27/2012 N62°30'35.4"/W173°59'54.0" (Bering Sea) 67.0 515.6 J7-1 J8-6
P . gigantea Arc01 7/23/2017 N78°55'42.5"/E11°56'18.5" (Greenland Sea) 59.0 399.8 M33-1 M34-1
P . gigantea Arc02 7/23/2017 N78°55'42.5"/E11°56'18.5" (Greenland Sea) 60.1 390.5 M33-2 M34-2
P . gigantea Arc03 7/23/2017 N78°55'42.5"/E11°56'18.5" (Greenland Sea) 62.9 415.0 M33-3 M35-1
P . gigantea Arc04 7/23/2017 N78°55'42.5"/E11°56'18.5" (Greenland Sea) 60.6 426.8 M33-4 M34-4
P . gigantea Arc05 7/23/2017 N78°55'42.5"/E11°56'18.5" (Greenland Sea) 61.6 366.0 M33-5 M36-1
P . gigantea Arc06 7/23/2017 N78°55'42.5"/E11°56'18.5" (Greenland Sea) 58.7 511.1 M37-6 M36-2
P . gigantea Arc07 7/23/2017 N78°55'42.5"/E11°56'18.5" (Greenland Sea) 49.3 360.4 M33-6 M35-4
P . gigantea Arc08 7/23/2017 N78°55'42.5"/E11°56'18.5" (Greenland Sea) 54.5 452.4 M33-8 M34-9
P . gigantea Arc09 7/23/2017 N78°55'42.5"/E11°56'18.5" (Greenland Sea) 58.2 419.1 M33-9 M34-10
P . gigantea Arc10 7/23/2017 N78°55'42.5"/E11°56'18.5" (Greenland Sea) 52.1 277.9 M33-10 M34-11
P . greenlandica Arc11 7/14/2017 N78°55'40.9"/E11°56'11.8" (Greenland Sea) 34.8 86.4 M33-11 M42-2
P . greenlandica Arc12 7/14/2017 N78°55'40.9"/E11°56'11.8" (Greenland Sea) 33.2 78.4 M33-12 M41-2
P . gigantea Kor01 5/23/2016 N37°46'18.4"/E128°57'5.6" (East/Japan Sea) 57.8 285.3 M22-2 M15-2
P . gigantea Kor03 3/11/2016 N37°52'1.0"/E128°50'54.4" (East/Japan Sea) 60.9 378.9 G1-18 G3-5
P . gigantea Kor04 3/3/2016 N38°9'18.1"/E128°36'34.1" (East/Japan Sea) 61.6 376.1 G1-13 G3-4
P . gigantea Kor05 3/11/2016 N37°46'18.4"/E128°57'5.6" (East/Japan Sea) 59.6 269.0 G2-2 G3-6
P . gigantea Kor06 3/11/2016 N37°46'18.4"/E128°57'5.6" (East/Japan Sea) 60.8 434.2 G1-3 G3-1
P . gigantea Kor07 3/11/2016 N37°46'18.4"/E128°57'5.6" (East/Japan Sea) 62.6 416.9 G1-5 G3-2
P . gigantea Kor08 3/11/2016 N37°46'18.4"/E128°57'5.6" (East/Japan Sea) 61.7 375.6 G2-4 G3-7
P . gigantea Kor09 3/11/2016 N37°46'18.4"/E128°57'5.6" (East/Japan Sea) 61.0 348.4 G1-7 G3-3
P . gigantea Kor10 3/11/2016 N37°46'18.4"/E128°57'5.6" (East/Japan Sea) 60.8 312.0 G2-6 G4-1
P . gigantea Kor11 3/11/2016 N37°46'18.4"/E128°57'5.6" (East/Japan Sea) 59.7 295.5 G2-7 G3-9
T. parvula KJH5-1 7/30/2017 N78°55'42.5"/E11°56'18.5" (Greenland Sea) 25.9 53.7 KJH9-1
T. baltica KJH5-2 7/30/2017 N78°55'42.5"/E11°56'18.5" (Greenland Sea) 40.8 68.1 KJH8-2 KJH9-2
A. norvegica KJH6-1 7/30/2017 N78°55'42.5"/E11°56'18.5" (Greenland Sea) 25.4 36.2 KJH8-3 KJH9-3
L. bottnicus KJH6-2 7/30/2017 N78°55'42.5"/E11°56'18.5" (Greenland Sea) 38.0 215.1 KJH9-4
T. parvula KJH11-1 7/16/2017 N78°55'42.5"/E11°56'18.5" (Greenland Sea) 21.5 53.2
T. acuminata KJH11-2 7/16/2017 N78°55'42.5"/E11°56'18.5" (Greenland Sea) 24.8 52.2
T. karajacensis KJH11-3 7/16/2017 N78°55'42.5"/E11°56'18.5" (Greenland Sea) 67.4 38.4
L. pellucidus KJH11-4 7/15/2017 N78°55'42.5"/E11°56'18.5" (Greenland Sea) 39.0 167.9

표 2. 유종섬모충류(숙주) 표본 목록.
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T. major KJH11-5 7/15/2017 N78°55'42.5"/E11°56'18.5" (Greenland Sea) 29.6 38.5
P . parumdentata KJH11-6 7/14/2017 N78°55'40.9"/E11°56'11.8" (Greenland Sea) 63.6 93.4
A. norvegica KJH11-7 7/20/2017 N78°55'40.9"/E11°56'11.8" (Greenland Sea) 25.5 44.2
T. beroidea KJH11-8 7/23/2017 N78°55'40.9"/E11°56'11.8" (Greenland Sea) 39.0 61.6
C. antarctica M49-1 1/12/2017 S62°12'58.4"/W58°47'57.2" (Antarctic Sea) 36.8 78.6 M58-1
C. antarctica M49-2 1/12/2017 S62°12'58.4"/W58°47'57.2" (Antarctic Sea) 41.0 77.9 M52-5 M58-2
Cymatocylis sp. M49-3 1/12/2017 S62°12'58.4"/W58°47'57.2" (Antarctic Sea) 91.0 143.1 M53-3
Cymatocylis sp. M50-1 1/10/2017 S62°13'19.2"/W58°47'14.7" (Antarctic Sea) 94.6 130.5 M54-3
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그림 4. 남극 세종기지와 북극 다산기지 연안에서 채집된 유종섬모충류 사진.
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그림 5. Parafavella 시료 채집지. 다산기지 연안, 동해 연안과 
아라온호로부터 시료 확보.

그림 6. Parafavella 표본 사진. 그림 5에서 채집된 표본.
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2012년과 2017년에 아라온호를 통해 채집된 Parafavella 시료 사진.
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다. 기생충(와편모조류)에 대한 신규 바코드 부위 선정 및 실험조건 확립

- 숙주 및 기타 다른 진핵생물이 혼합된 표본에서 기생충의 마커 유전자만 선별적으로 탐색 가

능(그림 7, 8)

- 국내 표본을 활용하여 마커부의 검출에 대한 검증 완료

- 기생충 DNA 바코드 논문은 올해 Ocean Science Journal 학술지를 통해 출판됨(증빙6)

라. 기생충 종식별 기술 개발(프로타골 프레파라트 제작)

- 2013년 미국과 중국에서 보고한 프로타골 합성을 재현한 결과, 해당 방법은 재현성이 떨어지고

매번 다른 실험 결과가 나타남. 이에 따라 2013년에 보고된 기술을 개량하기로 목표를 변경(기

보고함).

- 기생충은 물론 숙주생물의 종식별을 위해서는 프로타골 프레파라트 제작이 필수적이기에 프로

타골 합성법을 새로 제시하여 해당 결과를 Animal Cells and Systems 학술지에 보고함(증빙2).

- 2017년 우크라이나 연구진이 해당 프레파라트 제작을 위한 신규 연구방법을 제시하였으나 본

연구진이 재현한 결과, 재현성이 떨어짐.

- 본 연구팀이 개발한 프로타골 합성법 및 프레파라트 제작법은 우수한 염색 결과(그림 9)를 보

여주었으나 장기 보관되어 있던 시료에 대해서는 효율성이 떨어져 이에 대한 보완책이 차후 필

요할 것으로 보임. 또한 우크라이나 연구진과의 연구교류를 통해 이에 대한 공동 해결책 모색이

필요함.

그림 7. 혼합된 gDNA에서 기생충만을 
선택적 염기서열 분석할 수 있도록 

디자인된 프라이머의 모식도.
그림 8. 기생충 특이 프라이머를 적용 결과. 감염된 

섬모충류(숙주)로부터 기생충 유전자를 확보하여 계통수 분석을 
실시.
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그림 9. 프로타골 프레파라트의 염색된 표본 사진.

마. 형태분류 및 관련 실험에 대한 자문 요청 및 공동연구 수행(그림 10)

- 울산대학교 김지혜 연구교수, 이집트 Al Azhar 대학 Atef Omar 교수: 자유생활형 및 외부 기

생성형 섬모충류에 대한 실험방법 및 종동정 노하우에 대해 자문요청

- 프랑스 소르본 대학 John R. Dolan 교수: DNA 바코드를 적용한 유종섬모충류 Parafavella 논

문을 공동 집필 중

그림 10. 연구진 사진. 왼쪽부터 정재호 교수(연구책임자), Atef Omar 교
수(Al Azhar 대학), 문지혜(연구원), 김지혜 연구교수(울산대).

바. 바코드를 활용 가이드라인(증빙자료 8)

- 지면관계상 증빙자료 8에 해당 내용 기재
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제 4 장 연구개발목표 달성도 및 대외기여도

구  분 %
성취도 판단 특기사항

(우수성 또는 부진사유 등)부진 정상 우수

2016년도 목표 달성도 100 √

2017년도 목표 달성도 100 √
SCI(E) 논문 6편 출판으로 목표 

초과달성

최종목표 대비 달성도 100 √

1. 정성적 성과

- 2016년도 정성적 성과

연구개발목표 달성내용 달성도
증빙자료 설명/제출

(필요시)

○ 바코드 유전자 선정
기존 바코드 부위 종식별 해상력 분석 및 신규 

바코드 부위 탐색
100 %

○ 최적화된 DNA 바코드 
실험 프로토콜 구축

선정된 바코드 부위에 대한 최적화된 PCR 조건 

선별 
100 %

○ 표본 스크리닝
표본 스크리닝을 통해 유전자 추출을 위한 표본

에 대한 사진 확보 및 분리작업 수행
100 %

- 2017년도 정성적 성과

연구개발목표 달성내용 달성도
증빙자료 설명/제출

(필요시)

○ DNA 바코드 적용(숙주)
- 숙주 표본으로부터 사진 확보 및 바코드 유전자 

확보
100 %

○ 기생충 종식별을 위한 
기술 개발

- 프로타골 합성법 개량

- 세포 염색법 개량
100 %

○ Parafavella 사례연구 수
행

- 형태분류학적 오류 해결을 위한 사례연구로서 

해당 바코드 부위에 대한 해상력 검증 및 다른 

사례로 확장가능성 타진

100 %

○ 바코드에 기반한 연구 
활용 가이드라인 제시

- 표본 채집, 유전자 분석 및 세포염색 기법에 대

한 프로토콜 제시
100 %
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2. 2개년 정량적 성과

- 2016년도 정량적 성과

구 분 목표(건)
달성

실적(건)
주저자 실적 달성도 증빙자료(제출)* 비고

국외
논문

SCI 1 1 주저자 1 100 % 증빙1
SCIE %

국내
논문

SCI %
SCIE %

특 허
출 원

기 타

- 2017년도 정량적 성과

구 분 목표(건)
달성

실적(건)
주저자 실적 달성도 증빙자료(제출)* 비고

국외
논문

SCI 2 4 주저자 4 200 % 증빙3, 4, 5, 7
SCIE %

국내
논문

SCI %

SCIE 0 2 주저자 2 200 % 증빙2, 6
기존 목표가 0이었기에 

임의로 200%로 표기함
특 허
출 원

기 타

3. 인력양성 추진 내용

가. 연도별 목표대비 달성내역

- 2016년도 인력양성 추진실적

(명)
구 분

석사(석사과정) 박사(박사과정) 계

목표 달성 목표 달성 목표 달성

인 원 1 0* 0 0 1 0*

*, 김지영 학생의 석사과정 중도 포기(개인적 사유)로 인해 목표달성 불가함. 관련 실험은 문지혜학생

(‘17년 1학기 입학, 석사과정)이 이어받아 연구를 진행함. 해당 사항은 중간진도보고 때 기보고함.

- 2017년도 인력양성 추진실적

(명)
구 분

석사(석사과정) 박사(박사과정) 계
목표 달성 목표 달성 목표 달성

인 원 0 0 0 0 0 0
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나. 달성 및 활용실적

과제 참여연구원
주요 활용실적

소속 이름 전공 학위

강릉원주대 

생물학과
문지혜

원생동물 

계통분류학
석사과정

-17년 1~2월 남극세종기지 주변의 해양 원생동물을 채집함

-17년 7~8월 북극다산기지 주변의 해양 원생동물을 채집함

-양극지 기지에서 채집한 시료와 아라온호 시료 분석에 참여함

-대조군으로 사용될 국내 표본의 채집 및 분석에 참여함

-19년 2월 졸업 예정(석사학위 취득)
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○ 숙주생물의 근연종간에 높은 종식별 해상력을 가진 신규 바코드 부위 확보 및 실험조건 확

립

- 기존 원생동물에는 적용하지 못했던 ‘미토콘드리아 CO1 유전자’로 구성된 신규 바코드 부

위 확보

- 기본 바코드 부위의 종식별 한계가 극지생물에서 재차 확인됨에 따라 신규 바코드의 중요

성이 더욱 강조됨

- 해당 연구결과는 Mitochondrial DNA Part A 학술지에 온라인으로 출판됨

○ 기생충(와편모조류)에 대한 신규 바코드 부위 선정 및 실험조건 확립

- 숙주생물의 gDNA가 혼합된 조건하에서도 기생충 종만을 선별적으로 종식별 가능케 함

- 국내 대조군 표본에서 이를 검증하였으며, 해당 연구결과는 Ocean Science Journal 학술지

를 통해 발표함

○ 숙주와 기생충 종식별 기술 개발

- 생산중단된 프로타골 시약을 실험실 내에서 합성할 수 있는 방법을 제시

- 기존 보고된 합성법들이 재현성이 떨어져 이를 개량한 방법을 제시하였으며, 숙주와 기생

충 연구에 필수적인 화학물질이므로 관련 학계에 의미 있는 논문으로 판단됨

- 해당 연구결과는 Animal Cells and Systems 학술지를 통해 발표함

○ Parafavella spp. 사례연구 수행

- 다산기지, 아라온호 시료, 동해 시료에서 확보한 숙주생물(Parafavella spp.)에 대해 신규 바

코드 마커를 적용함

- 그 결과, 기존 종식별 DNA 마커의 한계를 확인함과 동시에 신규 개발한 마커의 해상력을 

검증함

- 프랑스 소르본 대학의 Dolan 교수와 공동연구를 수행 중에 있으며 해당 연구결과는 

Zoological Scripta 학술지에 투고할 예정

- 본 사례연구의 중요성은 기존의 분류체계가 경우에 따라 상당부분 오류를 내포하고 있고 

이를 해결하기 위해서는 본 연구과제를 통해 개발된 신규 마커의 활용이 필수적임을 나

타냄

- 북극해에는 1885년부터 현재까지 89종의 유종섬모충류가 보고되었지만 해당 결과에 대한 

재검증이 요구되며, 검증과정에서 신규 마커의 활용이 필수
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제 5 장 연구개발결과의 활용계획

1. 극지 원생동물에 대한 고해상도 종식별 기법 제시

- 형태분류학자가 아닌 일반 연구진도 활용 가능한 표준화된 종식별 DNA 바코드 시스템 제시:

⋅학부생 수준에서 재현실험 가능하고, 형태분류학적 모호한 표현이 아닌 DNA 염기서열(‘A’ ‘T’

‘G’ ‘C’)에 기반한 명확한 종식별 기준점을 제공하여 언제든지 종식별 및 근연종과의 비교를 가능

케 함

- 원생생물 종식별에 적합한 신규 DNA 바코드로서의 유전자 활용 가이드라인 제시:

⋅각 유전자별 종식별 해상력 결과를 제공함으로써, 타 연구 진행에 있어 적합한 유전자 선택 시

기준점으로 활용 가능

- 표본의 형태 데이터와 DNA 바코드를 통합한 정밀한 종식별 원천 DB 제시를 통해 향후 종식별

에 대한 기준점 제시(논문)

2. 고해상도 종식별에 기반을 둔 생태학적(정량적) 활용

-생태계 변화에 의한 극지 원생동물 종조성 변화 모니터링 기법으로 활용:

⋅고해상도의 종식별 마커를 통해 표준화된 모니터링 기법 기반 제공. 이를 통해 생태계 변화에

의한 종조성 변화 및 외래종 유입에 대한 감시 기법으로 활용

⋅환경지표종을 활용하여 극지 생태계 모니터링

-극지 생태계의 기생충 감염에 의한 생태계 건강성 평가 및 이머징 병원체에 대한 기초 자료 확

보:

⋅기생충 감염에 의한 생태계 영향 모니터링

⋅해당 기생충은 거의 모든 해역에서 발견되는 것으로 판단되지만, 전세계적으로 미개척 분류군으

로서 연구의 진척이 미진한 상황. 이에 따라 국제공동연구진과의 협력을 통해 극지환경에 출현하

는 기생충의 정확한 종식별과 숙주와의 상관성 규명은 관련 연구의 질적 향상을 도모할 수 있음

3. 극지 원생동물에 대한 학술적 접근 확장

-본 과제를 통해 형태적으로 논란이 있는 종들의 종식별 문제를 해결함으로써, 종수준에 기반한

계통분류학적·생태학적·진화학적 연구의 기반을 견고히 할 수 있을 것으로 판단됨

-Parafavella 사례연구를 기반으로 종식별 문제를 내포한 유종섬모충류의 계통분류학적 문제 해

결:

⋅사례연구를 통해 유종섬모충류에 다분히 존재하는 종식별 문제에 대해 해결책을 강구함으로써,

타 유종섬모충류의 문제도 해결할 수 있을 것으로 판단됨

⋅사례연구를 모델 삼아 계통분류학적으로 문제가 있는 유종섬모충류에 적용하고자 함

-전세계적 연구 선도권 확보를 통해 향후 관련 생물을 활용한 연구 연속성 기반 구축:

⋅특히, 본 연구과제에서 중점을 두는 기생충 연구는 전세계적으로 미개척 분류군에 속하지만, 생

태적으로 숙주생물에 대한 높은 감염력 및 이에 따른 파급효과로 인해 해양생태계 먹이그물망

내 교란을 유발함. 해당 연구과제가 도출할 표준화된 종식별 체계는 앞으로 관련 연구를 수행하

는데 있어 최소 종식별에 한해서 신뢰도를 뒷받침할 수 있을 것으로 판단됨
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1. 방대한 극지인프라를 활용하여 효율적인 신규 연구과제 창출

⋅원생생물은 극지와 같은 극한환경에서도 우점 할 정도로 폭넓은 생태적 지위를 갖고 있지만 그

연구가 미비함, 게다가 본 연구를 통해 기존에 알려진 종식별 결과에 많은 문제가 내포되었음을

확인함

⋅현재까지 알려진 유종섬모충류에 대한 전면 재검토가 필요한 상황, 즉 본 과제의 연구결과를 활

용하여 기존 생태/분류 연구결과에 대한 오류 수정이 필요함, 예를 들어 북극과 동해에 동일한 유

종섬모충 P. gigantea가 출현하지만 유전자 분석 결과 이들은 전혀 다른 종임이 확인됨

⋅본 연구과제에서 개발된 숙주생물의 DNA 바코드는 유종섬모충류에 대해서 전세계적으로 적용

된 바 없기에 해당 연구는 국제적으로 주도적으로 연구 아이템을 제공

⋅이들 생물에 관한 연구수행에 있어 추가 장비 및 추가 인프라 구축이 불필요하여 기존 체계 하

에서 효율적인 연구수행이 가능하며 따라서 추가 인프라 없이 국제적으로 주도 가능한 연구 가능

⋅특히, 유종섬모충류의 경우 기존 아라온호 매 항차에서 채집하여 보관하고 있는 표본을 활용할

수 있기에 보다 연구의 확장이 용이함

⋅본 과제에서는 부유성 원생생물에 초점을 맞추었지만 해당 바코드는 저서성 원생생물에게도 적

용 가능하기에 극지연구소 기지 기반 육상 생물에 적용가능

2. 신규 연구인력 양성

⋅원생생물은 극지에서도 흔하게 관찰 가능하지만 그 크기가 작고 다루기 까다로워 그간 연구가

미비하였으며 또한, 관련 연구인력이 적은 실정

⋅본 연구과제의 2년간 수행을 통해 석사급 연구인력을 양성(2019년 2월 학위수여, 문지혜)

⋅또한, 양성된 연구인력으로 하여금 본 신규 연구과제에 대해 일회성이 아닌 계속적인 수행을 가

능케 하고 극지 인프라를 효율적으로 활용 가능할 것으로 판단됨

구분 주요내용 의의(시사점) 비고

논문 1년 이내 SCI급 논문 1편 생산

전세계 최초로 유종섬모충류에 

바코드를 적용한 연구 사례 발

표

해당 PAP 사업의 

사사 기재 

지적재산권

인력양성

극지원생생물분야 전문가 양성(문지혜

학생: 2019년 2월 석사학위 취득 예

정)

현재 극지연에 없는 연구인력

임. 향후 분자생태학분야로의 

전문인력으로서의 인력양성 예

상
기타
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증빙8

○ 바코드를 활용 가이드라인

- 표본채집

· 정성시료 채집(유전자 분석용): 유전자 분석용 표본의 경우 에탄올 70% 농도(최종)를 유지할 수 있도록 

첨가하며, 표본의 개체수를 다량 확보할 수 있도록 플랑크톤 네트를 사용하길 권함. 아세트산이 비첨가된 

Lugol 시약의 경우도 DNA를 추출하여 유전자 분석에 활용될 수 있지만 장기보관이 필요한 경우에는 에

탄올 고정을 권함. 단기간에 분석이 진행될 수 있다면 Lugol의 사용이 더 효율적일 수 있음. Lugol의 경우 

시료 고정에 필요한 시약이 적을뿐더러 세포를 갈색으로 물들이므로 표본의 검경이 수월하며 이에 반해 

에탄올 시료는 에탄올 자체의 특성으로 소금기가 결정화되어 표본의 검경을 방해하며, 검경 시 증발에 따

른 표본의 이동을 야기하기도 함. 시료와 혼합된 최종 농도를 고려하였을 때 Lugol 용액은 1~2%, Bouin

용액은 10% 이상 유지할 것.

· 시약 조성: Lugol – iodine (2) : potassium iodide (3); Bouin 용액 – saturated picric acid (15) :

formalin (5) : glacial acetic acid (1); 농축 Bouin 용액 – picric acid crystal을 formalin 용액에 포화시킨 

용액에 acetic acid 1/10 첨가

· 정성시료 채집(형태 관찰용): 섬모충류와 기생성 와편모조류 종식별을 위해서는 프로타골을 이용한 형태

관찰이 필수적이기 때문에 해당 목적을 위해서는 Bouin 시약을 통해 시료의 고정이 필요. 해당 표본은 차

후 quantitative protargol staining (QPS) 염색을 통해 슬라이드 프레파라트 제작 가능.

· 정량시료: 군집구조 등의 연구목적을 위해 종별 개체수 정량 데이터가 필요한 경우, Lugol 시약을 이용하

여 4리터 이상의 해수를 고정하길 권함. 4리터 이상의 해수를 채수하여 플랑크톤 네트 등이 부착된 체를 

이용하여 원생생물을 걸러내고 이를 Lugol 시약을 고정하면 시료의 부피를 축소시킬 수 있음. 숙주생물인 

섬모충류의 경우 수환경 내에 밀도가 굉장히 적어 1리터만으로는 이를 감지 못 할 수 있기 때문에 4리터 

이상을 권함.

· 주의사항: 원생생물 표본 확보를 위해 일반적으로 20 ㎛ 플랑크톤 네트를 사용하지만 세포막이 약한 종

의 경우에는 네트와의 마찰만으로도 세포가 터질 수 있음. 따라서 채집하고자하는 종에 따라 방법을 달리

해야하며 해당 플랑크톤 네트를 사용할 경우 유종섬모충류는 일반적으로 문제없이 채집이 가능함. 하지만 

소모류와 같이 유종섬모충류와 같은 섬모충문에 포함되지만 피갑이 없기 때문에 플랑크톤 네트로 채집이 

불가함. 따라서 해당 방법으로 채집된 표본에 대해서는 정량분석 또한 불가함을 주의할 것.

- 사진 자료 확보

· 숙주생물인 섬모충류의 경우 그 크기가 일반적으로 50~200 ㎛이기 때문에 작업의 효율성을 고려한다면 

도립현미경 내에서 시료의 검경을 권함. 정립현미경의 경우, 시료를 관찰하기 위해 커버글라스를 사용해야

하는 불편함이 있으며, 표본의 사진 촬영 후 이를 회수하는데 있어 커버글라스 제거 과정에서 표본을 소실

할 수 있음. 도립현미경이 없는 경우, 슬라이드를 뒤집어 정립현미경에서 검경 가능하나 표본이 움직일 수 

있기 때문에 권하지 않음. 섬모충류와 기생성 와편모조류 검경을 위해서는 차등간섭대비현미경 

(differential interference contrast)을 사용하여 세포 외부의 입체적인 관찰이 중요하며, 경우에 따라 주사전

자현미경을 활용하여 세포 미세 구조의 검경이 필요할 수 있음.
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미소표본을 분리하여 검경하거나 유전자 추출 시 사용되는 미세소관 제작법(Foissner 2014에서 발췌)

· 단일 개체로부터 서로 다른 z 축의 사진을 촬영하여 Helicon 프로그램 등을 이용하여 사진을 합친다면 

단일 사진에 다양한 형태적 특징을 포함할 수 있음. 사진을 촬영하는 과정에서 표본이 움직이게 되면 최종 

결과물의 질이 저하되므로 되도록 표본이 움직이지 않는 상황에서 다수의 사진을 촬영할 것.

· 주사전자현미경 촬영: Foissner (2014) 논문을 참고하여 본 연구과제에 적용해본 결과, 챔버를 이용하여 

유종섬모충류 및 기타 섬모충류의 임계점 건조 시(critical point dry) 시료의 소실이 많음. 이를 해결하고

자 poly L-lysine을 사용하여 세포를 커버슬립에 부착하면 적은 수의 표본만으로도 전자현미경 촬영이 가

능함. 유종섬모충류의 경우, 피갑에 의해 poly-L lysine 부착이 저해되므로 Hexamethyldisilazane 시약을 

활용하여 임계점 건조를 대체함. 만약 피갑만을 관찰하고자 한다면 임계점 건조나 Hexamethyldisilazane

시약 처리 없이 공기중에 건조만으로도 관찰 가능.

- 프로타골 합성

· 2013년 미국과 중국이 공동으로 제시한 합성법을 개량함. 해당 합성법은 Animal Cells and Systems 학술

지에 2017년 출판되었으며, 주요 개량 내용은 기존에 사용하지 않았던 새로운 펩톤(시그마 플루카, 제품번

호 96174)을 사용하였고 pH 보정 과정을 합성 완료 후 프레파라트 제작 과정으로 이동. 나머지 과정은 

2013년 합성법과 동일함. 합성된 프로타골은 기존 회사에서 판매하던 시약과 달리 공기 중의 수분흡수가 

빠르므로 실리카겔 등을 이용하여 수분의 제거가 필요하며, 합성 후 1년 이내에 사용을 권함. 따라서 합성 

과정 중에 공기 중의 습기가 많은 날은 피하는 것이 바람직함. 2013년 논문에서는 pH 8~9를 권하였지만 

본 연구과제에서 실험한 결과 pH 8이하의 경우 염색 결과가 더 좋게 나타났으며, 합성된 프로타골에 따라 

약간씩 최적의 pH 조건에 변동이 있었음. 따라서 매 합성한 프로타골에 대해 최적의 pH 조건을 찾아 사

용할 것을 권함.

- DNA 추출

· 원생생물이라 할지라도 하나의 세포에서 충분이 DNA를 추출하여 유전자 분석이 가능하기에 도립현미경 

등을 이용하여 하나의 세포를 분리하여 세척 후 DNA 추출을 권함. 여러 세포를 혼합하여 DNA를 추출할 

경우 DNA가 섞이게 되므로 오동정된 다른 종이 섞일 가능성을 배제할 수 있으며 개체에 따라 유전적 차

이가 있는 경우 혼합된 DNA에서는 이를 식별할 수 있는 방법이 없으므로 권하지 않음. 따라서 현미경을 

통해 사진 자료를 획득한 표본에서 DNA를 추출하여 차후 분석에 활용을 권함. 표본의 크기에 적합한 미

세소관을 조형하여 사용한다면 표본의 소실과 불필요하게 과도한 용액의 이동을 방지할 수 있음. 에탄올에 
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고정된 세포는 농축기 등을 이용하여 충분히 증발을 시킨 후 DNA를 추출하여야 하며, Lugol 용액에 고정

된 세포는 충분히 증류수 등을 통해 해당 용액을 제거해야 함. 여기서는 권하지 않지만 아세트산이 포함된 

Lugol 용액을 사용하여 세포를 고정하였다면 특정 약품을 첨가함으로서 DNA 추출이 일부 가능해짐. 본 

연구과제에서는 RED-Extract-N-Amp Tissue PCR Kit (Sigma 사) 제품을 사용하여 DNA를 추출하였으며,

제품설명서에 기재된 1회 사용액의 1/10 사용만으로 하나의 세포로부터 충분한 DNA 추출이 가능함.

- 유전자 증폭

· 핵 내 리보좀 유전자: New Euk A 프라이머와 LSU rev 2 프라이머를 이용하면 18S, ITS1, 5.8S, ITS2,

28S D1-D2 부위를 순차적으로 얻을 수 있음. 해당 프라이머를 통해 유전자 증폭이 안 될 경우, 리버스 프

라이머의 교체를 권함. Sonnenberg 등(2007)의 논문을 참고하면 다른 프라이머의 정보가 활용 가능. 여기

에서 언급한 프라이머는 진핵생물에 공통적으로 사용가능하기에 먹이생물로부터 추출된 DNA가 유전자 

증폭과정에서 나타날 수 있음. 따라서 해당 경우에는 클로닝 등으로 혼합된 DNA를 분리할 수 있으나 유

전자 증폭 효소의 에러나 세포 내 유전자의 이질성 등을 고려해야 함.

· 미토콘드리아 내 CO1 유전자: CiCO1 Fv2 + CiCO1 Rv2 프라이머를 이용하여 유전자 증폭 시 478 bp를 

얻을 수 있음. 해당 유전자는 다음과 같은 특성이 있으므로 분석 시 이를 반드시 고려해야 함: 세포 내 유

전적 다양성 존재, 위유전자 존재, 모계유전으로 인한 잡종 형성 시 부계정보 누락 등.

- 유전자 분석

· 종의 계통분석: 종수준 또는 그보다 상위수준의 계통유연관계를 규명하기 위한 목적으로 다음과 같은 프

로그램이 필요함: BioEdit (또는 Geneious), jModeltest, IQ-Tree, MrBayes, MEGA. BioEdit 또는 Geneioous

프로그램을 사용하여 염기서열을 정렬하거나 편집 또는 contig 생성에 활용, MEGA 등의 프로그램을 사용

하여 염기서열 데이터 포맷 변경 또는 간략한 계통수 추론에 활용, 최근 개발된 IQ-Tree를 활용하면 방대

한 염기서열 데이터로부터 단시간 내에 maximum likelihood 계통수 추론 가능. 이와 관련된 염기치환 모

델 선택에는 jModeltest 사용. 해당 분석에는 보존적인 리보좀 유전자를 사용을 권하나 근연종간에 유전자 

염기서열이 100% 일치하는 경우도 존재하므로 종식별을 목적으로는 그 해상력이 낮음. 기존 논문에서 ITS

등의 유전자로부터 2차구조를 이용한 종식별 활용 사례가 있으나 경우에 따라 잘못된 2차구조 추정은 종

식별 문제의 잠제적인 오류를 내포하므로 권하지 않음. 또한, 본 연구과제의 분석결과 근연종의 경우에는 

해당 유전자의 염기서열이 100% 일치하는 경우도 있기 때문에 종식별 해상력에 대한 근본적인 문제를 내

포하고 있음.

· 종 내 집단유전학적 분석: 특정 종의 군집구조 특성을 규명하기 위한 분석으로 집단유전학적 분석법이 

필요함. 본 과제에서는 popart 프로그램을 사용함. 최근 개발된 popart 프로그램의 경우 다른 프로그램들

과 달리 사용자의 편의성을 좀 더 고려되었고 해당 haplotype의 채집지를 지도에 표기할 수 있는 기능을 

담고 있어 유용함. 종간/종내 유전적 변이가 큰 미토콘드리아 CO1 유전자가 집단유전학적 분석에 적합함.

하지만 해당 유전자는 변이성이 높으므로 리보좀 유전자와 달리 계통을 규명하는데 있어서는 그 해상력이 

떨어짐. CO1 위유전자의 경우, 아미노산 서열로 번역하였을 때 종결코돈이 나타나지 않는다면 위유전자로

서의 가능성은 낮으나 최근에 발생한 중복 또는 유전자 이동에 의해 발생한 위유전자의 경우는 실제적으

로는 번역으로만 구별되지 않음을 주의할 것. 이러한 경우가 추정되는 상황에서는 CO1 주변의 유전자 등

이 정상적인 유전자 배열을 갖고 있는지 고려하여 확인하는 방법이 있음.



- 50 -

핵 내 리보좀 유전자 증폭을 위한 실험 조건.

미토콘드리아 CO1 유전자 증폭 실험 조건.
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기존 바코드 유전자와 본 과제에서 신규 개발한 CO1 바코드간의 해상력 차이. 대상 생몰로 
Parafavella를 분석함.
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주        의

1. 이 보고서는 극지연구소 PAP사업 연구결과보

고서 입니다.

2. 이 보고서 내용을 발표할 때에는 반드시 극지

연구소에서 PAP 사업으로 수행한 연구결과임을 

밝혀야 합니다.

3. 국가과학기술 기밀유지에 필요한 내용은 대

외적으로 발표 또는 공개하여서는 안됩니다.


