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Ⅰ. 서론 (연구 개요)

1. 연구 배경

1.1. 고유생물자원적 배경

▪ 21세기에는 생물 산업 (Biotechnology, BT)이 인간문화의 주축을 이룰 것으로 예견되며 생

물의 유전자자원은 생물 산업의 원천이다. 생물 유전자자원을 원천소재로 하여 개발되는 상품들

의 시장규모는 연간 5천억불 ∼ 8천억불로 추정되고 있으며, 2010년도에는 이보다 4∼5배 정도

증가될 것으로 예견된다.

▪ 국제 생물다양성 협약에 따라 자국의 생물자원에 대한 생물주권의 개념이 확산되고 있으며

우리나라 고유종들에 대한 주권을 주장할 근거로 유전적 특이성을 입증하여야 한다.

▪ 우리나라는 기후의 특성상 많은 고유생물종을 갖고 있는 생물자원의 보고이며 우리나라 고

유 생물종들을 대상으로 유전자분석을 통해 우리나라 종임을 확인할 수 있는 자료의 확보가

시급히 요청되고 있다.

▪ 우리나라 고유종 뿐 만 아니라 근연 속, 종, 아종, 변종들에 대한 유전자의 비교연구가 동시

에 수행되어야만 우리나라 고유종의 중요성이 강조될 수 있다.

1.2. 보존생물학적 배경

▪ 우리나라의 많은 고유속, 종, 아종, 변종들이 현대의 급격한 산업화에 따른 서식지 파괴, 외

래생물의 유입, 무불별한 남획 등의 이유로 개체군의 수가 급격히 줄어들고 있거나 멸종 위기

에 처해 있다.

▪ 이러한 생물종들을 효율적으로 보존 관리하는 정책을 수립하고 실행하기 위해서는 우리나

라 멸종위기 생물종들에 대한 유전적 비교조사가 광범위하게 수행 되어야 한다.

▪ 특정종의 복원에는 개체군들에 대한 유전적 다양성의 조사가 선행되어 어떤 개체군, 서식지

등을 복원해야할지 지표 설정이 우선적으로 파악되어야 한다.
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▪ 특정 종에 대하여는 생물종 복원에 이용할 수 있는 유전자의 비교분석 자료가 필요한 상태이다.

▪ 특히 환경부 지정 멸종위기 1, 2급 동식물 252종에 대한 유전적 평가가 시급히 이루어져야

이들의 보존 및 복원에 대한 계획이 수립될 수 있다.

▪ 멸종위기 야생동·식물의 증식·복원 종합계획에 따른 보존단위 설정에 종 및 집단을 대상으

로 하는 유전적 자료가 폭넓게 수집되어야 한다.

▪ 대부분의 멸종위기종들의 유전적 연구에는 재료확보가 우선적으로 이루어져야 하는데 이에

대한 구체적인 대책이 마련되어야 한다..

1.3. 정책적 배경

▪ 국제 생물다양성협약에 따라 우리나라 고유생물종들의 생물 주권확보를 위하여 대상종들에

대한 유전적 식별을 위한 자료가 광범위하게 수집되어야 한다.

▪ 2005년부터 야생 동․식물 보호법이 발효됨에 따라 국가적인 장․단기 멸종 위기종 보존계

획이 필요하며 이를 수행하기 위하여 해당종의 유전적 자료의 비교 분석이 필수적이다.

▪ 다수의 종이 고유 및 멸종 위기종에 속하므로 연차별 우선순위를 정하여 분석규모, 분석종,

분석집단, 분석대상 유전자마커 등의 선정에 대한 종합적인 계획수립이 우선 수행되어야 한다.

▪ 보존과 복원의 측면에서 유전자 분석 대상의 개체군수, 아종 및 변종 수, 개체수의 선정 및

각 분류 계급 및 분류군에 알맞은 분석대상 유전자마커의 선정에 대한 전략적 측면이 제시되

어야 한다.

▪ 고유종 및 멸종 위기종의 유전자 정보를 DB화하여 효율적으로 활용할 수 있는 체제의 구

축이 매우 필요하다.

▪ 국내외의 멸종위기 야생동·식물종의 밀거래를 원천적으로 차단하기위한 원산지 추적이 가

능한 유전자 추적 시스템이 구축되어야한다.

▪ 산출된 멸종위기 종들에 대한 유전적 자료를 국립 생물 자원관 유전자원실과 공동 활용하

는 방향이 제시되고 국가생물자원을 효율적으로 관리할 수 있는 방안이 마련되어야 한다.
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2. 연구 1차년도 주요 연구내용

2.1. 고유 식물의 엽록체 및 핵 게놈 염기서열 결정

▪ 우리나라 고유속 식물종이며 멸종 위기종인 제주고사리삼과 미선나무의 핵 및 엽록체, 미토

콘드리아 10개 유전자 부위 15 Kb 지역의 염기서열을 결정한다.

▪ 이들의 근연종과의 염기서열 비교분석 및 자료의 비교분석을 통하여 한국 고유속의 타당성

을 입증하고 식별마커를 개발한다.

▪ 우리나라가 분포 북방한계인 멸종 위기종 황근과 끈끈이주걱의 집단을 대상으로 핵 ITS 염

기서열 및 ISSR 분석을 통하여 개체군간 및 개체간의 유전적 다양성을 파악한다．

2.2. 멸종 위기 척추동물 종들의 미토콘드리아의 유전적 다양성 파악

▪ 멸종위기 척추동물 １3종을 대상으로 미토콘드리아 전체 유전체의 염기서열을 해독한다.

▪ 근연종, 아종, 변종 집단과의 비교 분석을 위한 우리나라 고유종, 멸종위기종의 유전적 특성

규명 및 보존생물학에 이용할 수 있는 근거를 마련한다．

2.3. 곤충류의 핵 및 미토콘드리아 염기서열 결정

▪ 멸종 위기 곤충류 3종을 대상으로 핵 및 미토콘드리아 8개 유전자 지역의 염기서열을 결정

한다.

▪ 근연종들과 비교 분석을 통하여 유전적 식별마커, 계통학적 유연관계를 규명하고 보존생물

학적 집단연구를 위한 마커개발의 근거를 마련한다.

2.4. 우리나라 멸종 위기종의 유전자 database 구축

▪ 장기적인 안목으로 고유종 및 멸종 위기종의 유전자자원 활용을 위한 database 구축한다.

▪ 고유종 및 멸종위기종 자료, DNA 염기서열 자료, 집단유전학적 자료 등을 종합한 database

를 구축한다．
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3. 사업수행 계획

3.1. 연구 1차년도 유전자 분석 대상 생물종 선정

3.1.1. 식물종의 선정

▪ 환경부가 연구 용역사업 공모시 공고한 고유종 및 멸종위기 식물종 56종 중 집단유전학적

분석을 위하여 2종, 한국 고유종 계통연구를 위하여 2종을 선정하였다.

▪ 고유종 계통연구를 위한 유전자 분석종의 선정

- 우선 우리나라 고유속 식물 6속 중에 하나인 제주고사리삼속 (Mankyua)과 미선나무속

(Abeliophyllum)을 선정하였다. 이들 2종은 학문적으로 매우 흥미로우며 후자의 경우 관상용

식물로 개발할 뛰어난 가치를 가지는 식물로, 이들 2종은 계통학적 위치가 매우 흥미로운 종이

다.

▪ 집단연구를 위한 유전자 분석종의 선정

- 개체군이 비교적 크고, 분석에 필요한 잎을 제거하여도 식물체에 해가 없으며, 분포적으로

북방한계에 해당하고, 멸종위기에 처해 있으며 우리나라 국화인 무궁화와 근연이어서 상징성이

높은 황근(H ibiscus hamabo)을 선정하였다. 황근은 제주도에 6개 집단, 완도-소완도에 1개 집

단이 알려졌으나 완도-소완도 집단은 이미 자연 상태에서는 멸종한 것으로 파악된다.

- 또 다른 집단 유전학적 유전자 분석 대상종으로는 끈끈이귀개 (Drosera peltata)를 선정하

였다. 끈끈이귀개는 개체의 크기는 작으나 다수의 개체로 구성된 개체군이 전남지역에서 발견

되고 있으며 지하 구근을 가지므로 지상부를 제거하여도 개체군이 크기에 영향을 미치지 않는다.

3.1.2. 향후 식물종의 선정

▪ 2007년에서 2014년의 년차별 분석 대상종은 우리나라 고유속 식물(6속), 우리나라 고유

종 식물, 멸종 위기의 정도, 개체군의 크기, 분포영역, 개체의 크기, 상징성 보존 및 복원의 필

요성, 샘플의 확보가능성, 경제적 중요도, 학문적 연구의 중요도 등 여러 가지요인을 종합 분석

하여 연차별 계획을 수립할 예정이다.
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▪ 2007년 분석대상종의 경우 2006년도에 확보하는 것이 바람직하여, 당해연도 분석 sample은

전년도에 한국의 식물 DNA은행에 확보하여 분양하는 시스템을 구축할 필요성이 있다.

▪ 우리나라 특산속식물인 제주고사리삼 (Mankyua), 미선나무속(Abeliophyllum), 금강인가목속

(Pentactina), 개느삼속 (Echinosophora), 금강초롱속 (Hanabusaya), 모데미풀속 (Megaleran-

this)의 경우 연차별로 엽록체 게놈의 완전한 염기서열 결정이 필요하다고 사료된다.

3.1.3. 전체 미토콘드리아 게놈분석을 위한 척추동물대상종의 선정 및 근거

▪ 대상종 선정에 있어 다음 요인을 고려하였다.

- 정확한 채집 지역과 시기 등 기록이 명확한 국내 개체군이나 아종의 유전자 샘플 확보

여부, 향후 확보 가능성 및 집단분석이 가능한 샘플의 수 확보 여부.

- 해당종의 복원사업의 시급성 (2005년, 2006년 환경부 멸종위기종 연구 결과 참조)

▪ 포유류 분석 대상종 (표 I-1):

- 환경부 공시 대상종 9종 중 현재 샘플이 확보되어 있지 않고 앞으로 확보 가능성도 불확

실하며, 복원 시급성도 높지 않은 표범과, 복원 시급성은 높으나 샘플 확보 여부가 불투명

한 스라소니도 제외하고, 다음 7종을 선정하였다. 이 중 복원 시급성이 높지 않은 호랑이와

대륙사슴은 분석후보 종으로 포함시켰다.

- 포유류 분석 대상종 (5종) : 반달가슴곰, 호랑이, 산양, 사향노루, 수달

- 포유류 분석 후보 대상종 (2종) : 사향노루, 여우

▪ 조류 분석 대상종 :

- 환경부가 공시한 4종 중 샘플이 확보되어 있지 않고 향후 확보 가능성도 불투명한 크낙새

를 제외한 올빼미, 수리부엉이, 황새 등 3종을 선정하였다.

- 조류 분석 대상종 (3종) : 올빼미, 수리부엉이, 황새
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종 *유전자샘플 
기확보 여부

샘플 향후 
확보 가능성 

*집단분석용 
샘플 확보 여부

복원 시급성
(2005용역)

잠재적유전자
분석 대상종 

포유류

반달가슴곰 ○ ○ 높음 ○
여우 ○ 높음 ○
산양 ○ ○ 높음 ○

호랑이 × ○ 보통 ?
표범 × ? 보통 ×

사향노루 ○ 높음 ○
스라소니 × ? 높음 ×
대륙사슴 × ○ 높음 ○

수달 ○ ○ 높음 ○

조류
올빼미 ○ ○ 보통 ○
황새 ○ 높음 ○

수리부엉이 ○ ○ 보통 ○
크낙새 × ? 높음 ×

양서
파충류

남생이 ○ 보통 ?
구렁이 ○ 보통 ?

어류

꼬치동자개 ○ ○ 높음 ○
통사리 ○ 높음 ○

감돌고기 ○ 높음 ○
임실납자루 ○ 높음 ○

얼룩새코미꾸리 ○ 높음 ○
미호종개 ○ 높음 ○

곤충류

소똥구리 ○ 높음 ○
애기뿔소똥구리 ○ 보통 ○
장수하늘소 ○ 높음 ?
꼬마잠자리 ○ 보통 ○
상제나비 ○ 높음 ○
비단벌레 ○ 보통 ?
물장군 ○ 높음 ○

표 I-1. 척추동물의 선정 기준 및 야생동물자원은행(별표표시)에 DNA 분석용 샘플

의 확보 유무
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▪ 양서 파충류 분석 대상종 :

- 환경부가 공시한 남생이와 구렁이 2종 모두를 분석후보 대상종으로 선정하였다.

▪ 어류 :

- 환경부가 공시한 6종의 멸종 위기종 가운데 우리나라 고유종으로서 계통학적 중요성과 샘

플 확보의 유용성을 고려하여 총 3종을 선정하였다.

- 어류 분석 대상종 (3종) : 감돌고기, 얼룩새코미꾸리, 꼬치동자개

- 감돌고기 Pseudopungtungia nigra (잉어목 잉어과) : 서식처의 파괴로 개체수가 현저히 감소

하고 있는 우리나라 고유종이다.

- 얼룩새코미꾸리 Koreocobitis naktongensis (잉어목 미꾸라지과): 우리나라 고유종으로 낙동강

수계에만 분포하고 있다.

- 꼬치동자개 Pseudobagrus brevicorpus (메기목 동자개과): 하천 상류의 맑은 물에 서식하는

야생성종으로 우리나라 고유종이며, 낙동강 수계에서만 서식한다.

3.1.4. 곤충류 분석대상종의 선정

▪ 환경부가 공시한 7종의 멸종 위기종 가운데 계통학적, 생태학적 중요성과 샘플 확보의 유용

성을 고려하여 총 3종을 선정하였다.

▪ 곤충류 분석　대상종 (3종) : 꼬마잠자리, 애기뿔소똥구리, 물장군

▪ 물장군 Lethocerus deyrollei (노린재목 물장군과) : 노린재류 곤충 가운데 가장 큰 종으로

최근 수질 오염으로 그 수가 급격히 줄었다.

▪ 꼬마잠자리 (Nanophya pygmaea): 우리나라 잠자리목 중에서 가장 소형이며 최근 서식처의

감소 또는 질 저하 때문에 최근에 그 수가 급감하였다.
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▪ 애기뿔소똥구리 (Copris tripartitus): 소와 말의 똥을 섭식하는 종으로서 우리를 이용한 가

축의 집단사육과 가축용 항생제의 남용 때문에 그 수가 격감된 종이다.

3.2. 분석 대상종의 유전자 분석∙연구

3.2.1. 식물종의 유전자 분석을 위한 개요

▪ 20세기 말부터 세계의 선진각국은 생물자원의 중요성에 눈을 돌리기 시작하여 21C에 이르

러 각각의 생물 종들이 갖고 있는 고유한 유전자자원을 확보하기 위한 노력을 배가하고 있다.

이중에서도 특히 고등식물의 유전자 자원의 확보와 활용은 그 중심에 서있다. 특히, 식물자원

으로부터 AIDS치료제와 항암제와 같은 새로운 신약의 개발, 식량자원식물의 개량, 새로운 원

예자원식물의 개발 및 개량, 방향족 자원식물의 개발, 기호식품 및 색소자원식물의 개발 등은

현재의 각종 식물의 게놈 프로젝트와 연결하여 급속도로 추진되고 있다. 따라서 구미의 선진각

국은 일찍이 아마존유역이나 열대 아시아 국가들에 식물학자들을 보내 식물자원을 채집하여

이로부터 신물질을 찾는 일과 유전자 자원을 확보하는데 국가적으로 많은 예산을 투자하고 있

다. 이의 결과로 선진국들과 이들 생물자원을 보유한 개발도상국간의 생물자원에 관한 주권에

관한 문제가 점점 첨예화되고 있다.

▪ 다른 한편으로 19C의 산업화 이후 20C에 걸쳐 가속화된 인간의 자연간섭, 자연개발, 자연

파괴의 결과로 지구상의 생물 종의 멸종속도는 매우 빠른 속도로 증가하고 있다. 이는 결과적

으로 지구상에서 그 생물 종들이 보유하고 있는 유전자 자원의 사라짐을 의미하는 것이다. 특

히 인간에 의한 식물 서식지파괴는 곧 복잡하게 얽혀있는 생태계의 교란과 생태계 구성 종들

의 멸종을 의미한다. 생태계의 구성인자들 중에서도 생산자에 해당하는 식물 종들의 사라짐은

지구생태계의 교란을 의미한다. 따라서 UNESCO를 위시한 UN의 기구들에서는 생물 종들을

보호하기 위한 생물종다양성협약을 이미 추진하였고 우리 나라도 이를 받아드려 생물 종 보

존에 심혈을 기울이고 있다. 그러나 이러한 국제적 노력에도 불구하고 생물 종의 멸종속도는

최근 들어 오히려 증가하고 있는 추세이다. 따라서 생물 종들이 멸종되기 이전에 이들의 유전

자 자원을 확보하여 각종 연구를 통한 새로운 유전자 자원의 개발에 이용하게 하려는 것은 시

급한 과제이다. 이중에서도 식물의 유전자 자원확보가 가장 긴급한 현안이다.

▪ 우리나라 고유 식물의 DNA자원을 확보하여 그 특성을 밝혀 보관․관리하고 연구및 자원관
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리에 이용하고자 하는 환경부의 주요생물자원유전자분석 연구과제는 국가적으로 우선적으로

수행되어야 필연성을 가지고 있다. 나아가, 우리나라는 지정학적 특성 때문에 특산식물종들이

많아 이들 자원의 확보와 체계적인 관리는 어느 나라들보다도 우선적으로 수행되어야할 필연

성을 갖고 있다. 또한 예로부터 많은 자원식물들을 식용, 약용 등으로 일상생활에 이용하고

있다. 세계적으로 고유식물의 유전자를 활용하기위한 국가적인 사업은 1994년 정도부터 미국,

영국 등에서 개념이 발전하기 시작하여 미국에서는 1998년, 영국에서는 2000년에 공식적으로

출발하였다.

▪ 앞으로 지속적인 지원이 이루어진다면, 우리나라 식물자원의 관리 및 복원 측면에서 양적․

질적 발전이 있을 것이다.

3.2.2. 식물 분자마커의 선정 이유

▪ 식물의 경우는 핵, 미토콘드리아, 엽록체 게놈 등 3개의 게놈을 가지고 있다. 식물의 유전정보의

대다수는 핵 게놈에 존재하지만 게놈의 크기가 크고, 진핵세포의 많은 intron 과 exon으로 구

성되어 있어서 특정 유전자의 염기 서열을 genomic DNA로부터 분석하여 식물종의 보존이나

식별에 이용 하는데는 제한적이며 nuclear rDNA ITS지역, alcoholdehydrogenase의 특정

intron 부위 등 극히 부분적으로 이용된다. ITS 지역의 경우는 예외로 식물의 종간관계를 이해

하는데 매우 널리 이용된다. 식물 미토콘드리아 게놈의 경우 동물 미토콘드리아와는 달리 크기

가 크고 (보통400kb∼4,000kb 범위) 구조적으로 매우 불안정하며, 염기서열은 매우 보존적이어

서 속, 종 수준 또는 그 이하의 분류군의 계통관계나 식별에 이용은 거의 의미가 없다.

▪ 다행스럽게 식물의 경우 엽록체 게놈이 160Kb 내외로(동물 미토콘드리아 게놈의 10배 크

기), 구조적으로 안정적이며 염기서열 수준에서는 noncoding 지역의 경우 종의 식별이 가능한

지역에서 coding 지역의 경우 속, 과 등의 높은 분류군의 계통 연구 및 식별에 널리 이용되고

있다. 따라서 한국 특산속 식물의 타당성, 식별, 보존 전략을 세우는데 엽록체 게놈의 염기서열

을 광범위하게 활용이 가능하다(Palmer 1991, Shinozaki et al. 1986).

▪ 식물 엽록체 게놈은 120여개의 유전자가 배열되어 있는데 IR지역, SSC지역, LSC지역으로

대별되며 (그림 I-1 참고) 구조적으로 매우 안정하지만 가끔 IR지역의 수축 및 팽창, 역위, 전좌

와 같은 구조적 변이가 나타나기도 한다(Doyle et al. 1992, Doyle et al. 1996, Hoot and Palmer

1994, Jansen and Palmer 1987, Knox et al. 1993, Milligan et al. 1989, Ogihara et al. 1988, Palmer

et al. 1987, Raubeson and Jansen 1992). 그러나 원핵세포의 게놈이면서도 intron이 15개정도 존재하
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며 유전자의 배열이 거의 일정하여 특정 유전자 부위에 primer를 만들어 중간에 끼인 noncoding

지역의 염기서열을 결정하기가 비교적 쉽다. 현재 20여종의 고등식물 염기서열이 완전히 해독되

었고(Hiratsuka et al., 1989; Shinozaki et al., 1986; Kim and Lee, 2004), 현재 선진국의 몇몇 실험

실에서 30∼40여개의 full genome sequencing project가 진행되고 있고, 본 연구의 주관 연구자

실험실에서도 고려인삼 (그림 I-1 참조), 가시오가피, 쟈스민, 개나리 등 여러 식물을 대상으로

full genome sequencing이 완료되었거나 진행 중이다. 우리나라 특산속 식물들에 대한 full

genome sequencing이 필요하다. 또한 염기서열의 변이가 큰 noncoding지역은 고유종의 식별,

아종 및 변종의 식별과 유전적 변이의 비교 분석에도 유용성이 보고되고 있다. 엽록체 게놈에

존재하는 120여개의 유전자 중 84개의 유전자가 단백질로 전사되는데 유전자에 따라서 진화속

도가 크게 다르다 (표 I-2 참조) 따라서 어떤 보존적인 유전자는 고등 분류군의 계통에만 이용

될 수 있으나 빨리 진화하는 유전자의 염기서열은 근연속이나 속내의 뚜렷한 종간의 유연관계

를 논의하는데도 이용될 수 있다.

그림 I-1. 완전히 해독된 한국인삼의 엽록체 게놈 (출전 : Kim & Lee 2004) 
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표 I-2. 엽록체 게놈 중 단백질을 만드는 유전자의 진화속도를 비교한 자료  (출전 : 

Kim & Lee 2004)
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표 I-2. (계속)
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3.2.3. 식물의 유전자 분석 marker 선정

▪ 고유 식물의 식별 및 계통을 위한 분자 Marker 선정 (총 13.9Kb region)

- nuclear ribosomal DNA ITS region (∼700bp)

- chloroplast rbcL (∼1,400bp), accD (∼1,500bp), ndhF (∼22,200bp), atpB (∼1,500)

rbcL-atpB spacer (∼800bp), ndhJ, ndhK, ndhC gene 등

▪ 집단 유전학적 분석 marker 선정

- ISSR marker 분석

- 핵 ribosomal RNA ITS 지역의 염기서열 분석

3.2.4. 척추동물종의 미토콘드리아 게놈분석 연구의 개요

▪ 멸종위기에 있는 동물을 복원하거나 개체수가 급격히 감소하는 동물을 관리하는 일은 생태

학적 연구 뿐 아니라 발생학, 유전학, 계통학 등의 다양한 학문적 접근이 필요하다. 특히 국내

야생동물의 고유한 유전적 특성을 인지하여 정확한 종의 분류학적, 계통학적 위치를 확립하는

일은 종 보존과 복원의 기본이며, 필수이다.

▪ 환경보호와 생물자원의 중요성이 부각되고 보호를 위한 부단한 노력이 계속되고 있으나, 좁

은 국토에서 한정된 자원으로 경제계획과 국토의 개발 계획이 이루어지기 때문에 야생동물의

서식지가 더 협소해지고 그 수가 더 감소할 위험이 언제나 존재한다. 또한 세계가 하나가 된

시점에서 외부에서 영입된 동물들로 인한 생태계 파괴가 사회적 문제로 떠오르고 외국에서 유

입된 동물이 우리나라 환경에 적응하여 토속화 되어 가고 있으므로 우리나라의 고유한 종들이

위협을 받고 있다. 그러므로 현재 존재하는 우리나라 야생동물의 고유한 유전자 자원의 확보가

무엇보다 시급하다.

▪ 여러 유전자 중에서도 다양한 생물군에서 계통분류를 목적으로 또는 생태계 모니터링을 위

한 마커로서 사용되고 있는 미토콘드리아 유전체는 매우 중요하고 의미 있는 유전적 자원 중

하나이다 (Hwang and Kim 1999, Hwang et al., 2001).
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▪ 모든 척추동물의 미토콘드리아 유전체는 2개의 rRNA (12S rRNA, 16S rRNA), 22개의

tRNA, 13개의 단백질 암호 유전자 (COⅠ, COⅡ, COⅢ, ND1, ND2, ND3, ND4, ND4L, ND5,

ND6, ATP6, ATP8, CytB), 1개 내지는 2개의 noncoding region을 포함하고 있다 (그림 I-2).

유전체는 매우 효율적인 방법으로 배열되어 있으며, 인트론이 없고, intergenic spacers가 10bp

이하로 짧다. 또한 어떤 두 유전자간 reading frame의 중첩(overlap) 현상이 있고, stop codon

의 size가 1-2 base (T 또는 TA)로 감소된 현상을 나타내기도 한다.

▪ 미토콘드리아 유전체를 이용하여 척추동물간의 계통관계와 진화를 밝히려는 노력이 부단히

이루어지고 있는데, 이는 미토콘드리아 유전체의 크기가 작고, 추출이 쉽다는 이유 외에 몇 가

지의 장점을 가지고 있기 때문이다. 첫째, 미토콘드리아는 모계유전이고 (Lansman et al.,

1983), 두 번째는 다른 미토콘드리아와 recombination한다는 증거가 없다 (Clayton, 1982,

Hayashi et al., 1985). 그 의미는 척추동물의 미토콘드리아가 동종간의 recombination 없이 모

계를 통해 전해지므로 핵 유전자에 비해 미토콘드리아 분자의 진화 역사가 좀 더 간단하다는

뜻이다. Kondo et al.(1990)은 Drosophila 에서 미토콘드리아가 부모에게서 유전되는 경우를 보

여주었으나, 이것이 종내에서의 교차를 의미하지는 않는다. 세 번째로 미토콘드리아는 repair

system의 결여에 의해 핵 유전자에 비례해서 빠르게 진화하고 있다 (Brown et al., 1979).

▪ 미토콘드리아 유전체는 핵 유전체와는 독립적으로 복제, 전사, 번역이 일어나며, 미토콘드리

아의 생존에 필요한 필수적인 몇몇 유전자만이 남아 있고, 수 많은 유전자들이 핵 내로 전이되

었을 것이라 추정되고 있다. 미토콘드리아 유전체는 미토콘드리아의 존재를 설명해 줄 수 있는

열쇠이며, 이를 기초로 하여 미토콘드리아의 기능에 관한 생화학적인 경로를 규명할 수 있도록

해준다. 뿐만 아니라 미토콘드리아 유전체로부터 얻을 수 있는 유용한 자료들로부터 동물의 계

통학적인 유연관계와 종의 진화 역사를 추론하거나, 생태계 모니터링과 관련하여 분자 마커의

개발을 위한 훌륭한 후보군 중 하나여서 미토콘드리아 유전체에 대한 연구의 관심이 그 어느

때보다도 증폭되어져 있다. 이러한 이유로 최근 2∼3년 사이에 미토콘드리아 유전체 정보의 양

이 폭발적으로 증가하고 있다.

▪ 미토콘드리아 유전체 염기서열을 밝힌 후 다양한 분석 방법을 통하면 기존의 형태 형질이

나 핵 유전체로부터 추론한 계통분석들에서 해결하지 못했던 심각한 계통분류학적 문제들을

신속히 해결할 수 있을 뿐만 아니라 환경오염지표 등을 포함한 생태계 모니터링의 체계적인

시스템 구축에도 매우 유용할 것이다. 또한 미토콘드리아 유전체의 빠른 염기 치환속도는 생물

종간을 감별하거나 심지어 집단 간 혹은 개체 간을 식별하는 마커를 개발하는데 많은 도움을

줄 것이다.
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그림 I-2. 일반적인 척추동물의 미토콘드리아 유전체 지도. 13개의 단백질 암호화 

유전자, 22개의 tRNA 유전자, 2개의 rRNA 유전자, 1개의 조절부위 등을 보여주고 

있다.

▪ 미토콘드리아 유전체의 이러한 광범위한 유용성에도 불구하고, 보호야생동물에서의 미토콘

드리아 유전체의 연구는 매우 미진한 실정이다. 멸종 위기종으로 선정된 제 총 9종의 포유류,

4종의 조류, 2종의 양서․파충류, 6종의 어류 가운데 우리나라에 서식하는 종의 미토콘드리아

유전체 연구는 단 1종도 되어 있지 않았으며, 외국에 서식하는 종 역시 조류인 황새 Ciconia

boyciana 단 1종의 미토콘드리아 정보가 알려져 있을 뿐 이었다 (표 I-4). 멸종위기종과 같은

과 (Family)의 범위 내에서 근연종의 미토콘드리아 유전체 연구 실정을 조사해 본 결과 포유

류 3과에서 7종, 양서류 2과에서 2종, 조류 2과에서 3종, 어류 3과에서 12종에서 미토콘드리아

유전체의 염기서열이 밝혀졌을 뿐이어서 전 세계적으로 미토콘드리아 유전체의 연구가 매우

미진한 상태임을 알 수 있다 (표 I-3).

▪ 본 연구에서는 멸종 위기종으로 선정된 총 28종의 동물 종 가운데 곤충을 제외한 13종의

야생동물에서 전체 미토콘드리아 유전체 염기서열을 결정하고, 그 특성을 규명하고자 한다. 얻

어진 결과들을 근거로 하여 분자계통분류학적, 진화학적 연구를 수행하여 종의 복원과 보존에

필수적인 자료를 제공하게 될 것이다.
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표 I-3. 멸종위기종의 근연종에 대한 미토콘드리아 유전체 연구 현황

분 류 종 명
미토콘드리아

유전체 연구

근연종의 미토콘드리아

유전체 연구 현황

GenBank

No.

포유류

식육목

개과
Vulpes vulpes peculiosa

(여우)
- - -

족제비과 Lutra lutra (수달) - - -

고양이과 Panthera tigris (호랑이) -
Acinonyx jubatus (왕치타)

(Burger et al. 2004)
NC_005212

Felis pardus (표범) -
Felis catus (고양이)

(Lopez et al. 1996)
NC_001700

Eurasian lynx
(스라소니)

- - -

곰과
Ursus thibetanus ussuricus

(반달가슴곰)
-

Ursus maritimus (북극곰)

(Delisle and Strobeck 2002)
NC_003428

Ursus arctos (알래스카불곰)

(Delisle and Strobeck 2002)
NC_003427

Ursus americanus (아메리카큰곰)

(Delisle and Strobeck 2002)
NC_003426

소목

소과
Naemorhedus caudatus

(산양)
-

Capra hircus (염소)

(Feligini and Parma 2003)
NC_005044

Ovis aries (면양)

(Hiendleder et al. 1998)
NC_001941

사슴과
Cervus nippon

mantchuricus (대륙사슴)
- - -

Moschus moschiferus
parvipes (사향노루)

- - -

양서․파충류

거북목

남생이과
Geoclemys(Chinemys)
reevesii (남생이)

-
Chinemys reevesi (리브스 거북)

(unpublished)
NC_006082

뱀과
Elaphe schrenckii

(구렁이)
-

Dinodon semicarinatus
(Colubrid 뱀)(Kumazawa1998)

NC_001945
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표 I-3. (계속)

분 류 종 명
미토콘드리아

유전체 연구

근연종의 미토콘드리아

유전체 연구 현황

GenBank

No.

조류

올빼미목

올빼미과 Strix aluco (올빼미) -
N inox novaeseelandiae

(Morepork 올빼미)
(Harrison 2004)

NC_005932

Bubo bubo (Linnaeus)

(수리부엉이)
- - -

황새목

황새과 Ciconia boyciana (황새) ○
Ciconia boyciana (황새)

(unpublished)
NC_002196

딱따구리목
Ciconia ciconia (유럽황새)

(unpublished)
NC_002197

딱따구리과 Dryocopus javensis (크낙새) - - -

어류

잉어목

잉어과
Acheilognathus somjinensis

(임실납자루)
-

Danio rerio (지브라피쉬)

(Broughton 2001)
NC_002333

Pseudopungtungia nigra

(감돌고기)
-

Coreoleuciscus splendidus
(쉬리)

(unpublished)
NC_007783

Hemibarbus longirostris
(참마자)

(unpublished)
NC_007784

Hemibarbus labeo (누치)

(unpublished)
NC_007785

Hemibarbus mylodon
(어름치)

(unpublished)
NC_007786

Cyprinus carpio (잉어)

(Chang et al. 1994)
NC_001606

Carassius auratus (금붕어)

(unpublished)
NC_006580

Carassius carassius (붕어)

(unpublished)
NC_006291

Sarcocheilichthys variegatus
(참중고기)

(Saitoh et al. 2003)
NC_004694
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표 I-3. (계속)

분   류 종   명
미토콘드리아 

유전체 연구

근연종의 미토콘드리아 

유전체 연구 현황

GenBank 

No.

어류

      미꾸라지과 Cobitis choii (미호종개) -

Cobitis sinensis 

(기름종개)

(unpublished)

NC_007229

Koreocobitis naktongensis 

(얼룩새코미꾸리)
-

Cobitis striata (줄종개)

(Saitoh et al. 2003)
NC_004695

   메기목

      퉁가리과 Liobagrus obesus (퉁사리) - - -

      동자개과
Pseudobagrus brevicorpus 

(꼬치동자개)
-

Pseudobagrus 
torkiensis 

(백리드캣피쉬)
(Saitoh et al. 2003)

NC_004697

3.2.5. 척추동물종의 분석 marker 선정

▪ Mitochondria full genome sequence

3.2.6. 곤충종류의 분석 marker 선정

▪ 곤충을 대상으로 미토콘드리아와 핵 DNA에서 총 8개의 유전자를 선정하여 염기서열을 분

석하고자 한다.

▪ 미토콘드리아에서는 총 36개의 유전자 가운데 12S rRNA, 18S rRNA, COⅠ, CO II, CO III,

CytB, ND1, ND4, ND4L 9개의 유전자를 선정하였다.

▪ 미토콘드리아의 16S rRNA 유전자는 변이가 심한 영역과 보존적인 영역이 모두 존재하고

있으며, COⅠ, CytB 영역은 계통학적으로 매우 유용한 유전자로 알려져 있어 marker 제작에

매우 용이한 유전자이다.

▪ 특히 COI 의 경우 DNA barcoding marker로 다양한 분류군을 대상으로 염기서열과 Primer

들이 알려져 있다.
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3.3. 집단을 대상으로 한 유전적 다양성 분석 및 활용 방안

3.3.1. 유전적 다양성이 낮을 경우 원인분석과 대책마련

▪ 집단연구의 경우 유전자 다양성이 낮을 경우 원인을 분석한다.

▪ 복원에 활용하기 위한 유전자 다양성 유지방안을 제시한다.

▪ 집단의 이주 복원 계획 수립 시 참고자료를 제시한다.

3.3.2. 개체수가 적은 생물종의 멸종시 대체 생물 후보종 제시 및 개체수 증식

방안 제시

▪ 유전적 다양성이 높은 개체군을 선정한다.

▪ 이주 가능한 집단 변종, 아종의 유전적 다양성을 제시한다.

▪ 원집단과 가장 유전적으로 유연관계가 높은 집단을 제시한다.

▪ 증식연구를 위한 개체군을 선정한다.

3.3.3. 대상 생물종 우선순위 결정을 위한 기준 제시

▪ 다음에 예시한 요인들을 고려하여 한반도 생물종 중 유전자 분석이 필요한 종의 예비 리스

트를 작성한다. 다수의 전문가의 의견이 집약된 객관적인 우선순위 결정의 기준을 마련하기 위

하여 전문가들의 합의하에 각 요인에 경중을 고려한 가중치를 준 점수를 부여한다. 여러 전문

가들이 각 요인에 대한 점수를 매기고, 점수화된 가중치에 따라 각 요인의 점수를 집계하여 객

관적인 유전자 분석 대상종의 우선순위를 마련한다.

- 보존 및 복원에 있어 시급성

- 기록이 명확한 국내 개체군과 해외 개체군의 유전자 샘플기 확보 여부

- 향후 샘플 확보 가능성

- 집단분석이 가능한 샘플의 수 확보 또는 확보 가능성 여부

- 집단분석이 용이한 마커의 존재 여부

- 기존 연구결과의 가용성 여부

▪ 모든 대상종은 종 이하 수준의 계통분석이 필요하며, 위 요인 중 라)집단분석이 가능한 샘

플의 수 확보 또는 확보 가능성 여부, 그리고 마) 집단분석이 용이한 마커의 존재 여부에 따라
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집단분석 추진 여부를 결정한다. 결정된 우선순위에 따라 단계별로 장기적인 유전자 분석 계획

을 마련한다.

3.3.4. 샘플 수집을 위한 집단 선정

▪ 가용한 국내외 개체군 크기와 생물 지리학적 정보를 활용하여 유전적으로, 생태적으로 분화

되어 있을 가능성이 큰 집단의 샘플을 수집하는 것을 목표로 한다. 그러나 지역적인 샘플 수집

의 용이성 여부도 고려대상이 될 것이다.

3.3.5. 유전자 샘플 확보 방안 (동물)

▪ 국내샘플 : 야생동물유전자원은행에 수집, 보존된 유전자 샘플을 활용한다. 환경부에서 추진

하고 있는 야생동물구조관리센터, 각 지방환경청, 생태조사단, 도로공사와 지자체의 로드킬 샘

플, 검찰과 경찰에 압수되는 밀렵 개체 샘플 등을 활용하는 방안을 제시한다. 종에 따라 비침

습적(non-invasive)인 샘플 수집방법 활용방안을 제시한다.

▪ 해외 샘플 : 야생동물유전자원은행이 구축해 놓은 해외 유전자원 교류와 협력 네트워크를

활용한다. 샘플 교류의 용이성을 위해 CITES 등록기관을 지정하여 CITES 허가절차를 간소화

하는 방안을 제시한다. 샘플 교류의 활성화를 위한 유전자 샘플 교류 원칙을 제시한다. 샘플

교류가 어려울 경우 해당국의 유전학자와 공동연구를 추진한다.

3.3.6. 동물　집단분석을　위한　유전자마커 선정

▪ 동물의 경우, 계통분석을 위하여는 주로 미토콘드리아 유전자를 사용하되, 각 종에서 가장

널리 사용되는 유전자 2-3개를 문헌조사를 통해 선정한다. 경우에 따라 변이가 심한 핵내 유전

자 마커를 사용할 수도 있다. 집단분석을 위하여는 주로 마이크로새털라이트(microsatellite) 마

커를 사용한다. 해당종의 마커가 개발되어 있지 않은 경우에는 근연종의 마이크로새털라이트

마커를 활용하도록 하고, 이것이 여의치 않으면 해당종의 특이적인 마커 개발의 필요성을 검토

한다. 이 때, 해당종의 유전자 분석 우선순위와 마커 개발에 필요한 비용과 시간을 고려한다.

3.3.7. 동물　집단분석을　위한　마커유전자 분석

▪ 미토콘드리아 유전자 마커의 경우 conserve된 기존 primer를 이용하거나 새로 설계한다.

PCR 증폭 후 염기서열을 결정하되, PCR sequencing에 의한 염기서열 결정이 어려운 경우 클
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로닝을 시도할 수 있다. 마이크로새털라이트 마커는 형광 표지된 primer를 합성하여 자동시퀀

서로 genotyping을 한다.

3.3.8. 자료 분석

▪ 계통 분석: 조사 분석된 유전자들의 염기서열은 CLUSTAL X 프로그램을 이용하여

multiple alignment를 수행하고 각 종 및 집단 또는 개체들에 대한 계통적 유연관계는 PAUP

또는 Mega3 Program을 이용하여 pair-wise distance와 phylogenetic tree를 구하여 비교분석

한다.

▪ 집단 분석: 유전자 빈도와 유전자형 빈도의 기대치를 계산하고 HW 평형의 위배여부를 분

석한다. 이형접합도의 관찰치(Ho)와 기대치(He)를 계산하여 집단 내와 집단 간 유전적 다양성

을 비교하며, 가능한 집단들에서는 F 통계치에 의해 아집단 간 분화의 정도와 유전자 흐름의

정도를 계산한다.

3.3.9. 자료의 이용

▪ 계통 분석에 의하여 생성된 종 내 지역적 개체군 간의 유전적 거리와 계통도, 기존의 형태

에 근거한 아종분류 체계, 지역적 개체군의 생태적, 환경적 특성, 근연종에서의 유전자 분석결

과 등을 종합하여 종 내의 보존단위를 확립하는 방안을 제시한다. 집단 분석에 의하여 유전적

다양성을 비교하고, 다양성이 저하된 집단에서는 역사적, 환경적, 생태적 요인을 고려하여 다양

성 저하의 원인을 분석한다. 아집단 간 분화의 정도와 유전자 흐름의 정도를 계산하고, 인위적

인 집단 간 분화를 방지하고 자연적인 유전자 흐름을 유지하기 위한 방안을 제시한다.

3.4. 주요 유전자원 관리 방안

3.4.1. 재료 및 DNA 자원 관리 방향

▪ “국립생물자원관” 유전자원실에 duplicate 분양 보관

▪ 한국의 식물DNA은행에 보관

▪ “국립생물자원관” 야생동물 유전자은행에 보관
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3.4.2. 유전자 분석 결과의 DB 구축 및 효율적인 관리 시스템 구축

▪ 멸종위기종의 Taxonomic Database

▪ 멸종위기종의 DNA Sequence Database

▪ 멸종위기종의 계통학적 연관관계 Database

▪ 멸종위기종의 유전적 다양성 Database

▪ 연속적인 update가 가능하도록 구축

4. 연구의 추진계획

4.1. 연구자의 구성

▪ 사업팀 구성

식물연구부, 동물연구부, 정책연구부를 두며 식물연구부에 김기중, 김영동 교수가 참여하고 동

물연구부에 이항, 황의욱, 한호연 교수가 참여하고, 정책연구부는 모든 연구자들이 관여하도록 한다.

각 연구교수는 5개 학교의 5개 연구실에 분산되어 있으며 박사 후 연구원 또는 대학원생을 연

구조원으로 활용하여 독립적으로 각자의 분야에서 연구 프로젝트를 진행한다.

- 자문위원회 : 본 사업 참여자들이 sampling 과정에서 DB구축과정까지 전 과정에 대하여

도움이 필요할 경우 도움을 받을 수 있는 전문가로 구성된 자문위원회를 4인 내외로 위촉하

여 의견을 수렴하도록 한다.

- 평가위원회 : 본 사업의 발주 기관인 환경부 자연자원과의 담당자와 협의하여 환경부의 연

구용역 사업취지를 잘 이해하는 전문가, 사업담당 부서의 책임자 등을 포함하는 7인 이내의

평가위원단을 구성하여 착수보고회, 중간평가회, 최종평가회 등의 과정에서 사업 진행사항과

내용을 객관적으로 평가하고 의견을 줄 수 있도록 한다.

▪ 사업실적 관리

- 사업팀 homepage를 구축하고 이를 활용하여 실험결과, 염기서열정보, 자료 분석 결과 등

자료를 모으고 관리하여 사업의 진척도를 자체 점검하고 실험 결과를 수시로 update할 수

있는 시스템을 구축한다.
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주요 생물자원의 유전자 분석 연구

식물군 연구 동물군 연구 보존정책 및 
유전자분석전략연구

• 분석대상 식물종 선정
• 분석대상 식물개체군 선정
• 분석대상 재료채집 및 확보
• 엽록체 게놈 마커 선정
• 핵 게놈 마커 선정
• 엽록체 게놈 비교분석
• 핵 게놈 비교분석

• 분석대상 척추동물종 선정
• 분석대상 곤충종 선정
• 분석대상 재료채집 및 확보
• 미토콘드리아 게놈 마커 선정
• 핵 게놈 마커 선정
• 미토콘드리아 게놈 분석
• 핵 게놈 비교분석

• 분석대상종의 우선순위 결정을 
  위한 가이드라인 제시
• 연차별 분석대상종 선정기준 제시
• 보존생물학에 적용할 분석 가이드

라인 제시
• 표준분석 마커의 제시
• 보존생물학에 적용할 분석 방법론 

제시
• DB 구축 방법 제시
• 유전자 자료의 활용방안 제시

• 한국고유식물속의 유전적특이성 규명
• 한국고유식물종의 유전적특이성 규명
• 분포 남북한계집단의 유전적특이성 규명
• 한국고유식물종의 식별마커 개발
• 한국고유식물집단의 식별마커 개발
• 한국고유식물과 근연종의 계통관계 

정립
• 분포적으로 특이한 식물종 집단의 

유전적 특이성 규명

• 한국고유동물종의 유전적특이성 
규명

• 한국고유동물 아종, 변종의 유
전적특이성 규명

• 분포
• 멸종위기 동물집단의 유전적특

이성 규명
• 한국고유동물종의 식별마커 개발
• 한국고유동물집단의 식별마커 

개발
• 한국고유종과 근연종의 계통관계 

규명
• 한국고유동물종집단과 근연집단의 

계통관계 규명

• 유전분석대상종의 우선순위 결정
• 연차별 분석대상종의 결정
• 표준분석마커의 결정
• 표준분석마커의 활용방안 제시
• 분석대상집단 선정을 위한 기준 제시
• 한국고유종자원의 유전자 DB구축
• 한국고유종자원의 유전자은행 구축
• 유전자자료의 보존 및 복원에 활

용방안 제시
• 유전자 DB의 활용방안마련

고유종의 계통연구 고유종의 유전자 분석자료 DB 정책적연구


고유종 식별 및 멸종 위기종 복원에 대한 종합적인 대책수립 및 이용

4.2. 추진 계획
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      내용                               월 4 5 6 7 8 9 10 11 12 1
1) 식물군의 유전자 분석
 • 분석대상 식물종 선정 및 재료확보
 • 분석대상 식물 개체군 선정 및 재료확보(종1)
 • 분석대상 식물 개체군 선정 및 재료확보(종2)
 • 분석대상종 마커선정
 • 분석대상종의 염기서열 분석
 • 분석대상종과 근연종의 염기서열 비교 분석
 • 개체군 분석 마커 확립
 • 개체군의 비교 분석
 • 개체군 자료의 비교분석
2) 미토콘드리아 Genome 분석연구(척추동물)
 • 척추동물 13종의 선정 및 재료 확보
 • 미토콘드리아 게놈 분석 전략 수립
 • 13종의 염기서열 결정
 • 13종의 염기서열 자료 분석
 • 근연집단, 근연아종, 근연종의 염기서열 비교 분석
 • 염기서열자료의 비교 분석 및 계통수 작성
3) 곤충류 3종의 유전자 분석
 • 곤충류 3종의 선정 및 재료 확보
 • 곤충류 분석 마커 확립 및 유전자 분석
 • 근연종과의 유전자 마커의 비교 분석
4) DB구축 및 정책적 제안
 • 연차별 유전자 분석 전략 확립
 • 연차별 유전자 분석 대상종, 집단 선정가이드라인 확립
 • DB 구축을 위한 기획 및 실행
 • 자료의 종합적 분석
 • 유전자 자원의 보존적 활용방안 연구 및 제시
5) 보고회 및 보고서 작성
 • 착수 보고회
 • 중간 보고회
 • 최종 보고회
 • 1차년도 최종 보고서 납품

▪ 월별추진일정표 (10개월)
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4.3. 수행조직 및 업무분담

4.3.1. 사업추진을 위한 연구원편성표

총괄 연구 책임자
고려대학교 김기중

자문위원회(4인이내) 평가위원회(7인이내)
직급별참여연구원 소속기관별 참여연구원

책임급 5 명 국공립(연) - 명
선임급 3 명 대학 15 명
원급 7 명 산업계 - 명
기타 - 명 기타 - 명
계 15 명 계 15 명

식물군연구 한국의식물
DNA은행 야생동물자원은행 동물군연구

식물군연구 식물개체군연구 척추동물연구 곤충류연구 보존정책연구
김 기 중 김 영 동 황 의 욱 한 효 연 이   항

고려대학교 한림대학교 경북대학교 연세대학교 서울대학교
책임급 1 책임급 1 책임급 1 책임급 1 책임급 1
선임급 1 선임급 • 선임급 1 선임급 1 선임급 •
원  급 2 원  급 1 원  급 3 원  급 • 원  급 1
기  타 • 기  타 • 기  타 • 기  타 • 기  타 •

계 4 계 2 계 5 계 2 계 2
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 1) 김기중 교수(고려대학교 - 분자계통학실험실)
  ◦ 사업총괄 및 보고서 작성
  ◦ 식물분야 분석대상 종선정
  ◦ 대상분석 유전자마커선정 (10개 유전자부위)
  ◦ 엽록체 게놈 및 핵 게놈 분석 (염기서열 결정)
  ◦ 전체 자료의 유합분석
  ◦ 유전자자료 DB구축에 대한 기획 및 추진
  ◦ 우리나라 고유종의 분자식별정보의 활용 방안제시
  ◦ 멸종위기종 보존에 유전자자료의 적용 방안 제시
  ◦ 정책적 제안
 2) 김영동 교수(한림대학교-식물분자계통학실험실)
  ◦ 개체군 분석을 위한 식물 재료 채집
  ◦ 개체군 분석을 위한 마커 선정
  ◦ 식물 2종의 개체군 간 유전적다양성 분석(염기서열결정 및 ISSR 마커분석)
  ◦ 식물 집단에 대한 유전자 자료의 보존적 적용
 3) 황의욱 교수(경북대학교-동물분자계통학실험실)
  ◦ 척추동물 (포유류, 조류, 양서류, 파충류, 어류) 13종의 종 선정
  ◦ 척추동물 13종의 미토콘드리아 게놈 염기서열 분석 전략 확립
  ◦ 척추동물 13종의 미토콘드리아 게놈 염기서열 결정
  ◦ 척추동물 13종의 미토콘드리아 게놈 염기서열 자료분석
  ◦ 척추동물 13종의 미토콘드리아 게놈 염기서열 annotation
  ◦ 필요한 경우 근연집단, 근연아종, 근연종과의 염기서열 비교분석
 4) 한호연 교수(연세대학교-곤층분자계통학실험실)
  ◦ 곤충류 3종의 종 선정
  ◦ 곤충류 3종의 채집 또는 재료 확보
  ◦ 곤충류 3종 분석 marker 선정 및 개발
  ◦ 곤충류 3종 유전자 분석 (염기서열결정)
  ◦ 곤충류 3종과 근연종의 유전자 비교 분석
  ◦ 곤충류의 유전자 분석 자료의 고유종식별에 이용방안 제시
  ◦ 곤충류의 유전자 분석 자료의 보존적 활용 방안 제시
 5) 이 항 교수(서울대학교-수의과대학)
  ◦ 척추동물 유전자 분석종의 선별
  ◦ 척추동물 유전자 분석 시료 제공
  ◦ 연차별 척추동물 분석대상 종 선별
  ◦ 보존생물학적 측면에서 유전적 분석 가이드라인 제시
  ◦ 보존생물학적 측면에서 유전적 분석 자료의 활용방안 제시

4.3.2. 사업추진 분담내역
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II. 멸종위기 식물종의 유전자 분석

II-1. 미선나무의 엽록체 유전체 분석 및 계통 연구

1. 서론

미선나무속(Abeliophyllum Nakai)은 단일종으로 구성된 한국 특산속으로 Nakai(1919)에 의

하여 충청북도 진천군의 표본을 기준으로 하여 (Nakai Collection Numbers 8147～8150) 기재

되었다. 미선나무 (Abeliphyllum distichum Nakai)를 신속․신종으로 기재할 당시 Nakai는 열

매의 특징을 들어 향선나무속(Fontanesia Labill.)에 가깝다고 기록하였다. 특히 열매가 납작한

부채모양이며 자방은 2실이고, 각 실마다 하나의 씨가 위로부터 달려 있는 모양이 Fontanesia

에 유사하나, 꽃은 액상총상화서이며, 화관이 잘 발달된 통꽃으로 복와상이고, 줄기의 수조직이

계단상으로 되어 있는 점이 Fontanesia와는 구별되며, 이의 특징들로 보아 개나리속(Forsythia

Vahl.)과도 유사성이 깊음을 기록하였다(Nakai, 1920). 그러나, 그는 열매의 특징을 강조하여

Forsythia 보다는 Fontanesia와의 관계를 더 강조하였다.

우리나라의 미선나무 자생지는 현재까지 모두 다섯 군데가 천연기념물로 지정되었다. 그러

나 본 속의 기준표본 채집지인 충청북도 진천군의 자생지(천연기념물 14호)는 완전히 파괴되

어, 1969년 천연기념물에서 해제되었으나 최근 복원사업이 진행 중이다. 따라서 충청북도 괴산

군 장연면 송덕리 (천연기념물 147호), 충청북도 괴산군 장연면 추점리 (천연기념물 220호), 충

청북도 괴산군 칠성면 율지리 (천연기념물 221호), 충청북도 영동군 영동읍 매천리 (천연기념

물 364호)등의 자생지가 천연기념물로 남아있으나 대부분 최근에 복원된 개체들로 구성되어있

다(Anonymous, 1998). 또한 이들 충청북도 지역과는 멀리 떨어진, 전라북도의 변산반도일대의

미선나무 자생지가 최근에 알려지기 시작하였다. 전라북도 변산반도 자생지는 충청북도의 자생

지들보다 많은 개체수가 분포한다. 또한 경기도 일대에서도 최근 보고되고 있으나 자생이라기

보다는 자생화된 개체들로 생각된다. 다행스럽게도 지금은 멸종된 충청북도 진천군의 기준표본

채집지에서 이식한 3개체가 미국의 Arnold Arboretum에 자라고 있으며, 이들 개체를 삽목하여

번식시킨 clone들이 영국의 Kew Garden을 비롯하여 세계의 여러 식물원에 퍼져있다. 또한 미

선나무의 삽목 방법이 널리 보급되어 관상수로 서울지역에 심고 있으며, 평양의 대성동 중앙식

물원에 재식되어 있는 것도 북한의 천연기념물 (등록번호 12호)로 지정되어 있다(Lee and Lee,

1994).

Nakai(1919, 1920) 이후 Abeliophyllum은 연구자에 따라 Fontanesia가 속하는 Fontaneseae

족 또는 Forsythia가 속하는 Forsytheae족으로 처리되었다. 예로, 열매의 해부학적 자료는 주
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로 Fontanesia와의 근연관계를 강조하였고(Taylor, 1945; Johnson, 1957), 염색체의 연구는

Forsythia와 같은 X=14로, X=13인 Fontanesia와는 구별되었으며(Taylor, 1945; Maekawa,

1962; Lim and Ko, 1989), 계단상의 수 조직 및 화관의 형태 등의 특징은 Forsythia와의 연관

을, 화분의 발아구 특징(Lee and Park, 1982a, b) 등은 Fontanesia와의 유사성을 시사하고 있

다. 그러나 Flavonoid (Harborne and Green, 1980), 종자해부(Rohwer, 1993), 목재해부(Bass et

al., 1988), 단백질의 면역학적 관계(Piechura and Fairbrothers, 1983) 연구 등의 자료는 이들

연관관계에 대한 설득력 있는 결과를 제공하지 못하고 있다. 독립적인 마커로 핵 rDNA의

internal transcribed spacer (ITS) 지역의 염기서열을 이용하여 평가한 Fontanesia, Forsythia,

Abeliophyllum속의 연관관계 연구(Kim et al., 2000) 는 한국특산속인 Abeliophyllum이

Forsythia 속과 자매군 관계를 형성하여 Fontanesia 속과 공유하는 열매와 화분립의 특징들이

원시공유형질 또는 평행진화의 결과임을 제시하였다.

그러나, 위의 연구는 올리브과 내의 비교적 제한된 속을 이용한 연구 결과로써 국지적인 해

답을 얻었다고 볼 수 있다. 따라서 우리나라 특산속인 Abeliophyllum의 계통학적 위치를 보다

명확하게 밝히고, 형질의 진화방향을 이해하며, 우리나라 특산속의 유전적 구조를 밝히기 위하

여 엽록체 유전체를 폭넓게 비교분석하였다. 먼저 152 Kb로 추정되는 엽록체 유전체의 10분의

1에 해당하는 15.2 Kb에 해당하는 지역의 염기서열을 연속적으로 결정하였다. 이 지역은

trnK-petA 지역으로 trnK-trnL-trnF-ndhJ-ndhK-ndhC-trnV-trnM-atpE-atpB-rbcL-accD

-psaI-ycf4-cemA-petA 유전자들이 포함되고 이들 사이의 intergenic spacer와 intron 등이 포

함된다. 이와는 별도로 small single copy region의 ndhF 유전자 지역도 포함시켰다. 이와 더불

어 rbcL과 ndhF 유전자의 경우는 모든 Oleaceae 속 및 다수의 근연과의 속들을 대상으로 염

기서열을 결정하여 Abeliophyllum의 계통연구에 이용하였다.

 

그림 II-1-1. 미선나무의 꽃과 열매
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Groups   based
on leaf characters or 

taxonomic group

Scientific name and   
accession   information1)

ndhF/rbcL
sequences2)

Opposite lvs. Jasminum abyssinicum Hochst. ex DC. (Kew335-71-03007) +/DQ673258

Opposite lvs. Jasminum   le-ratii Schltr.(Kew083-65-08303) DQ673271/ DQ673257

Opposite lvs. Jasminum simplicifolium G. Forst.   (Kew000-73-12904) DQ673270/ DQ673298

Alternate lvs. Jasminum fruticans L. (Kew448-82-04854) DQ673268/ DQ673297

Alternate lvs. Jasminum   subhumile W. W. Sm. (Kew336-68-33602) DQ673269/ DQ673259

Opposite lvs 
-Primulina

Jasminum mesnyi Hance (Edinburgh 19697040) DQ673267/ DQ673296

Opposite lvs 
-Primulina

Jasminum nudiflorum Lindl. (UCONN 199200212) DQ673255/ DQ673255

Menodora Menodora   longiflora Engelm. ex A. Gray (B. L. Turner 
15965, TEX)

DQ673273/ DQ673260

Menodora Menodora spinescens A. Gray   (J. D. Morefield 4399, MO) DQ673272/ DQ673299

Fontanesieae Fontanesia phillyraeoides Labill. v.phillyraeoides (AA 
1542-80-13)

DQ673263/ DQ673293

Forsythieae Abeliophyllum distichum Nakai (AA 178-16-8) DQ673262/ DQ673292

Forsythieae Forsythia   europaea Degen &   Baldacci (AA 10198-1917) DQ673264/ DQ673256

Myxopyreae Myxopyrum hainanense L. C. Chia   (K.-J. Kim et al. 
2000-508, KUS)

DQ673265/ DQ673294

Myxopyreae Nyctanthes arbor-tristis L. (Kuriachen s.n., SPU) DQ673266/ DQ673295

Oleeae-Fraxininae Fraxinus chinensis Roxb. (AA 8161-A) DQ673275/ DQ673301

Oleeae-Ligustrinae Ligustrum vulgare L. (K.-J.   Kim 1997-70) DQ673276/ DQ673302

Oleeae-Ligustrinae Syringa vulgaris L. (Edinburgh 19644264) DQ673277/ DQ673303

Oleeae-Oleinae Chionanthus virginicus L. (UCONN s.n.) DQ673283/ DQ673309

2. 재료 및 방법

2.1. 식물재료

Abeliophyllum의 경우 기준표본 채집지인 충청북도 진천군에서 이식하여 미국 Arnold

Arboretum에 재식하고 있는 개체와, 전라북도 부안군 변산반도의 개체 등 두 가지 다른 개체

를 이용하였다. 본 연구에서는 단일 종으로 구성된 Abeliophyllum을 비롯하여 근연속으로 모든

Oleaceae속을 선정하였고, 한 속내에서도 되도록 아속, 절, 아절 등이 모두 포함되도록 선정하

였다 (표 II-1-1). 외군으로는 올리브과와 연관이 깊다고 생각하는 모든 속을 포함하였다.

표 II-1-1. 미선나무와 비교하여 엽록체 염기서열에 이용한 올리브과 및 외군의 종, 출

전, 증거표본 정보 및 본 연구자에 의하여 GenBank에 저장한 ndhF와 rbcL유전자의 염

기서열 정보
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표 II-1-1. (계속)

Groups   based
on leaf characters or 

taxonomic group

Scientific name and   
accession   information1)

ndhF/rbcL
sequences2)

Oleeae-Oleinae Forestiera   angustifolia Torr. (B. L. Turner 755, TEX) DQ673284/ DQ673310

Oleeae-Oleinae Haenianthus salicifolius Griseb. (K.-J.   Kim 1992-39, KUS) DQ673282/ DQ673308

Oleeae-Oleinae Nestegis sandwicensis (A. Gray) Deg et al. (Kew336-68-33601) DQ673279/ DQ673305

Oleeae-Oleinae Noronhia emarginata Thou. (Fairchild FG-61-496) DQ673281/ DQ673307

Oleeae-Oleinae Notelaea   ovata R. Br. (B. J. Conn. 3102, MO) DQ673280/ DQ673306

Oleeae-Oleinae Olea europaea L. (UCONN 198500974) DQ673278/ DQ673304

Oleeae-Oleinae Osmanthus americanaBenth. & Hook. f. (Kew349-67-34901) DQ673285/ DQ673311

Oleeae-Oleinae Phillyrea angustifolia L. (Kew186-74-01825) DQ673286/ DQ673312

Oleeae-Oleinae Picconia   excelsa DC. (W. R. Sykes 473/69, MO) DQ673288/ DQ673314

Oleeae-Schreberinae
Comoranthus minor H. Perrier   
(P. B. Phillipson et al. 3706, MO)

DQ673287/ DQ673313

Oleeae-Schreberinae Schrebera alata Welw. (Kew 000-69-18826) DQ673274/ DQ673300

Outgroup
Carlemannia   tetragona Hook. f. 
(K.-J.   Kim et al. 2004-1433, KUS)

DQ673290/ DQ673316

Outgroup
Silvianthus bracteatus Hook. f.  
 (K.-J. Kim et al. 2004-1430, KUS)

DQ673289/ DQ673315

Outgroup Menyanthes trifoliata L. L39388/L14006

Outgroup Aster cordifolius L. (R. K. Jansen 906, MICH) L39449/ DQ673291

Outgroup Hedera helix L. AF130203/L01924

Outgroup Cornus floridaL. AF130220/L11215

Outgroup Nicotiana tabacum L. N001879/N001879

Outgroup Gelsemium sempervirens Ait. AF130170/L14397

Outgroup
Clerodendrum trichotomum Thunb. ex A. Murray/
Clerodendrum fragrans Willd.

AF130146/L11689

Outgroup Callicarpa dichotoma Raeusch. L36395/L14393

Outgroup Buddleja davidii Franch. AF130143/L14392

Outgroup Digitalis purpurea L. AF130150/L01902

1) Plant materials are from the living collections of Kew (Royal Botanic Garden, Kew), Edinburgh (Royal 
Botanic Garden, Edinburgh), Fairchild (Fairchild Tropical Botanic Garden, Miami), UCONN (Greenhouse of 
the University of Connecticutat Storrs), and AA (Arnold Arboretum, Boston), field collections from China, 
India, and USA (all voucher specimens are deposited at the indicated herbaria), and herbarium at MO 
(Missouri Botanic Garden) and TEX (University of Texas at Austin).
2) GenBank accession numbers with DQ initials are the new sequence reported from this study; other 
sequences are from GenBank.

특히 Abeliophyllum과 연관이 깊다고 생각되는 Fontanesia의 경우 3 분류군 2종으로 구성

되어 있으나 (Kim, 1998), 본 연구에서는 중국현지와 중국에서 이식하여 미국의 Arnold

IP : 14.49.138.138, 2017-11-03 17:04:38



Arboretum에 제식한 2 분류군을 본 연구에 이용하였다. Forsythia의 경우 세계적으로 11종이

분포하지만 (Kim, 1999), 이전의 연구에서 Forsythia 속이 단계통군임이 증명되었으므로 어느

분류군을 선정하여도 문제가 없으므로 본 연구에서는 지리적 분포를 고려하여 유럽원산인

Forsythia europaea Degen & Baldacci 와 중국원산인 F . viridissima Lindl. 을 이용하였다

(Table II-1-1). 이들 재료들은 전셰계의 식물원과 야생 자생지에서 채집된 것들이다.

2.2. 실험방법

▪ DNA 추출․정제: 자생지 또는 재식지에서 증거표본과 5g 정도의 잎을 채취하여 실험실로

운반한 후 액체질소와 함께 잎을 갈아 가루로 만든 후, 일반적인 2×CTAB 추출방법으로 60℃

에서 DNA를 추출하였다 (Doyle and Doyle, 1987). 추출된 total DNA는 1×TE buffer에 녹인

후 EtBr-CsCl 농도구배 초원심분리 과정에 의하여 60,000rpm으로 DNA band를 분리하였다

(Palmer, 1986). 분리된 DNA는 분자량 12,000을 걸러내는 투과막 (Spectrum Lab., Rancho

Dominguez, California, USA)을 이용하여 투석시켜 정제한 후 증폭에 이용하였다.

▪ trnK-petA 유전자 지역 증폭, 정제, 및 염기서열 결정: 15.2 Kb 지역의 유전자 배열이

인삼의 엽록체 유전자 배열과 동일하다는 것을 본 연구자의 선행연구에서 이미 알고 있었기

때문에 인삼의 엽록체 염기서열 (Kim and Lee, 2004), 담배의 엽록체 염기서열 (Shinonzaki et

al., 1987), 올리브과 자스민의 엽록체 염기서열 (Lee et al., 2007) 등과 비교하여 20여쌍의

Primer를 제작하고 이를 이용하여 trnK-petA유전자 지역을 중복되도록 연속적으로 증폭하였

다. 각 증폭 산물은 약 1 Kb 정도의 길이였다. 증폭조건은 Kim 과 Jansen(1994)의 조건과 동

일하다. 증폭된 DNA는 agarose gel에서 확인한 후 QIAquick PCR Purification Kit

(QUIAGEN Co., Hilden, Germany)를 이용하여 정제하였다. 정제된 DNA 150 ng을 염기서열

결정반응에 이용하였다. 염기서열 결정반응은 ABI Prism BigDye Terminator Cycle

Sequencing System을 이용하여 Perkin Elmer 9600 PCR 기기에서 25 cycle 반응을 수행하였

다. 이때 반응조건은 primer 1.6 pmole, DNA 150 ng, BigDye Terminator 4㎕ 등이었고, PCR

조건은 96℃ 10초, 50℃ 5초, 60℃ 4초의 cycle을 25회 반복하였다. Cycle sequencing 반응을

마친 DNA는 일반적인 EtOH 침전 과정을 통하여 정제한 후 ABI 3770 자동염기서열분석기를

이용 염기서열을 분리하여 읽었다.

▪ DNA 염기서열 assembelage 와 Annotation: 양쪽방향으로 결정한 염기서열은

Sequencer (4.2. version, Gene Code Corporation, Ann Arbor, Michigan)를 이용하여 편집하였

다. 양방향으로 읽은 1 Kb 정도 길이의 서열은 서로 중복되므로 쉽게 contig assemble이 가능
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하였다. 전체 염기서열은 인삼과 담배의 엽록체 게놈을 model로 하여 각 유전자의 유사도를

BLAST 비교하여 annotation 하였다. trn 유전자의 경우는 tRNAscan-SE (version 1.21, Lowe

and Eddy 1997)프로그램을 이용하여 구조를 결정하였다.

▪ ndhF와 rbcL 유전자의 비교분석: 표 II-1에 표시한 전체 종들을 대상으로 ndhF 유전자와

규치 유전자의 염기서열을 결정하였다. 먼저 이들 종들에 대하여 두 개의 유전자를 증폭하고,

정제한후, 염기서열을 결정하였다 (Kim et al., 2005; Lee et al., 2007). 각 종별로 편집한 염기

서열은 Clustal X program (Gibson et al., 1994)을 이용하여 정열하였다. 정열결과

Abeliophyllum distichum의 두 집단의 염기서열은 동일하였으므로 단일 분류군으로 처리하였

다. 정열된 자료는 NEXUS format으로 전환한 후 PAUP (4.0 version, Swofford, 2000)을 이용

하여 기본적인 절약분석(parsimony analysis), Bootstrap 분석(Felsenstein, 1985), NJ분석

(Saitou and Nei, 1987; Farris et al., 1996) 등을 수행하였다. Parsimony-bootstrap 분석 및

NJ-bootstrap 분석은 1,000회 반복하였다. ML tree는 Modeltest (Posada and Cradall 1998)의

결과를 바탕으로 Model을 선정하여 tree를 추론 하였다. ML tree에서 node strength는

Beyessian 분석결과를 표시하였다. 이를 바탕으로 r8s 프로그램(Sanderson 2002)을 이용하여

Abeliophyllum의 divergence time을 추론하였다. 시간의 추정에는 표준시간으로 화석기록이 존

재하는 외군에서 Cornus와 내군에서 Fraxinus 및 Osmanthus가 이용되었다(Kim et al., 2005;

Lee et al., 2007).

3. 결과 및 고찰

3.1. 엽록체 유전체 분석결과

본 연구에서는 우리나라 특산속 식물인 미선나무의 엽록체유전체를 분석하였다. 엽록체 유

전체의 약 10분에 1에 해당하는 trnK - petA 유전자 사이의 15,035 bp를 해독하였으며 이 사

이에는 trnL* - trnF* - ndhJ - ndhK - ndhC - trnV - trnM* - atpE - atpB - rbcL* -

accD* - psaI* - yef4* - cemA* 유전자가 포함 된다 (이 중 중요표를 한 8개 유전자는 숫자가

증가하는 sense strand로, 나머지 6개 유전자는 숫자가 감소하는 antisense strand로 전사된다,

그림 2 참조). 이들 14개 유전자중 trnL 과 trnV 유전자 두 개가 인트론을 1개씩 가지고 있으

며, 그 길이는 가각 475bp 와 474bp 이었으며(표 II-1-2 참조) 모두 group Ⅱ 인트론이다.

trnL, trnF, trnV, trnM 등 4개의 trn 유전자는 특이적인 2차구조를 이룬다.

ndhJ, ndhK, ndhC 유전자는 하나의 cistron으로 전사되는 것으로 생각되며 transcription

initiation을 위한 ribosome binding site는 ndhC gene의 upstream에 존재하는 것으로 파악된

다. 마찬가지로 atpB 와 atpE gene의 경우도 하나의 transcription unit으로 전사되며 ribosome
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binding site는 atpB gene의 upstream에 존재한다. rbcL gene에서 cemA gene에 이르는 5개

유전자는 같은 방향으로 전사되나 각각 전사되는 것으로 파악된다.

이중 accD gene의 경우 유전적으로 가장 불안정한 유전자로 평가되며, 미선나무의 경우

길이가 1,012 bp로 구성된다. 일반적으로 accD gene의 길이가 1,500 bp 이상(인삼의 경우

1,515 bp, 담배의 경우 1,539 bp)임을 비교하여 볼 때 미선나무의 accD gene의 경우 길이가

500 bp 정도 감소되어 있음을 알 수 있다. 이들 염기서열을 align한 결과 5＇의 약 500 bp가

결실되어 있음을 확인 할 수 있었다. 올리브과의 여러 속에 대한 연구에서도 accD gene의 5＇

portion이 산발적으로 결실된 것이 확인되어 이에 대한 분포와 진화기전을 밝히는 연구를 진행

중이다. atpB gene과 atpE gene은 4개 bp가 서로 중첩된 것으로 나타났다. 이들 두 개 유전자

는 atpB gene의 마지막 2개 codon AAA/TGA/ 가 다른 frame으로 읽혀 atpE gene의

AA/ATG/A 로 읽히기 때문이며 이와 같은 overlapping 현상은 인삼, 담배와 같은 다른 식물

의 엽록체 게놈에서도 알려졌다. 전체해독 결과는 그림 II-1-3과 같다.

그림 II-1-2. 미선나무 엽록체 유전체의 분석지역 유전자 지도   
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시작 끝 길이 (bp) 유전자 유전자 산물

1 543 68
tRNA-Leu (UAA)

(intron 475bp 포함)
partial cds tRNA-Leu 

891 963 73 tRNA-Phe (GAA) tRNA-Phe

2106 1630 477 ndhJ
NADH dehydrogenase 

19kD subunit

2889 2212 678 ndhK
NADH dehydrogenase 

32kD subunit

3307 2945 363 ndhC
NADH dehydrogenase 

ND3 subunit

5036 4389 73
tRNA-Val (UAC)

(intron 575bp 포함)
tRNA-Val

5217 5289 73 tRNA-Met (CAU) tRNA-Met

5908 5507 402 atpE ATPase epsilon subunit

7401 5905 1497 atpB ATPase beta subunit

8175 9608 1434 rbcL RuBisCo large subunit

10272 11783 1512 accD
acetyl-CoA carboxylase 

beta subunit

12077 12187 111 psaI PSI reaction center subunit VIII

12634 13188 555 ycf4 ycf4 protein

14068 14757 690 cemA potentail heme-binding protein

14985 15035 51 petA partial cds cytochrome f

1
101
201
301
401
501
601
701
801
901

1001
1101
1201
1301
1401
1501
1601
1701

GGTAGACGCT ACGGACTTAA TTGGATTGAG CCTTGGTATG GAAACCTACT AAGTGGTTAC TTTCAAATTC AGAGAAACCC CGGAATTAAT AAAAATGGGC 
AATCCTGAGC CAAATCCTGT TTTCCCAAAA CAAAGGTTCA GAAAGAAAAA AAGGATAGGT GCAGAGACTC AATGGAAGCT GTTCTAACAA ATGGAGTTGA 
CTGCGTTGGT AGAGGAATCT TTTCATCGAA ACTTCAGAAA GGATGAAGGA TAAACGTATA TATTGAATAC TATATCAAAT GATTAATGAC GACCCGAATC 
TCTATCTCTA TTTTTTTATA TGAAAAGTGG AAGAATTGAT TCCACATTGA AGAAAGAATC GAATATTCAT TGATCAAATC ATTCACTCCA TAGTCTGATA 
GATCTTTTAA AGAACTGATT AATCGGACGA GAATAAAGAT AGAGTCCCAT TCTACATGTC AATACCGGCA ACAATGAAAT TTATAGTAAA AGGAAAATCC 
GTCGACTTTA AAAATCGTGA GGGTTCAAGT CCCTCTATCC CCAAAAAGCC TATTTGACTC CCCAAATATT TATCCTATCC CTTTTTCGTT AGCAGTTCCA 
AATTCCTTAT CTTTCTCATT CACTCTATTC TTTTACAAAC GTATTTGAGC GTAAATGATT TTCTCTTATC ACATGTGATA TATAATACAC ATCCAAATTA 
AGCAAGGAAT CCCCATTTGA ATGATTCACA ATCAATATCA TTACTCATAC TGAAATTAAC AAAGTCGTCT TTTTGAAGAT CTAAGAAATT CCAGGACTTG 
GAGAAAACTT TGTAATCCCC CCTTGTCCTT TTAATTGACA TAGACCCCAG TCATCTAATA AAATGAGGAT GGGATGCTAC ATTGGGAATG GTCGGGATAG 
CTCAGCTGGT AGAGCAGAGG ACTGAAAATC CTCGTGTCAC CAGTTCAAAT CTGGTTCCTG GCACATGATT CATTTGTATG AGTCTCTCAA TTATAAATTA 
ATTGATATGA ATCGAGATAC GTATTCATTT CTAATCTAGA TCATAATACA TACTTTTATC TATCTTAGCG AGATATACCC CATCTATTTT ATAGATGGGT 
AGAGTTTTTT AAATAAAGTA TCTAAAAGAA TGAAATTCTA TTTTCTCTTT TTTTTTTTTC TTTCGTTCAA AAAAAATGTT AATACTTCAT ACATATTTGA 
AAGGTTAAAT TCGTTGGTTG AAAGACTAAA AAGTCGAAGT TGAAAGAGAC AAGATTCGGT TCAGATACCA TAAAAATAAA GAAAATCCGA TAACCTTTCA 
TTTGTTTGTA TTTTCTCTTT CATATTCGAT TTCTTAATTC GTCCCGACAT GACTTTCTAG AACCGGTCTA AGTAATGTGC GCAGTACAAA GTTCATGATG 
CAGAACGCGT TTGATTCATC CTATTGGTTT GGCTCATACG AGATAAGTAT CTTACAAATA AATGTAAGAA TCCCAACGAA TCCCCAATTC TGTCTTTTTT 
TGTTAGCCTA TACCATAATT CCCTAATAGA AATGAAACTT CAATATAGAA TTATTCTGGT TAATCTAGAA CCGAAAGTAC AACCCTTGAA TCTCTGAAAT 
TGTATAAGTG GAAATTAGTT TCTTATCATT CAATGAGCAT CTTGTATTTC ATAAAAATTG GGGGCAATAT AATCCTTACG TAAGGGCCAT CCTATCCAAC 
TTTCAGGCAT TAAGATACGT TTCAAGCGTG GATGATTATC ATAAGAGATT CCCAACATAT CATAAGATTC TCGTTCTTGA AAATCCACAC TTTTCCAAAC 

tRNA-UAA↓

tRNA-GAA↓

표 II-1-2. 미선나무 엽록체게놈 해독지역의 유전자 길이와 그 산물

Notes)  Sequence in red color - Coding segment or Exon 
        Sequence in black color - Intergenic spacer 
        Sequence in blue color - Intron 
        Sequence in green color - Coding segment within intron 
        The direction of arrow indicate transcription orientation
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1801
1901
2001
2101
2201
2301
2401
2501
2601
2701
2801
2901
3001
3101
3201
3301
3401
3501
3601
3701
3801
3901
4001
4101
4201
4301
4401
4501
4601
4701
4801
4901
5001
5101
5201
5301
5401
5501
5601
5701
5801
5901
6001
6101
6201
6301
6401
6501
6601
6701
6801
6901
7001
7101
7201
7301
7401
7501
7601
7701
7801
7901
8001
8101
8201
8301
8401
8501
8601
8701
8801
8901
9001
9101
9201
9301
9401
9501
9601
9701
9801
9901
10001
10101
10201
10301
10401
10501
10601
10701
10801
10901
11001
11101
11201
11301
11401

CCAGAAAACG GACGGAATTC TAGGATTCCT CCTTGAGGCA AATACTTTTA TGCATACCTC TTCTGGTTGA TCCACACCAT ACTCTATTCT CGTAAGATGA 
TACACACTAG CTAACAGTCC GCCAGGTGCT ACATCATAGG CACATTGGGA GCGTAGATAA TTGTAACCAT ATACATATAA AATGACAGCA ATGGAATGCC 
AATCCTTGGG CTTTATTTGT AAAGTCTCTA TTCCTTGATA ATCAAAGCCC AAAGATCTAT GAATTAGCCC ATGCTTGACT AGCCAAGCAG ACAAACGACC 
CTGCATCTTT TTTATCTCCC GCATTTTTAG CTAGAATATT TCACATTCTC GATCAAATTT ATGAAGATTG ACCCGCTACT TGTTATTCTG TACAATACAA 
AGGAATCCTG TCTAATTCAC TAATTCGTGA GAAGATACTG AATTTTTATA TTTGAAAAAG GTTTCAGTAG GGATCTCTGA AGTAGATGGC GGTTGATAAA 
GGAATCCTTG ATCATAATTT CCAGTATTCA TACTGCGTCC AACATGAAAC TTGTGATTGG TAGTAAAACA CCGATTTGCT TGTTGAGACC TAATTCTATC 
TTCATAGATT TCTCGAGATA TTTTCTTACG AAGTTTTGTT ATAGCATCTA TAACTGCTTC CGGTTTAGGT GGACAACCTG GCAAATAGAC ATCCACGGGA 
ATTAGCTTAT CGACTCCCCG AACAGTACTA TAAGAATCGG TACTGAACAT CCCTCCTGTA ATTGTACAGG CTCCCATAGC AATAACATAT TTTGGTTCGG 
GCATTTGCTC ATATAATCTC ACTAAAGAGG GTGCCATTTT CATTGTTACT GTTCCGGCTG TTAAAATTAG ATCCGCTTGT CTAGGACTCG ATCTTGGTAC 
TAGTCCATAA CGATCAAAGT CGAATCGTGA TCCTATTAGT GAAGCAAATT CAATAAAACA ACAACTGGTA CCATAGAGAA GCGGCCATAA ACTAGAGAGC 
CTTGACCAAT TTGAAAGATC ATTTAATGTA GTTGAAATAA CTGAATTTTG GACTGTTTGA TCAAGTAAAG GAAACTCAAT GGAATTCATA ACTTTTTCAA 
TCTTTTTTTT TCCCTTTTCT TTTTATTGTC TGAATATTCA GGAGCTAAGA CCATTCCAAT GCCCCCTTTC GCCATGCATA AACTAAACCA ACAATTAAGA 
TAAGCACGAA AATTAAAGCT TCTATAAATA CAGATACACC CAATACATCG AAACTCATTG CCCATGGATA AAGAAAAACC GTTTCAACAT CAAAAACAAC 
AAAAACTAGA GCAAACATAT AATAACGGAT TCGAAATTGT AACCAAGCGT CGCCCATTGG TTCTATACCC GATTCATAAC TAGAAAGTTT CTCCGGCCCT 
TTCCTAATCG GGGCTAAAAT CCCGGAAATG AAAAATGCCA AAATAGGAAT AAGACTTGAT ATTATTAGAA ATGCCCAAAA AATATCATAT TCGTAAAGTA 
AAAACATAGA CGCACTCCTA TGAACGTGGA AAATATACCG GATGGGTCGA TTCGAATTGA AATTGTCAAG TCATCCATAA CTGTTTAGTC AAAACAAGAA 
TTCATTTTGA CCAAACCATC TAGTTTCCTT TGTTTATTGC GGGGCATATC TCATTTCAAG ATTCATCGAC TGGCTTGACT GGAATCCTAT TTCCAGTCTA 
CTTATTTTTA TTTCTTTATT ATTTAGATTT AGTTAGTATA ACTCTAACTA TTACTTTTAT ACAAATTCTC TTGTTTTCAC CTAGGATTCT TGCTAAAGAA 
ACCTAGGTCC AAATAAAAAC AAAATAGAAT TCTTATTTTG TGTTTCGAAT TTCTAACTTA TTATTTTTTA AATTATATAT ATTATTCTAA ATTCTTTCTA 
GATTTCTATT TTTTTTAGGA ATAGAATCCG GAGTTTGTCG TTTTTTTCTT AGTGATTTAG AATAGAACAA GTATTCAAAT GTAAGAGAAT GGATAGGTAT 
TTCGATTTCT AATATCTTAG TGTTGGTATA TTCCTTTTAT TAGAGGGGTT TCTCTTGATT GAATACAGAA AAAGAAGACC ATCCCCTCTT CGATAGGTCT 
AGGTAAGGTA TACGAAGAAA AAGCCTATTT GACATTGTTG ACAATGAAAC TTACCAAAGA GATTCGTTTT TCAACAAACT TTGGCCTGTC CACAAATACA 
GCAGGTCATT CCCTAGATCT ATTTGAATTA CTCTTTGCAG TTTTTAACCG GTTTCGTGTC ATGATTTTGA CTTCTTAAAT TCATTAGGAT TACAAAAGGA 
GTATCACTAA CTTAACCCCT TGATTGTGGA CAGGAAAATT CATATGGAAT TTACCTCCGA AGATTAATGA CGAAAGGTTG GTTTGTTTAT CCACGATTGG 
ATAAATATCG ATTCGATCCC TTTTTCTTTC AGTTTTCTGT TCTGCTTTAA ACGATTCCCG TGAGGGAGTT TATAGGAATA ATTTGATTTC GATGAACCAG 
CCCAACCGGT CAGTTACAAG CAACAAACAA TAATGAAGAA ATCAAAATTA TACAATTTTT TATTTAGAAT TTTAATTTTA GAGGGCTCTA GGGCTATACG 
GACTCGAACC GTAGACCTTC TCGGTAAAAC AGATCAAACT TATTATTATC AAAATGATTT GAACTGTTTC AAAGACCCAA CATGCATTTT TTTTTTGCCT 
TGGGCTCTTT CATTAACTGA TAGAAATATC AGCCAGTCTG CCATATTTTA AAAAATAAGA TTAAGGAGAT GGCTCCATGT GCTCTGATTC ATTATTTGGG 
ATTCTGATCC AGGAGCACTA CCAAAGTGTT TCAAAGGTGG GGTTATCTTG ACGTAGGTCT GCCTCTGGCC TAGATCAACC TAAGTTAAAT GAAGTCTCTA 
TCGTTCGGCT TAAAAAAGAA AATATGAAAC TTCATACACC TTGAAAGTTC ATAGGACGAA AAGAGATTTT TTGAGGACCT TATACTCATT ATGCCTAGCA 
TTGAATGGAC TGGTATTGAC CTTATCAATA TCTCAAATCA ATGATGGGGT CTGTTTGGTA CCTAAATGGA CACCCAAATC GGACCGAACC ATTTGTCAGG 
CTACTGTTCC CTCAAAGTTA TGGAGTAAGA CATCGATTTT TCAATAAGAT CCATTTTTTT AATTGTATGA TGGACTCCCC TGAAAAACAT TGGCGCGCGT 
GTAAACGAGG TGCTCTACCA ACTGAGCTAT AGCCCTTAGT GCTTGTGATA CATATTTTAT CATGTAGATA ATTTCTTGTC AAGATGAATA TTCTATGATC 
CAACATCCTC CATTTTTGAG TGGTATTGCT TGTATTAGTA TTGTTTATAA GTAATATGAT ATTTATAATC CATCGATGGC GTGGGTTCCA TTTGGTTATC 
TTTGGGATGA TAAATGACCT ACTTAACTCA GTGGTTAGAG TATTGCTTTC ATACGGCGGG AGTCATTGGT TCAAATCCAA TAGTAGGTAG AACTTATTAG 
ATACCGGAGT CAATGGTATC TAATAAGTTT TTCGACCCAC CCTCTTTTAT TGATTTTGTA TCTTTTTTTT TTATTTATTT ATTTTATTTT TGAATTTCGT 
TGTAGCAAAA TAGGATTCTG CTTGATTGGA TTCACTCGAC AGAATCCTAT CATCAAAATA GGGTTACAAA CAGAACTTCT TTTGATTATT AGAACGCACC 
AACTAGTTAG GAAATCGCAT TGACAGCCTC TACTCTTGTC CTAGCTCGTC GGAGAGCTAG ATTTGCCTCA ATTATTTGTC TCTTTCCTTC AGCTTTTCTC 
AAATTAGCTT GGGCTATTTC AAGAGTTTGC TGAGCTTCTT GTGGATCAAT GTCACTACCC TTTTCCGCAT CATTTACTAA AACAGTGATC TCATTATTGC 
CTATTCTAGC AAAACCACCC ATCAGAGCCA TCGTTAACCA TTGGTCGTTA AAGCGTATTC TCAAAATCCC TATATCTACA GCTGTAGCAA TAGGGGCATG 
ATTTGGTAAT ACGCCAATTT GACCACTATT AGTAGATAAA ATGATTTCTT TCACTTCTGA ATCCCAAACA ATTCGATTAG GGGTCAGTAC ACAAAGATTT 
AAAGTCATTT CTTCAAATTG CTCTCCATTT CTAAGTTCAT AGCCTTCGCG GTAGCTTCAT CGATATTACC TACCAAATAA AAGGCCTGTT CAGGAAGACC 
ATCTAATTCT CCGGAAAGGA TCAATTGAAA CCCTCTAATG GTTTCTGCTA GACCAACATA TTTCCCTGGA GAACCGGTAA ATACTTCTGC TACAAAAAAA 
GGTTGTGATA AGAAACGCTC AATTTTTCGC GCTCTTGCTA CGGTTAAACG ATCCTCTTCG GATAATTCGT CCAACCCAAG GATAGCTATA ATGTCCTGAA 
GCTCTTTGTA ACGTTGTAAA GTTTGCTTAA CTCTTTGCGC AATTTCATAA TGTTCCTCAC CAACGATCCG AGGTTGAAGC ATGGTTGACG TTGAATCTAA 
AGGATCTACT GCTGGATAGA TCCCTTTGGC AGCTAATCCT CTTGATAGTA CGGTAGTAGC ATCTAAATGT GCAAATGTCG TAGCAGGAGC AGGGTCGGTC 
AAATCGTCTG CAGGTACATA AACTGCTTGA ATAGAAGTTA TGGACCCTTC TTTGGTAGAA GTAATTCTTT CTTGTAAAGT ACCCATTTCG GTACTCAGGG 
TAGGTTGATA ACCGACAGCG GAAGGCATTC TACCCAATAA GGCCGATACT TCGGATCCTG CTTGGACGAA ACGGAAGATA TTGTCGATAA ATAGAAGTAC 
GTCTTGTTCA TTAACATCTC GGAAATATTC CGCCATAGTT AGGGCAGTCA AACCAACTCT CATACGAGCT CCAGGCGGTT CATTCATCTG GCCGTAAACT 
AGAGCCACTT TGGATTCTGC AATATTTTCT TCATTAATCA CTCCAGATTC TTTCATTTCC ATGTAAAGAT CATTTCCTTC ACGAGTACGT TCACCCACTC 
CGCCAAATAC GGATACGCCC CCATGGGCTT TGGCAATATT GTTAATCAAT TCCATAATGA GTACCGTTTT ACCAACTCCA GCTCCTCCAA ATAGTCCGAT 
TTTTCCCCCA CGGCGATAAG GGGCTAAAAG ATCTACTACT TTAATTCCTG TTTCAAAAAT AGATAATTTT GTATCTAACT GTATAAAGGC AGGCGCAGAT 
CTATGAATAG GAGATGTTGT ACGAGTATCT ACAGGACCTA AATTATCAAC AGGCTCTCCA AGCACGTTGA AAATTCGTCC CAGAGTCGCT CCACCGACCG 
GAACACTTAG AGGAGCTCCT GTGTCAATCA CTTCCATTCC TCTCATCAGA CCATCTGTAG CACTCATAGC TACAGCTCTA ACTCGATTAT TTCCTAATAA 
TTGCTGTACC TCACAAGTCA CATTAATTGC TTGACCAACA GTATCTCGAC CTTTAACTAC CAGAGCGTTA TAAATATTAG GCATCTTGCC CGGCGGAAAG 
GCTACATCTA GTACCGGACC GATGATTTGG ACGATACGCC CCAGGTTTTT TTTTTCAAGC GTGGAAACCC CAGAACCAGA AGTAGTAGGA TTAATTCTCA 
TAATAATAAA CAAAATATGT CGAAATTTTT TTTTTTTTTG CGAAAATTAT CGAATTCAAA ATAAATGTCC GATAGCACGG CGATCAGTTA ATTCAATAAG 
AAATGGGAGT TAGCACTCGA TTTCGTTGGT ACCATTCAAT CGAATCCAAT TCAATTGTTT ACTTCTTCAA TGAGTGAATT TTCAAGTTCA ACCAAGCTAT 
TTTGAAAATT TCAAGTGGAT GGAATAAGAA TCTTGAGAAA GTTTTTCATT TGTCTATAAT GATAGACAAT CCCATCTATA TTATAGAAAA TATTCTATGG 
AATTCGAACC TGAACTCTAT TTACATTAGG ATTCATTATT TCTATCTCAT TGGTTCTTCG TATTTTTTAT TTCAGCATAT CGATTTACGC CTAGCCTATA 
TCTTTTCTTT TCCTTTTTTT ATACCTTTTC ATAGACGAAT TCTGCCTATT TTCACATCTA GGATTTACAT ATACAACATA TATCACTGTC AAGAGGGAAT 
TTCTTATTAG TTAGATTAGG TATTTCGATT CCAAAAAAGG TAAAAAATCA AAATTGGGTT GCGCTATATA TATGAAAGAG TATACAATAA TGATGTATTT 
GGTAAATCAA ATACCATGGT CTAATAATCA AACATTCTGA TTAGTTGATA ATATTAGTAT TAGTTGGGAA GTTTGTGAAA GATTCCTGTG AAAAGTTTCA 
TTAACGCCTA ATTCGTGTCG AGTAGACCTT GTTGTTGTCA GAATTCTTAA TTCATGAGTT GTAGGGAGGG ATTTATGTCA CCACAAACAG AGACTAAAGC 
AAGTGTTGGA TTCAAAGCGG GTGTTAAAGA GTACAAATTG ACTTATTATA CTCCTGAATA CGAAACCAAA GATACTGATA TCTTGGCAGC ATTCCGAGTA 
ACTCCTCAAC CTGGAGTTCC GCCTGAAGAA GCAGGGGCTG CGGTAGCTGC CGAATCTTCT ACTGGTACAT GGACAACTGT GTGGACCGAT GGACTTACCA 
GCCTTGATCG TTACAAAGGG CGATGCTACC ATATTGAGCC CGTTCCTGGA GAAGCAGATC AATATATCTG TTATGTAGCT TACCCTTTAG ACCTTTTTGA 
AGAAGGTTCT GTTACTAACA TGTTTACTTC CATTGTAGGT AATGTATTTG GGTTCAAAGC CCTGCGTGCT CTACGTTTGG AAGATTTGCG AATCCCTACT 
GCTTATATTA AAACTTTCCA AGGCCCGCCT CATGGGATCC AAGTTGAGAG AGATAAATTG AACAAGTATG GTCGTCCCCT GTTGGGATGT ACTATTAAAC 
CAAAATTGGG GTTATCTGCT AAAAACTATG GTAGAGCAGT TTATGAATGT CTTCGCGGTG GACTTGATTT TACCAAAGAT GATGAGAACG TGAACTCCCA 
GCCATTTATG CGTTGGAGAG ATCGTTTCTT ATTTTGTGCC GAAGCAATTT ATAAATCACA GGCTGAAACA GGTGAAATCA AAGGGCATTA CTTGAATGCT 
ACTGCGGGTA CATGCGAAGA AATGATGAAA AGAGCTGTAT TTGCTAGAGA ATTGGGAGTT CCTATCGTAA TGCATGACTA CTTAACAGGA GGATTCACCG 
CAAATACTAG CTTGGCTCAT TATTGCCGAG ATAATGGCCT ACTTCTTCAC ATTCACCGTG CAATGCATGC AGTTATTGAT AGACAGAAGA ATCATGGTAT 
ACACTTCCGT GTACTAGCTA AAGCCTTACG TATGTCTGGT GGAGATCATA TTCACGCTGG TACCGTAGTA GGTAAACTTG AAGGGGAAAG AGACATCACT 
TTGGGCTTTG TTGATTTACT GCGTGATGAT TTTATTGAAA AAGATCGAAG TCGCGGTATT TATTTCACTC AAGATTGGGT CTCTCTACCA GGTGTTCTGC 
CCGTGGCTTC AGGGGGTATT CACGTTTGGC ATATGCCTGC TCTGACCGAG ATCTTTGGGG ATGATTCCGT ACTACAGTTT GGTGGAGGAA CTTTAGGACA 
CCCTTGGGGT AATGCGCCAG GTGCCGTAGC TAACCGAGTA GCTCTAGAAG CATGTGTACA AGCTCGTAAT GAAGGACGTG ATCTTGCTTC TGAGGGTAAT 
GTAATTATCC GTGAGGCTTC CAAATGGAGT CCTGAACTAG CTGCTGCTTG TGAGGTATGG AAAGAGATCA GATTTGAGTT TAAAGCAGTG GATACTCTAG 
ATGTTTAAAG CAGTGGATAC TCTAGATACT CTATAAGTAA GATAACAAGT AATTACTCTC CGTTCTCTTA ATTGAAAACT CGGCCCAATC TTTTACTAAA 
AGGATTGAGC CGAATACAAA GATTCTATTG CATGTATTTT GGCTAAATAC ATACTTCTCC AGATATACAA GATTTGAAAT ACAAAATCTA AGACTAAATC 
CAAATCGAAG ACTCAAATGT TTCTATTGTT GTCTTGGATC CACAATTCAT CCTATGGATC TTTAGGATTG GTATATTTTT TCTATATCCT GTAGTTTCCC 
TGAATCGCGC GAAGTATCAC AAATCTTTCT ACCCATCCTG TATATTGTCC TTTTCGTTCC GTGTTGGAAT AGAACCTTAA TTTATTACTT CTTATTAGTT 
AGTTATTAGA CGAGATTTTA CGAAAAAAAT TCTTTCTAGG AGAGAACAAA TATTTTTTTT TGATGCGAAG ACATAGGAGA AACCACTCTT TTTCATTATA 
TTTAGAATGA AAAGGGATTC CATCATATTC ATATATAGTG AAGTCTTACC CCGGATTCCC ACAAAAGAAA ATCATTCTTC ACACTTATTA TTAGTTAATA 
ATGCTAGTGA TTGCATTTCT ATGTTTATTC TGATAGGAAA TAAGATATTC AAATAAAGAA TTTTGGATCG AATGACTATT CATCTATTGT ATTTTTATGC 
AAATAGGGGG CAAGAAAACT CTATGGAAAG ATGGTGGTTT AATTCGATGG TGTTTAAGAA GGAGTTAGAA CGCAGGTATG GAATAAATAA ATCAATGGAC 
AATCTTGGTC CTATTGAAAA TACTAGTAAA AGTGAAGATC CGAATAGAAA AGCTAAAAAC ATTCATAGTT GGAGGGGTCG TGACAATTCT AGTTACAGTA 
ACGTCGATCA TTTATTCGGC ATCAAAGACA TTCGGAATTT CATCTCTGAT GATACTTTTT TAGTTAGAGA TAGTAATGGA GACAGTTATT CTATCTATTT 
TGATATTGAA AATCAGATTT TTGAAATTGA CAATGATCAT TCTTTTCTGA GTGAACTAGA AAGTTCTTTT TATAGTTATC GGAATTCTAG TTATCTGAAT 
AATGGATCTA CGAGTGAAGA TCCCTACTAC AATCGTTACA TGTATGATAT TCAATATAGT TGGAATAATC ACATTAATAG TTGTATTGAC AGTTATCTTC 
AGTCTCAAAT CTATATGGAT ACGTCCATTG TAAGTGATAG TAGTGACAGT TACATTTCTA GGTGTATTTT TAGTAAACAT ACAAATAGTA GTGAAAGCGC 
GAGGTCCAGT ATACGAACCC GCACGAAGAG TAGTGATTTA ACTCTAAGAG AAAGGTCTAA TGATCTCGAT GTAACTCAAA AATACAGGCA TTTGTGGGTT 
CAATGCGAAA ATTGTTATGG ATTAAATTAT AAGAAATTTT TGAAATCAAA AACAAATATT TGTGAACAAT GTGGATATCA TTTGAAAATG AGTAGTTCAG 
ATAGAATCGA ACTTTCGATC GATCCCGGTA CTTGGGATCC TATGGATGAA GACATGGTCT CTCTGGATCC CATTGGATTT CATTCGGAGG AGGAGCCTTA 
TAAAGATCGT ATTGATTCTT ATCAAAGAAA GACAGGATTA ACTGAGGCTG TTCAAACAGG CATAGGTCAA CTAAATGGTA TTCCCGTAGC AATTGGGGTT 
ATGGATTTTC AGTTTATGGG GGGTAGTATG GGATCCGTAG TCGGGGAGAA AATCACCCGT TTGATTGAGT ACGCTACCAA TAAATTTCTA CCTCTTATTA 
TAGTGTGCGC TTCCGGGGGG GCACGCATGC AAGAAGGAAG TTTGAGCTTG ATGCAAATGG CTAAAATATC GTCTGCTTTA TATGATTATC AATCAAATAA 

ndhJ↑

ndhK↑

ndhC↑

tRNA-UAC↑

tRNA-CAU↓

atpE↑

(overlap)

atpB↑

rbcL↓

accD↓
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11501
11601
11701
11801
11901
12001
12101
12201
12301
12401
12501
12601
12701
12801
12901
13001
13101
13201
13301
13401
13501
13601
13701
13801
13901
14001
14101
14201
14301
14401
14501
14601
14701
14801
14901
15001

AAAGTTATTT TATGTATCAA TCCTTACATC TCCTACTACT GGTGGGGTAA CAGCTAGTTT TGGTATGTTG GGAGATATCA TTATTGCCGA ACCCAATTCC 
TATATTGCAT TTGCGGGTAA AAGAGTAATT GAACAAACAT TGAATAAAAC AGTACCTGAA GGTTCACAAG CGGCTGAATA TTTATTCCAG AAGGGCTTAT 
TCGACCTAAT CGTACCACGT AATCCTTTAA AAAGCGTTCT GAGTGAGTTA TTTAAGCTCC ACGCTTTCTT TCCTTTGAAT TAAAATTCAA TCAAGTAGAG 
CACACAAAAT TCAAAGAAAT GAAGAAAAAT AATAAAGTTA ATTATCATAC ATATCTTTCA TGTAGAAAGA TGAATAAGTC CATTTATTTA GTTCTACATT 
CCTTGGACTT ATTCTATATA CTCACTTAGA TATATAGATA CTTATTTCTA TACTAAGAAT TTGAAATTGA ATTAATTAAT AATAATTACA ATTCTTAATT 
ATAATTATTA TAAGATATTT TTTTTATAAA AAATAAATAA TAGTAGGTAC AAATAGTAAA TCGAGGTACC CATTTTATGA CAACTTTCAA TTTTCCCTCT 
ATTTTTGTGC CTTTAGTAGG CCTAGTATTT CCGGCAATTG CAATGGCTTC TTTATCTCTT CATGTTCAAA AAAACAAGAT TGTTTAGATC TGATGGGACC 
CAATCTCATC CGTTTTTTTT CAAAACTTAG ACTTGTAGCA TAACACAGAT ATCTATTTCG AAAAATATGG TCTAACATGT GATTTCCGCC GAACATAAAG 
GAAAAAGCTC TTATGCCTGC AGAAAATGAT CTATGGGTAA ATGAATTCTA GCTAGTTTCA AATAGATCAG GATCACTGGA TGCTGGATGG CTAAAATGTA 
AAGTCGGTGG ATCTATAGGT ATATCAATAT GTATAGTGGG CTCATATGAA GGGTATGTTA TTATTTTAGA TCTAACCAAT TTGATGAATT ACTCCTAAAG 
GTTCACATCA AACTAGTGCT AGTTCACATC AAACTAGTGC TAGTTGATGA GAGTTACTTC GGAAACAAAA AAAGTAAAGT CAAATTCATT TGGGGTATTC 
TTTCAATTCC AATAAAATGC AATCAGATCA AGTATGAGTT GGCGATCAGA AGATATATGG ATAGAACTTA TAACGGGGTC TCGAAAACTA AGTAATTTCT 
GCTGGGCCCT TATCCTTTTT TTAGGTTCAT TAGGATTCTT ATTGGTTGGA ACTTCCAGTT ATTTTGGTAG AAATTTGATA TCTTTTTTTC CGTCTCAGCA 
AATCATTTTT TTTCCACAAG GGATCGTGAT GTCTTTCTAC GGGATCGCGG GTCTTTTTAT TAGTTCCTAT TTGTGGTGCA CAATTTCCTG GAATGTAGGT 
AGTGGTTATG ATCGATTCGA TAGAAAGGAA GGGATAGTGT GTATTTTTCG TTGGGGATTT CCTGGAAAAA ATCGTCGCAT ATTCCTCCGA TTCCTTATAA 
AAGATATTCA GTCCGTTAGA ATAGAAGTTA AAGAGGGTAT TTATGCTCGT CGTGTCCTTT ATATGGATAT CAGAGGCCAG GGGGCCATTC CCTTGACCCG 
TACTGATGAG AATTTGACTC CACGAGAAAT TGAACAAAAA GCCGCCGAAT TGGCCTATTT CTTGCGCGTA CCAATTGAAG TCTTTTGAGA AATGGAAATA 
TGGGCTGAAG AATGAATGCT TTCTCAGCAG GAGGGAAAAA TGCAAGAATC CTCTTTTTTT TTTCTATAAC ATAACTTAAC TGAAGTTTCG TCAGAACGTT 
CAGTCGAGCC AAAGCCGACA TATATGGAAC AACCATAAAA GAAAACTCTT TTTGTGGTCT TTTATGCGTA TACAAATCCA CGCAACTCAA TTCAACAAGT 
ATAACAAATT GAACTAATAG ATTCAATTCA TCTCATATAT CAAACGATTT CGAAAGAAAG AAATTTCTTT TTTTTTAAGT TCAATATTTG TTGGAATTGA 
TACTTTAGAT GCAGATAAAT CATATCATAT CTTGTAAATT ATTTCTTTTT TGTCAATCAA CCTTTTTTTT ATCCTTTCTT TTGTATTCCT TAATAACCAA 
TAATTGGTTT TCTTAATAAT GATAACTGGA CAATTTCTGT CTTGTTTTGC CACTCATTTT TTTTGATCAT CACAATATCT TTCCCTCAAT TATTCTATTC 
CTGGCTATGG GGAATCGGTG GAATTTTTTC GAAATATTGG ATATTTTGAT AGAAAAGGAA TTCTTTCGTC TCAAAATCTC AATAATATTC ATTCCTTAAA 
GTGCTTCTTT CGTTCATTCG GAGACACTTG TTTCGAATTT GACCAATTGA GATATCTGGA AACAATATTT TTTATTATTT CTTCATTCAA ATTCGAAGTG 
GCGTCTTAGT CTATTTCTGT ATTCTTTCTA GATTCAAACA AAATCACAAA TAAAATAGAT TCATAAGTTT GATATCTTGT ATAGAACTCA TGTGTGAAAG 
AAATATTCGA TAGATCGCAT AGAGGCGACG AATGAGGTGG GTTGATTAAC AATTCACAGA TGAAAAAATG GCAAAAAAGA AAGCATTCAC TCCTCTTTTG 
TATTTTGCAT CTATAGTATT TTTGCCCTGG TGGATTTCTC TCTCATTTAC GAAAAGTGTG GAATCTTGGG TTACTAATTG GTGGAATACT GGGCAATCTG 
AAATTTTTTT GAATGATATT CAAGAAAAGA GTATTCTAGA AAAGTTCATA GAATTAGAGG AAATCCTCTT CTTGGACGAA ATGATCAAGG AATACTCGGA 
GACACATCTA CAAAAGCTTG GTATAGGAAT CCACAAAGAA ACGATCCAAT TAATCAAGAT ACACAATGAG GATCGTATCC ATATGATTTT GCACTTCTCG 
ACAAATATAA TCTGTTTTGT TATTCTAAGC GGTTATTCTA TTTTTGGTAA TGAAGAACTT GTTATTCTTA ACTCTTGGGC TCAGGAATTC CTATATAACT 
TAAGCGACAC AGTAAAAGCT TTTTCAATTC TTTTATTAAC GGATTTATGT ATCGGATTCC ATTCACCTCA CGGTTGGGAA CTAATGATCG GCTCTGTCTA 
CAAAGATTTT GGATTTTTTC ATAATGATCA AATTATATCT GGTCTTGTTT CCACTTTTCC AGTGATTCTC GATACTATTT TTAAATATTT GATTTTCCGT 
TATTTAAATC GTGTATCTCC GTCACTTGTA GTTATTTATC ATTCAATGAA TGACTGATAA ATGATACACC GATATTAATC TAATCCAATT AGAATGTTTG 
TTACTTTGTA ATTCTACATA AGCATTAAAA ATCATACTTA CTCTTTAGAT TTCTAACCAT CCGGGGAATT CATCCTATAT TATTCCAGTA AAATGATTCC 
AGTAAATAGC AGAATCGTGG ATAGGGAACT ATACTAGCAA CCTACCCAAT TTATTGTAGA AATTTTTGGA TCAATTATTA GACCATGCAA ACTAGAAATA 
CTTTTTCTTG GATAAAGGAA CAGATTGCTC GATCT

psaI↓

ycf 4↓

cemA↓

petA↓

  그림 II-1-3. 미선나무 엽록체 유전체의 염기서열과 해독결과

3.2. 계통분석의 결과

미선나무속의 계통학적 위치와 형질의 진화 방향을 판단하기 위하여 올리브과 모든 속을

포함한 47종의 ndhF gene과 rbcL gene의 염기서열을 기초로 계통수를 제작하였다. 두 개 유

전자가 모두 엽록체 유전자이므로 이를 유합하여 약 2,900 bp 길이의 자료를 산출하였다. 올리

브과 24개 속을 대상으로 같은 속내에서는 다른 아속, 절, 아절이 포함되도록 여러 종을 선발

하였으며 올리브과 이외에 14개 속을 외군으로 이용하여 총 61종이 이용되었다. 최대절약분석

(MP), Maximum Likelihood (ML) 분석을 수행하였고 bootstrapping과 Bayesian 분석(BA)를

통하여 각각 절의 단계통성을 평가하였다.

MP분석에서는 1개의 최대절약계통수가 산출되었으며 (그림 II-1-4), 각 node의 신뢰도는

10,000번의 bootstrapping 분석결과를 토대로 %로 표시하였다. 대부분의 절은 50% 이상의

bootstrap 값으로 지지되었다. 먼저 외군 중 Carlemanniaceae가 Oleaceae의 자매과로 인지되었

다. Carlemanniaceae는 Silvianthus와 Carlemannia 등 2개 속으로 구성되어 있으며,

Shaw(1957)에 의하여 과로 기재되었으나, 이후 여러 연구자들에 의하여 인동과

(Caprifoliaceae) 또는 꼭두서니과 (Rubiaceae) 등에 포함되기도 하였고 현재까지 과의 위치가

불분명한 분류군이다. 지리적 분포패턴을 보면 2속은 열대∼아열대 아시아 (인도차이나, 동인

도, 중국 남부지역)에 비교적 좁게 분포한다. 본 연구에서 중국 운남성 남부에서 두 속을 모두

IP : 14.49.138.138, 2017-11-03 17:04:38



채집하여 연구에 이용하였는데 이전에는 분류학자들에 의하여 전혀 언급이 안 된 올리브과와

연관이 깊은 것으로 본 연구에서 결과가 나와 이를 논문으로 출판하기 위한 작업을 진행 중이다.

    

그림 II-1-4. 미선나무속의 계통학적 위치를 나타내는 계통수. (본 계통수는 ndhF와 

rbcL 유전자의 염기서열을 기초로 하여 최대절약분석을 하였으며, 각 절의 신뢰도는 1

만번의 bootstrap 분석 결과를 %로 표시한 것이다)
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올리브과 내에서는 Myxopyrum과 Nyctanthes가 기저분류군이고 다음이 Fontanesia (향선나무

속), 그 다음이 미선나무와 개나리속이 속하는 개나리 족의 순으로 분지한 것으로 파악되었다.

Myxopyrum속과 Nyctanthes속은 모두 열대∼아열대 아시아속으로 Carlemanniaceae와 분포영

역이 크게 중첩된다. 따라서 올리브과가 열대∼아열대 아시아에서 기원했을 것이라는 이론을

뒷받침한다. MP tree의 경우 향선나무족, 개나리족, 자스민족의 유연관계의 지지도가 낮아

(50% 미만) 이들 속의 관계가 어떤 것인지는 확실하지 않으나, 미선나무속이 개나리속과 함께

개나리족에 속함은 매우 뚜렷하다 (98%지지). 이를 ML분석과 BA분석을 한 결과 (그림

II-1-5) 올리브과 내에서 Myxopyceae가 먼저 분지하고 향선나무족, 개나리족, 다른 족들의 3

각 관계는 풀리지 않으나, 이들 3개 군이 오래 전에 독립적인 진화 계열을 형성함은 MP계통수

와 같은 결론이다.

이 ML계통수를 근거로 하여 Cornus속(외군)과 Fraxinus(내군)속의 화석기록을 바탕으로

하여 주요 분류군의 기원시기를 추정한 결과는 그림 II-1-6과 같다. 그림 II-1-6의 분지기점

추정방법은 non-parametric penalized likelihood (NPL) 방법을 이용한 것으로 이는 현재까지의

연대 추정방법 중 가장 정확한 것으로 평가되는 방법으로 두 개의 조정시점에 각각의 화석 자

료를 이용한 결과 그 신뢰도는 증가한다. 결과 올리브과는 중세 백악기에 이미 기원하였으며

(1억년전) Myxopyreae족, 향선나무족, 개나리족, 다른 올리브과의 군들은 이미 중세 백악기 말

에 (8천∼6천5백만년 전) 분화하기 시작하였고, 개나리족 내에서 개나리속과 미선나무속은 6천

만년전인 신생대 Paleocene에 분화되었음을 제시하였다. 이는 우리나라 특산속인 미선나무가

매우 오래 전에 형성되어 오늘에 이르는 고생특산속 임을 의미한다.

3.3. 미선나무속(Abeliophyllum)의 형질진화 및 기원시점

엽록체 유전자 염기서열 (ndhF+rbcL)을 이용한 계통수들은 한결 같이 한국 특산

Abeliophyllum 속이 Forsythia (개나리)속과 가장 가까운 유연관계를 가짐을 보여주고 있다.

이 결과는 ITS 염기서열에 의한 결과 (Kim et al. 2000)와 같으며 Abeliophyllum 과

Forsythia를 하나의 즉 Forsythiae로 처리하는 분류 System과 일치 한다.

Fontanesia (향선나무)속의 경우는 단일속을 형성하며 개나리족의 두 속이 분지하기 이전

에 기원하였다. 또한 Oleaceae에서 Myxopyreae 족이 가장원시적인 기저군을 형성함을 볼 때

Myxopyreae, Fontanesieae, Forsythieae 등이 공통적으로 갖고 있는 열매 형질(건과, 시과)은

원시적인 형질임이 입증되었다. 따라서 향선나무속 (Fontanesia)과 미선나무속

(Abeliophyllum)이 갖는 부채모양의 열매 특징은 원시 공유형질이고, 화분립의 형질도 같은 상

태로 판단된다. 미선나무와 개나리의 꽃의 유사성, 염색체의 기본수 (X=14) 등은 원시 형질을

유지하는데 비하여 개나리의 열매는 삭과로 발전한 단독파생형질로 판단된다.
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그림 II-1-5. 미선나무속의 계통학적 위치를 나타내는 계통수. (본 계통수는 ndhF와 

rbcL 유전자의 염기서열을 기초로 하여 Maximum Likelihood 분석을 하였으며, 각 절

의 신뢰도는 4만번의 Baysian 분석 결과를 %로 표시한 것이다)
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그림 II-1-6. 미선나무속의 기원시점을 추정한 계통수. (기원시점은 그림 II-1-5의 ML계

통수를 근거로 non-parametric penalized likelihood 방법을 이용하였고, 기준 시점은 

Cornus와 Fraxinus 화석을 동시에 이용하였다.)
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ndhF와 rbcL의 염기서열 분석결과는 기존의 미선나무의 계통학적 연관관계에 뚜렷한 증거

를 제시하였다. 나아가 분자시계의 적용은 우리나라 특산속이 언제 기원하였는지를 뚜렷이 보

여주고 있다. 예로 향선나무족과 개나리족은 중생대 중기 백악기인 8천만년 전에 분지하였고

개나리족내의 개나리속과 우리나라 특산속인 미선나무속은 신생대 Paleocene (6천만년 전)에

기원한 것을 보여주고 있다. 이는 대부분의 올리브과내의 속들이 분화되기 이전이다. 즉 우리

나라 특산속 미선나무속은 매우 오래전에 기원한 특산속이라는 것이다. 따라서 유전적으로 독

특한 특성을 유지하고 있음을 보여주고 있다.

3.4. 미선나무 엽록체 유전체 분석 및 계통수 연구의 보전적 활용과 의의

미선나무는 한국 특산속으로 기재되었으나 일부 연구자들은 꽃의 구조가 개나리속에 유사

하다고 하여 흰개나리로 부르기도 한다. 그러나 본 연구 결과에서 뚜렷이 나타나는 바와 같이

개나리속과는 많은 염기서열의 차이로 구별되지만 유연관계는 깊은 것으로 파악된다. 또한 열

매가 부채모양이라는 특징으로 향선나무에 가깝다고 주장하기도 하나 향선나무속과는 뚜렷이

구별된다. 그러나 이들 3속이 모두 올리브과내의 기저군을 형성함이 입증되었다. 미선나무는

계통학적으로 개나리속과 자매군을 형성하지만 본 연구에서 밝힌 바와 같이 개나리속과 미선

나무속은 신생대 초기인 Paleocene에 해당하는 6천만년 전에 이미 분화한 것으로 추정된다. 이

는 미선나무속이 올리브과의 대부분의 속 (예로 물푸레나무속, 쥐똥나무속, 라일락속, 목서목,

올리브속, 이팝나무속 등) 들이 분지하기 이전에 이미 형성되었음을 강력히 시사한다. 즉, 미선

나무속은 기원적으로 보아 매우 오래 전에 (6천만년전) 한반도에서 형성되어 현재까지 현존하

거나 한반도 인근의 다른 지역에서 형성되어 한반도로 이동하여 일부 개체들이 남아 있을 가

능성이 높음을 의미한다. 이는 근연인 개나리속이 우리나라와 (일본 1종) 중국 동북부에만 분

포한다는 사실과, 향선나무속이 중국과 서아시아에 분포함을 생각해볼 때 미선나무가 오래전

한반도 또는 인근에서 기원했음을 시사한다. 우리나라 특산식물속 들의 계통연구에 의하면 인

근속 내로 포함되는 결과를 보여주지만 (예로, 금강초롱속이 초롱꽃속에 포함), 미선나무속은

매우 독특한 속으로 계통학적으로도 오래 전에 형성되어 현지까지 생육하고 있음을보여주고

있다.

미선나무속은 우리나라 고유속, 특산속, 오래전에 형성된 고생특산속(Paleoendemic genus)

으로 평가된다. 우리나라에서 Arnold Arboretum으로 이식된 개체가 모체가 되어 서구 여러 식

물원에 보급되어 있으나 열매형성이 되지 않은 특징으로 종자번식은 불가능한 상태이다. 이는

꽃이 pin과 drum 형 중 하나만 유출되었을 가능성이 높다. 그러나 우리나라의 경우 열매성숙

이 가능하고 다섯 곳의 자생지가 알려져 있는 관계로 이들 유전자원의 보고이다. 본 연구에서

우리나라 특산속 으로서의 지위가 확실하게 입증된 만큼, 앞으로 우리나라의 생육개체 (영양번

식 한 개체 제외) 들에 대한 유전적 다양성 분석이 수행되어야 보전 및 복원계획에 이들 자료

가 적극 이용될 수 있을 것이다. 미선나무속이 6천만년전에 형성되었다면 생육집단 간에 많은
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유전적 이질화가 진행되어 이들이 실험과정에서 검출될 것이며, 우리나라 분포집단이 최근에

형성되었다면 유전적 변이가 적을 것이기 때문이다. 이들 집단이 오랫동안 서로 단절되었는지

또는 최근에 분화한 것인지 등의 집단 역사에 대한 흥미로운 결과를 도출할 것이다.
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Ⅱ-2. 제주고사리삼(Mankyua chejuense)의 엽록체 유전체 분석

및 계통 연구

1. 서론

우리나라 특산속인 제주고사리삼속(Genus Mankyua)은 1998년 제주도에서 처음 발견되어

Sun등 (2001)에 의해 출판되어진 고사리삼과 (Ophioglossaceae)의 한 속이다. 고사리삼과는 양

치식물 중에서도 가장 원시적인 군으로 오랫동안 인식되어 왔으나(Bower 1926, Wagner 1990),

화석학적 기록은 매우 빈약하여 비교적 최근인 신생대 3기에야 기록되고 있다 (Rotherwell

and Stockey 1989). 제주고사리삼속이 기재되기 전 고사리삼과는 일반적으로 고사리삼속

(Botrychium), 나도고사리삼속 (Ophioglossum), Helminthostachys 속등 3개 속으로 인식되어

왔다((Bower 1926, Wagner 1990)). 그러나 광의의 고사리삼속 (Botrychium s.l.) 은 협의의

Botrichium, Scepteridium, Japanobotrichium, Botripus 등 4속으로 인지되기도 하며 (Kato

1987), 광의의 나도고사리삼속 (Ophioglossum s.l.)은 협의의 Ophioglosssum, Rhizoglossum,

Ophioderma, Cheioglossa 등 4속으로 세분되기도 한다 (Presl 1845).

제주고사리삼 (Mankyua chejuense B.-Y. Sun, M.H. Kim & C.H. Kim)은 제주도에서만

서식하는 것으로 알려져 있는 단일종으로 구성된 우리나라 특산속 식물로 1998년 처음 서식지가

알려진 후 주로 제주도의 동북부 지역의 상록수림 하에서 현재까지 20여개의 군락이 발견되고

있다 (그림 II-2-1). 제주고사리삼은 고사리삼과의 일반적인 특징을 가지고 있으면서도 기존의

고사리삼속 (Botrychium), 나도고사리삼속 (Ophioglossum), Helminthostachys 속과는 뚜렷이 구별되

는 다른 형태학적 특징을 보인다. 형태학적인 형질을 비교하면 제주고사리삼속은 고사리삼속이

나 나도고사리삼속과는 포자엽의 형태, 잎의 형태, 뿌리줄기의 형태 등에서 뚜렷이 구별되지만

Helminthostachys속과는 유사한 특징이 많은 편으로 이 들 두 속의 공통적인 특징은 다음과 같다.

1) 생장엽이 깊게 갈라진 형태이다.

2) 포자엽이 선형으로 생장엽에서 나온다.

3) 잎 배열이 일정하지 않다.

4) 뿌리줄기가 기는 줄기이다.

5) 생장엽의 엽맥이 두 개로 갈라진다.

제주고사리삼속과 Helminthostachys 속은 이러한 공통적인 특징에도 불구하고 포자낭의 돌

출여부와 포자엽의 자루유무에 의해 뚜렷이 구별되는데, 제주고사리삼속(Mankyua)은 포자낭이

돌출되어 있고 종열이며 포자엽이 생장엽 기부에서 자루가 없이 바로 올라오는 반면,

Helminthostachys 속은 포자낭이 함몰되어 있고 횡열이며 포자엽이 긴 자루를 가진다(Sun et

al, 2001).
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Hauk et al. (2003)은 고사리삼과의 형태학적인 특징과 엽록체 게놈상의 trnL과 trnF 사이

의 intergenic region과 rbcL gene의 염기서열에 기초한 분자계통학적인 분석 결과를 이용하여 과

거에 9개 속으로도 나누는 분류시스템 보다는 일반적으로 고사리삼속(Botrychium), 나도고사리삼속

(Ophioglossum), Helminthostachys의 3개 속으로 구분하는 광의의 분류시스템이 더 타당함을 입증한

바 있다. 그어나 이 연구에 제주고사리삼속은 이용되지 못하였다.

그림 II-2-1. 자생 서식지(위)와 이식하여 고려대학교 온실에 재배 중(아래)인 

제주고사리삼 (Mankyua chejuense)

형태학적 특징을 고려할 때 제주고사리삼속은 Helminthostachys와 가장 가까운 유연관계를

형성할 것으로 예상된다. 그러나 이러한 예견을 독립적인 자료로 입증한 경우는 없으며 우리나

라특산속의 계통학적 위치도 밝혀지지 않은 상태이다. 따라서 본 연구는 우리나라 고유속인 제

주고사리삼속의 계통학적 위치를 밝히는 것을 주목적으로 하였다. 이를 위해 고사리삼과 종들
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의 염기서열 정보가 이미 확보되어 있는 trnL과 trnF gene 사이의 intergenic region과 rbcL

gene의 염기서열 정보를 이용하여 계통수를 작성하고 이 계통수를 통해 제주고사리삼의 분자

계통학적 위치를 논의하고자 한다.

두가지 유전자 염기서열에 기초한 계통학적 연구와 더불어 본 연구에서는 제주고사리삼의

엽록체 게놈의 해독과 진화 메카니즘의 규명에 초점을 두었다. 일반적으로 양치류는 과거 고생

대 석탄기 초기에 지구상에 출현하여 번성하다가 현재에까지 잔존하여 진화해 온 것으로 알려

져 있다. 피자식물의 진화역사와 비교할 때 양치류는 그 진화의 역사가 오래된 만큼 분류군 간

의 유전적 변이 및 게놈 구조상의 변이가 매우 큰 분류군으로 인식된다. 그러나 자료의 부족으

로 이에 대한 결론은 시기상조이다. 최근 들어 고등식물의 엽록체 게놈에 대한 진화학적 연구

가 활발하게 진행되어 온 반면, 양치류의 경우 공작고사리(Adiantum capillus-veneris)(Wolf et

al. 2003)와 솔잎난(Psiotum nudum)(Wakaski et al. unpublished, GenBank AP004638) 두 종

만 완전하게 엽록체 게놈이 해독되어 있다.

이에 본 연구에서는 우리나라 고유속인 제주고사리삼의 엽록체 게놈의 완전해독을 목표로

연구를 수행하고 있다. 현재 1차 년도에는 15 kb 정도의 분석이 완료된 상태이다. 이 결과는

제주고사리삼의 엽록체 게놈 진화뿐만 아니라 양지식물의 게놈 진화 메카니즘을 논의하는데도

중요한 자료를 제공할 것이다.

2. 재료 및 방법

2.1. 식물재료 및 분류군의 선정

제주고사리삼은 현재 제주도 서북부 상록수림내에 20여 개의 집단이 자생하고 있는 것으

로 알려져 있다. 이중 선흘리 집단의 개체들을 채집하였다. 채집당시 시기적으로 영양엽이 지

고 있는 상태여서 6개체를 실험실에 이식하여 성장 시킨 후 DNA용 재료를 확보하였다. 이렇

게 생육한 한 개체와 야외에서 직접 DNA 추출용 잎을 채취한 두 개체를 엽록체 DNA 염기서

열 분석용 식물재료로 이용하였다. Hauk et al.(2003)에 의해 분석된바 있는 고사리삼과의 3개

속(고사리삼속, 나도고사리삼속, Helminthostachys 속)에 대한 실험 결과를 토대로 trnL-F의

intergenic region 경우, 본 실험실에서 확보한 제주고사리삼 3개체, 고사리삼 (Bo. ternatum) 1

개체, 나도고사리삼 (Op. vulgatum.) 1개체의 생체를 이용하였다. 또한 고사리삼속

(Botrychium) 22종, Helminthostachys 1종, 나도고사리삼 (Ophioglossum) 10종의 염기서열 정

보가 분석에 포함되었고 Angiopteris와 Psilotum의 2개 속을 Outgroup으로 사용하였다. rbcL의

경우에는 본 실험실에서 확보한 제주고사리삼 3개체와 고사리삼속 26종, Helminthostachys 1종,

나도고사리삼 12종이 분석에 사용되었고 Angiopteris, Psilotum, Marattia, Danaea,
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Tmesipteris의 5개 속을 Outgroup으로 사용하였다. 분석에 필요한 DNA염기서열은 GenBank의

데이터베이스를 통하여 입수했다.

2.2. DNA 분리, PCR증폭 및 염기서열 결정

전체 genomic DNA는 잎을 이용하여 CTAB 추출방법 (Doyle and Doyle,1987)으로 분리한

후에 CsCl-EtBr 농도구배 초고속 원심분리 과정과 투석과정을 거쳐 정제한 후 사용하였다

(Kim and Jansen, 1994).

제주고사리삼의 분자계통학적 위치를 밝히기 위하여 엽록체 게놈 중 고사리삼과 식물의 염

기서열이 밝혀져 있는 trnL과 trnF gene 사이의 intergenic region과 rbcL gene을 선택하였다.

trnL과 trnF gene 사이의 intergenic region의 증폭을 위해서 Taberlet et al. (1991)이 설계한

Primer 중 2가지 primer (trn1:5'-CGAAATCGGTAGACGCTACG-3'; trn6: 5'-ATTTGAACT

GGTGACACGAG-3')를 이용하여 PCR 반응 (①94℃ 4min, ②94℃ 1min, ③55℃ 30sec, ④7

2℃ 1min, ②∼④ 30번 반복, ⑤72℃ 7min)을 통해 Target region을 증폭한 후, 얻어진 PCR

product를 Qiagen사의 PCR purification kit (Cat. No. 28106)으로 정제하였다. 정제된 PCR

product는 Applied Biosystems 사의 ABI PRISM BigDyeTM Terminator Cycle Sequencing

kits을 이용하여 sequecing 반응을 위한 template DNA로 사용하였다. Sequencing 반응이 끝난

후 정제된 PCR product는 ABI PRISM 3730XL Anayzer를 이용하여 염기서열을 결정하였다.

rbcL gene의 경우에는 Hauk (1995)에 사용된 rbcL primer (rbcL for:

5'-ATGTCACCACCAACAGAAACTAAAGCAAGT-3'; rbcL re: 5'-CTTCACAAGCAGC

AGCTAGTTCAGGACTCC-3')를 이용하여 동일한 방법으로 염기서열을 결정하였다.

2.3. Data 분석

본 실험을 통해 얻어진 제주고사리삼의 trnL-F 지역 및 rbcL gene의 염기서열 정보와

GenBank를 통해 확보한 염기서열 정보를 유합한 후, Clustal X로 정열하고 MEGA 3.1을 통해

gap을 조정하여 계통수 제작에 이용하였다. Phylogenetic Analysis Using Parsimony (PAUP

version 4.0,Swofford, 2000) 프로그램을 이용하여 최대절약분석 (maximum parsimony)을 실시

하였으며 heuristic search를 이용하였다. 또 얻어진 최절약계통수 (most parsimonious trees)를

이용하여 Bootstrap 값 (1,000회 반복)을 산출하였다.
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primer name Sequences(5'-3') Target gene

a7 GTTTCAACTCGCGACAGTCA
trnG

a10 GAAAACTAACTGCGGCTTGC

T1 GCCGGGATAGCTCAGTTGGT

ndhJ, ndhK, trnM

(T1-T7, T5-T9, T8-T13)

T5 GTACTGTAGGAATCYGTACT

T7 GTTGTTGCTTYATTGAATTT

T8 AGGGCTATACGGATTYGAAC

T9 GCTATAGCTCAGYGGTAGAG

T13 CGTTACAAGGAACTTCAAGA

T12 ACTAACATATTTWCCCGGAG

atpE, atpB

(T12-T22,T20-TR14)

T22 GAGTGCCACAGATGGTYTAA

T20 ACAGATACACCYCCATGAGC

TR14 TATTTCCCAACCATGGGGYG

R5 CGTGAAGCTAGTAAGTGGAG

accD

(R5-R9, R8-R10)

R8 ACCGATGCTRTTCAAACAGG

R9 GAAATTTTWGCCATTTGCAT

R10 GGTAGGTAAGATGCTGTCAT

R14 CRCCCCATGGTTGGGAAATA

petA, petG

(R14-R242, R189-RpsbJ)

R242 GGAGATGCAGAAATAGTACTTCAAGA

R189 CGGATGCGTCGGATGGACGTCA

RpsbJ GCTTATTCGGGGTTAGGATCATC

R11 CATTTCGCTCGCCGCTACTACGGGAATGGC
trnA

(R11-R100)
R100 GGCCATCCTGGACTTGAACCAGAGACCTCG

2.4. 제주고사리삼의 엽록체 게놈 분석방법

제주고사리삼의 엽록체 게놈 연구를 위한 PCR primer 제작은 GenBank에 기록된 공작고사

리 (Adiantum capillus-veneris), 솔잎난 (Psiotum nudum)의 전체 게놈 염기서열을 이용하여

본 실험실에서 자체적으로 고안한 것을 사용하였다. 엽록체 게놈의 염기서열을 결정하기 위해

제작된 primer의 염기서열 정보는 표1에 정리하였다. 제주고사리삼은 전체 genomic DNA를

TaKaRa LA TagTM을 이용하여 3∼4개의 유전자를 포함하는 넓은 지역을 증폭시키는

Long-range PCR을 한 후, 다시 internal primer를 제작하여 내부의 염기서열을 얻는 방식을

채택하였다 (표 II-2-1).

표 II-2-1. 제주고사리삼 엽록체 게놈 분석에 사용된 primer set
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3. 결과 및 고찰

3.1. 제주고사리삼의 분자계통학적 위치

본 실험에서는 제주고사리삼 3개체, 고사리삼 1개체, 나도고사리삼 1개체 등 5개체의

trnL-F 지역 염기서열을 결정하였다. 20종의 Botrychium 계열(Botrypus 2종, Sceptridium 6

종, Botrychium 12종), 1종의 Helmintostachys, 9종의 Ophioglossum 계열(Cheiroglossa 1종 ,

Ophioglossum 9종), 외군으로 Angioptris와 Psilotum 등 총 32종의 trnL-F 지역 염기서열은

NCBI GenBank에서 취득하여 사용하였다.

총 37개 염기서열을 정열한 결과 그 길이는 541 bp 였으며 이중 133 site 가 염기서열이

일정하였고 428 site 가 변이가 있었으며, 변이가 있는 site 중 331개 site 가 계통학적으로 정

보를 갖는 site 이었다. 실제 한 site에서 1개 이상의 계통학적 정보가 있는 서열이 가능하므로

계통학적으로 정보를 갖는 형질 수는 이보다 많을 것이다. 이들 형질을 가지고 계통분석을 한

결과 908 단계에서 최대 절약수가 찾아졌다. 최대절약수의 CI=0.6861, RI=0.8545 이었다. 이중

1개의 최대절약수 (그림 II-2-2)와 엄밀합의수 (그림 II-2-3)를 제시하였다. 최대절약수에는

10,000번의 뷰추스트랩 분석에서 산출된 각 절의 지지도를 % 로 표시하였다 (그림 II-2-2). 엄

밀합의수(그림 II-2-3)와 선택한 하나의 최대절약수 (그림 II-2-2)는 끝 분류군에서 해상능의

차이를 약간 보일뿐 전반적인 계통수 위상은 동일하였다.

trnL-F 계통수는 Angiopteris 와 Psilotum을 외군으로 이용하였을 때 Ophioglossaceae

가 단계통 임을 지지하였다. Ophioglossaceae 내에서는 크게 Ophioglossum 계열과 (98% 지

지) Botrychium 계열 (98% 지지)로 대별되고 그 사이에 Mankyua 와 Helmintostachys 속이

위치하였다. 광의의 나도고사리삼속 (Ophioglossum) 내에서는 Cheiroglossa 속이 기저부에 위

치하고 다른 Ophioglossum은 하나의 단계통군을 형성 하였다. 즉 Cheiroglossa를 독립된 속으

로 인정하던지 Ophioglossum에 포함시키던지 하는 견해는 집합의 개념으로 어디까지 포함시

키느냐의 차이이지 다계통군이나 측계통군은 아니라는 것이다. 광의의 Botrychium의 경우 기

저부에 두 종의 Botrypus 가 측계통군으로 위치하고 Sceptridium과 Botrychium 이 각각 단계

통군을 형성하는데 각각 94% 와 97% 로 지지되었다.

엄밀합의수 (그림 II-2-3)에서 한국특산속인 제주고사리삼 (Mankyua)의 경우

Helmintostachys와 단계통군을 형성하였으나 이 절은 50% 이하의 뷰추스트랩 값으로 지지되

었다. 또한 두 개의 군으로 연결되는 절간 길이가 매우 길어서 이미 오래전에 두 속이 분화되

었음을 제시하였다. 즉 제주고사리삼과 Helmintostachys의 경우 계통학적으로는 자매군의 관

계가 있으나 두 속은 뚜렷이 구별되는 독립적인 속으로 처리함이 타당함을 제시한다.

rbcL 유전자의 경우도 Mankyua 3개체 Botrychium 과 Ophioglossum 각 1개체의 염기서

열을 결정하였다. 이와 더불어 GenBank에서 24 종의 Botrychium 계열 (15종 Botrychium, 8
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종 Sceptridium, 2종 Botrypus), 11종의 Ophioglossum 계열 (Ophioglossum 9종,

Cheiroglossa 1종, Ophioderma 1종) 1종의 Helmintostachys, 5종의 외군 (Angiopteris,

Marattia, Danaea, Psilotum, 및 Tmesipteris)을 본 연구에 이용하였다.

정열한 유전자의 전체 길이는 1,212 bp 이었으며 이중 823 site 가 염기서열이 일정하였고

389 site 가 변이를 보였으며 변이를 보이는 site 중 330개 site가 계통학적으로 유용한 정보를

갖는 site 이었고 59 site 가 단독파생형질을 갖는 site 이었다. 이를 이용하여 최대절약분석을

수행해 본 결과 882 단계에서 최대절약수가 얻어졌다 (CI=0.5544, RI=0.8462). 등가계통수는 12

개가 발견되었으며 그중 하나의 계통수 (그림 II-2-4) 와 다수합의수 (그림 II-2-5), 엄밀합의

수 (그림 II-2-6)를 제시하였다. 다수합의수의 경우 제시한 계통수 (그림 II-2-5) 와 같으나 엄

밀합의수에서는 Helmintostachys 와 Mankyua 가 단계통군을 형성하지 않고 계통수의 기저부

에서 Mankyua, Helmintostachys, Ophioglossum 계열, Botrychium 계열 등 4개의 독립적인

계열을 형성하는 것이 다를 뿐이다.

따라서 rbcL 계통수의 경우도 trnL-F의 계통수와 매우 일치한 결과를 보여준다. 먼저

Ophiglossaceae 는 단계통군이며, 100% 로 지지되며 크게 Ophioglossum 계열과 (90% 지지)

Botrychium 계열 (99% 지지) 로 대별되고, Mankyua 와 Helmintostachys 가 그 중간에 위치

한다. Ophioglossum 계열은 다시 Ophioglossum s.s., Cheiroglossa, Opioderma 로 구별할

수 있으나 Chieroglossa 와 Ophioderma 가 단계통군을 형성하고 Ophioglossum s.s. 와 구별

되기는 하나 상호간의 변이 폭은 크지 않는 것으로 판단되어 광의의 Ophioglossum 으로 묶는

것이 더 타당하다. 그러나 3속 또는 2속으로 분리도 가능함을 보여준다.

Mankyua 와 Helmintostachys의 경우 대부분의 최대절약수가 Ophioglossum 쪽 보다는

Botrychium과의 연관관계를 제시하지만 이 절의 지지도는 50% 이하이고 엄밀합의수에서 이

node는 붕괴된다. Mankyua 와 Helmintostachys 단계통성도 대부분이 최대절약수에서 지지되

나 지지도는 50% 이하이고 엄밀합의수에서는 붕괴된다. 즉 두 개의 속이 유연관계를 갖기는

하지만 독집적인 속으로 처리함이 보다 타당함을 제시한다. Mankyua 와 Helmintostachys 를

제외한 Botrychium s.l. 계열(99% 지지)은 기저부에 Botrypus 2종이 측계통군으로 위치하고

Botrypus 를 제외한 나머지군 (92% 지지) Botrychium을 협의의 Botrychium 과 Sceptridium

으로 나누는 것도 의의는 있으나 Ophiglossaceae를 Ophioglossum, Helmintostachys,

Mankyua, Botrychium 등 4속으로 인지하는 것이 보다 더 개관적인 것으로 판단된다.

Ophiglossaceae 를 4개 속으로 나눌지 또는 더 세분할지는 본과제와는 다른 차원의 이야

기이므로 더 이상 여기서는 논의하지 않기로 한다. 그러나 4속으로 인지하던 또는 8∼10 속으

로 인지하던 Mankyua가 독립적인 속으로 처리되어야 하고, Helmintostachys와 유연관계가 있

음은 두가지의 유전자자료가 뚜렷하게 보여주는 공통 결과이다. trnL-F 와 rbcL 분석결과를

동시에 고려하여 볼 때, 하나는 단백질 coding 지역이고 진화속도가 느리며, 다른 하나는 이와

는 반대로 noncoding 지역으로 진화속도가 빠르지만, 비슷한 결과를 보여준다. 이를 놓고 판단
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해 볼때 한국특산속 Mankyua 가 Helmintostachys 와 단계통군을 형성할 가능성이 높다. 그

러나 이들 둘 간의 단계통성의 정도는 두 개의 유전자 마커로 충분히 해결되지 못한다. 그러

나 이들자료는 고사리삼과과 여러개의 속으로 처리되기 전에 우선적으로 Helmintostachys,

Mankyua, Botrichium, Ophioglossum 등의 4개 속으로 인지되어야 함을 분명하게 보여준다.

고사리삼속과 나도고사리삼속을 잘게 여러 개의 속으로 나누는 일은 다음단계의 일로 평가된

다. 즉 제주고사리삼속은 뚜렷한 한국특산속이라는 결론이다. 따라서 본 속은 진화과정 중 오

래전에 형성되어 제주도의 일부지역에 살아남아 있는 고생고유식물 임이 입증되었다.
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그림 II-2-2. 제주고사리삼 (Mankyua chejuense)의 계통학적 위치를 나타내는 최대절약

계통수 각절의 아래부분에 나타내는 숫자는 %로 나타낸 bootstrap 값이다.
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그림 II-2-3. 제주고사리삼 (Mankyua chejuense)의 계통학적 위치를 나타내는 엄밀합의 

계통수
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그림 II-2-4. 제주고사리삼 (Mankyua chejuense)의 계통학적 위치를 나타내는 최대절약

계통수 각절의 아래부분에 나타내는 숫자는 %로 나타낸 bootstrap 값이다.
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그림 II-2-5. 제주고사리삼 (Mankyua chejuense)의 계통학적 위치를 나타내는 다수합의 

계통수
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그림 II-2-6. 제주고사리삼 (Mankyua chejuense)의 계통학적 위치를 나타내는 엄밀합의 

계통수
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3.2. 제주고사리삼의 엽록체 게놈 분석

약 160 Kb 정도로 추정되는 제주고사리삼의 엽록체 게놈을 그 10분의 1정도 해독하였다 (그

림 II-2-7). 해독된 지역은 3개의 지역으로 구성되는데 trnQ, trnA(인트론 포함), ndhJ-petG 지

역 등이다. 이중 ndhJ-petG 지역은 ndhJ, ndhK, ndhC, trnM, atpE, atpB, rbcL, accD, petA,

petG 등 10개 유전자와 이들 사이의 intergenic spacer가 포함된다. 따라서 총 12개 유전자와

이들 사이의 spacer 및 인트론 등이 포함된다. 이들 해독지역의 유전자 지도는 그림 7에 표시

하였으며 해독된 염기서열을 annotation한 결과는 그림 II-2-8에 표시하였다. 아직까지 이들 유

전자들의 염기서열로만 보아서는 엽록체 게놈의 구조적 변화를 예측하기 어려우나 여러 지역

에서 부분적인 서열이 관찰되는 것으로 보아 역위와 같은 현상이 존재할 것으로 추정된다. 각

유전자의 염기서열 정보는 한국멸종위기생물종의 유전자 자원 홈페이지의 데이터베이스에서

확인 할 수 있다.

Sequenced region of chloroplast genome in
Mankyua chejuense Sun et al.

그림 II-2-7. 제주고사리삼 엽록체 유전체의 분석지역 유전자 지도
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TGTAAATCCC ATTTATATTA GCAGAAGGAC TATCTGTTAG ACATTGATTC ATTGTCCTTC GTCCACGAAC TTTATTCAGG TAATACCTAA CTATTTGTTC 
TAAAGTTCTA TCTGCCGCCT CAAGTTCATT AACTCGATAA TGATTAACAT CTGCAAGGAT TACATCAGAA TCGGAAGATA GAGACGCTCG ATCTACAAAA 
TTCTGTAAAT CTTCCTGCAG AATACTGGAA GTACATGTTG GAGTTAATAC GATCAAATCG GGACGTTGTT CTTTATCCTT TCGATTTATA TTATTAACAA 
CTCGTTCTTG AGATCCACGT GCTAATACAT GGCGATCCAC CATGCTAGCA GTTACTGGTG TGAAATCTCT CTCTCTTTCT AACATAGAAC GCATTACATT 
GAAATAATCA TCCCCCAGAG GAGCATGCAT TACAGCATGA ACATTTTTAA AAGAACTAGC TACTCGTAAA GTCCCAATAT GAGCAGGGCC GGCATACATC 
CAATATGCTA ATTTCATGAA TTGTTAATTT CGTGGTTTTA CTATTATACA TTGAAGGAAG ATATCTCTCA CCTTATCAAG CTTATCATCG AAATAATAGA 
TTAGAATATC TGTCAATGAG ACGCTGCTAA CGGGAAATCA ATCGTGCCTC CATTACAATC GCACTATACC CCATTTGGAT ATCATAAAAC AGCATGATAT 
ATTAAAGCCA AAGAAAATCT GGGACGGAAG GATTCGAACC TCCGAGTGGC GGGATCAAAA CCCGATGCCT TACCACTTGG CCACGCCCCA AATCTATAAA 
ATATTAGTAA TACTTAATAT ACTCATCTTC CTAAAATTGT CAACCTATGC ATTTTGATCA AATTAATTAA ATGAATTCAG TAAGTAAAAA AATAAAAAGT 
TTTTAAATAA TAGAGATTGA GTGAATGATT CATTAGCTAT TTGTTCGTCG GGTTTGGTAA AATGTTGTGG AGAATCTATC ATAGCCATAA AACCAGTAGC 
CTTTGGAATG AAGTACATCC AAAGGATATN GTAGTCACAA TTTANGGATC GATACATTAT CCTAAAAGAG AATTTTTTGT TACTGGAGAA TAAAAATGCT 
AGTTATGCTT AATGCCTATT CGGAAAGTAA CCTGTATTTT ACCAATATTC AGCTTGCCAA ATTACCCGAA GCTTATGCTA TTTTCGATCC AATTGTGGAT 
GTAATGCCAG TATACCAGGT TTTCCTC
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GTCGCCGCTT CAATCTGGTT TCTGGCATGG CTTCTGCTGA ATTAATTTGC TAGCACTATG AAGTTTCTTT TTTCATTTTC CTCCATTCAA TCACAATTGG 
GTAAATTCTC AAAACATGGA GATCAAGTAA CTGTCAGAAT GAACAGAGTT CAATTTCATT CGTATTTAGT AAGCATCTTG TGACTCATAA AAATTGGGTA 
CAATGTAATC TTTGCGTAAG GGCCAACCAA TCCAACTTTC AGGCATTAAT ATGCGTTTAA GATATGGATG ATTCTCATAG ATAATTCCCA ACATATCATA 
AGACTCCCGC TCTTGAAAAT AAGCACTCTT CCGAATCCAG AAGACAGAGG GAATTCTGGG ATCTTTTCTC GAAACCAGTA TTTTTATACA TATCTCTTCT 
GGCTGATCCG CATTATCATG TACTTTCGTG AGATGATATA CACTAGCCAG AAGTCCTCCC GGCATCACAT CATAGGCACA TTGGGAACGA AGATAATTAA 
AACCATAAGT ATATAAAGCG ACAGCTACGG AAGGCCAATT TTCAGATTTG ATTTGTAAAA TTTCAACTCC TTGATAATCA AAACCCAGGG GTCTATGAGC 
CAATTTATGC TTAGCTAGCC AGGCAGATAA TCGTCCCCGC ATTTTAATTT TTGAATCACT ATTGGTAATA CTATCATAAT TGAATATCAT TCTTCTATTT 
ATTTTCCCAA AAATATATCC ACTTCCTCGT TCCTCAATAG TAATCCCTCA TTATTTGATT CAACACTTAT TTTAGACTCG TCTGAAGCTG TCTTTGAAGG 
GATATCTAAG AAAGTTTTTG AGAATTGATT GGAGAGTTGT TGATTTTNTT TTTTAANANG AANTCTAATT NTAANNCTAA ANTGANGTTT GAGAAGGAAA 
ACCCCATTTT TTTTTTTTGA TTCAAAAGGA TCCCTATATA TTTCTTGAGC TACTTTCTTA CGGAGTTTCG TTATAGCATC TATAATAGCT TCAGGCTTAG 
GTGGACAACC CGGCAAGTAA ATATCTACAG GGATCAATTT ATCCACACCG CGGACAGTAC TGTAGGAATC GGTACTAAAC ATACCCCCTG TTATAGTACA 
GGCCCCCATG GCAATCACAT ATTTTGGTTC AGGCATTTGT TCATATAACC TTACTAAGGA AGGCGCCATT TTCATGGTGA TAGTACCTGC TGTTACTATG 
AGATCGGCTT GTCTGGGACT AGATCGTGGT ACTAGACCGT AACGATCAAA ATCGAATCGT GAACCGATTA ATGAGGCGAA TTCAATGAAA CAGCAACTAG 
TACCATAAAG TAATGGCCAT AAACTGGAGA GTCTAGCCCA ATTTGCAAAA TCATTAAGAT TCGTTAAAAA AATTGAATTC GGTGTATCCC GATCAAGAGA 
GGAAAACTCT GCAGAATTAA TCAATGGATT CATGAAATGA TTGAAATTCT TATTATAATC CGTGAATCTT GTGGTTAAGA CCATTCCAAT GCTCCTTTTC 
GCCATGCATA GGCCAAACCA ACAATTAAAA TAAATACAAA AATTGGGGCT TCAACGAAAG CGGGTATGCC TAATTCATCA AAACTTGCAG CCCATGGATA 
AAGGAAGATT GTTTCGACAT CAAAAATTAC AAAGACTAGT GCGAACATAT AATAACGGAT CTGGAATTGG ATCCAAGCAT TTCCCGTTGG CTCTATACCC 
GACTCATAAC TAGTAAGCTT TTCTGGTCTT TTACTACTAG GTGCTAAAAG TCCTGATATT AGAAATGCTA ATATAGGAAG AAGACTAACT ATCGATAGGA 
ATATCCGAAA GGATTCGTAT TTAGGGAGCA AAAACATAGA TTATGTTCCT GTTGCAAAAA TTGGATAACA TGAGTCCTTC TCTATCTCAT TATTTTCCAG 
AAAGATATTG GGTCAATTTT GAATATCAAT AAAGATTCTG TTTGATTAAT AATATGCTAT CTCTATAGAG TTTTTCTAAT GTAATAACTA TTTCAAAGAA 
TCTACCGTTT GAAGAGTTTA TGCATAATTG TGAAAAATCG TTTCAGGAAT TAGGGCTATA CGGATTCGAA CCGTAGACCT TCTCGGTGAG ACAGATCGAA 
ATCAACAAAA ATAGAAATCC GAACTGTTTC AGGAACCCAA CATGCATATC TTTTCCGCAT TGGGCTCATT CATCGACCAA AGAATGCATT AGTCGATTTA 
CCATCCTTCT TCCATTAGTG GAATAATAAG ATGGTTCCGT GTGTTCGACG AATTCCTTCG AACCGATCCC AAAGTCTTTC AAGAAGTTTC TAAATGTTGA 
CACAGGTTTG CTTTTCCGGG CATGGATTTA CTCAAAAAGA GCCTCTATCG TTTTGGAGAA CTTCATACAC CTTGAAGCTC ACAGGACGAG AAAAAGAATA 
TCTTGAGGTC CTCGTAACTA CCCCTACCAT CCCTAGCATT GAATGACCTA CAATTTACCA TATCAACTTG ATTATCAATC CCTTTTCCAT TACTGAAAAA 
TTGAATCTTT TGTTATGCTA CCGTTCTCCC GAAATAATGG ATAGAGTAAA ACACAAATCT TTCACTTTTA GCGAATCGGG AAAATCGATG AACTTACTAT 
TCTTGAAAAG CATCGGCGCA CGTGTAAACG AGGTGCTCTA CCGCTGAGCC ATAGCCCTTA ATTACTACTA ATTTTATTAC ATTATCTTAT CTATACTTAT 
TAGTTCTTGT CAAGCTATAT GTTACATCAT GGGGAACATT CTAATTAAAT CAAATCTTTA TAAAGCTTAT TGTTTGCAAT TCCATATATC TGTTAGAATA 
GGTATATCTG TTAGAATAGG TTGAATTCCA ATTAAAAAAA AAAAGGACCT ACTTACCTCA TTGGTTAAAG TATCGCTTTC AAACGGCGAG AGTCATTGGT 
TCAAATCCAA AAGNNGGAAA ANCTTTTNGG ANNCCGGGGG TTTTANGGAA TATCCAATAA GCTTTNCNTG ATGAAAGGAA AAGGGGGGAA GGAAGGTAAA 
TAAAAAGGAA CGGTAACTCT CCAGTGGGTA GAAAACGTCC TCTATTTTGT CATACCTATT TCTGAGCAAT AAATGGATTA ATGCAAAATC TATTCTCAAA 
TAATATTTAT AACATCTCAA TTGACATTTA TTGTTTCTAA TCTTGCTTTT GCTCTTTTGA AGGCTAAATT AGCTTCAATA GTTTCTTTTT TTCCCTTTGC 
TCGAGCCATA TCTGTTTGGG CTTTCTGAAA AGCATCCTGA GCTTCCTCGG GATTAATATC AATAGCTCTT TCCGCTTCGT TCACCAATAT AGTTATTTGA 
TTGTTATCTA TTGTGGCAAA ACCCCCCATC AAAGCCATAT TAGACCATTG TTCATTAATA CGTATTCTCA TAACTCCAAT ATCTAGGGCT GTTAGAAGTG 
GGGCATGATT AGGCAAAATA CCGATTTGAC CACTATTAGT GGATAGAATT TATTCCTGAA CCTCGGAATT CCAAACAATC CGATTCGGGG CCATTACACG 
AAGATTCAAT ATCATCTTTC TAATCAACTC CCCGCTTGTA AAATCGCANC TTTTGCAGCT CGGTTCACCA NNATTACCCA ATAAATAAAA AGCTTGTTCG 
GGAAGCTTGT CCAATTCTCC GGAAAGAATC ATTGGAAAAC CGTTANTGGT TTATATCAAG ANTAACATNN CTCCCTGGNG AACCCGTAAA AACTTCAGCT 
AGCGNACAAA GGTTTCNANA GGAANCGTTC AATCTNTCGC GCTCTNGCTA CTGTTAAACG GTCCTCCTCT GATAATTCAT CCAGTCCAAG AATAGCTATA 
ATGTCTTGAG GTTCCTTATA ACGTTGCAGG GTTTGTTTAA CCCCTTGGGC AGTTTCATAA TGCTCCTCAC CCACAATCGA GGGTTGCAGC ATAGTTGAAG 
TTGAATCTAG AGGATCTACG GCCGGATAAA TGCCCTTTGC GGCTAATCCT CTTGAAAGAA CAGTAGTAGC GTCTAGATGT GCAAATGTTG TAGCAGGAGC 
TGGGTCAGTC AAGTCATCAG CAGGTACGTA AACTGCTTGA ATGGAAGTTA TAGACCCTTC CTTAGTAGAA GTGATCCTTT CTTGTAAGGC ACCCATCTCT 
GTGCTTAGGG TCGGTTGGTA ACCCACGGCA GAAGGCATTC TACCTAATAA GGCAGAAACC TCAGATCCTG CTTGTACAAA ACGGAAAATA TTATCAATAA 
ATAAAAGTAC ATCTTGCTTA TTAACATCCC GGAAATATTC GGCCATTGTT AAAGCAGTTA AGCCAACCCT CATGCGAGCT CCTGGCGATT CATTCATTTG 
ACCATATACT AGAGCTACTT TTGATTTCGA TACATTTTGT TCATTAATGA CTCCTGATTC TTTCATTTCC ATGTAGAGAT CATTACCTTC GCGCGTACGT 
TCCCCCACTC CGCCAAATAC AGAGACACCC CCATGAGCTT TGGCAATGTT ATTGATCGAT TCCATGATAA GAACTGTCTT TCCAACTCCG GCTCCTCCAA 
ATAATCCAAT TTTTCCTCCG CGACGATAAG GAGCTAGAAG ATCCACCACT TTAATGCCAG TCTCAAATAT GGATAGTTTG GTATCCAATT GTGTAAAAGC 
AGGGGCAGAT TTGTGAATAG AAGACGTCTC GCCAATGTCT ATAGGGCCTA GATCATCAAC TGGTTCTCCA AGAACATTTA AAATTCGTCC AAGAGTAACT 
TGACCAACAG GAACGCTGAG AGGAGCTCCC GTATCGATAA CTCTCATTCC TCTCGTTAGA CCATCTGTAG CACTCATAGC TACGGTTCTA ACCTTATTAT 
TTCCCAATAA TTGCTGTACC TCACAAGTAA CATTAATCTG CTGACCTGCT GGGTTTTGTC CTTCGACGAT TAAAGAATTA TAAATATTGG GTGTTTTGCC 
TGGAGAAAAA GTTGCATCCA GTACTGGACC AATAATTTGA GTAATATAAC CGATATTTTG TTCTATTGAA GTGGAAGCCC TAAAAGTAAG AAAGTTGATT 
TTCATAGAGA TTCATTAGAT TAATTTCATT CGATTACTAT ACCAAGAAAA TGTTGGGCAT CGAATTATCG ATCAATAATG TTGGAAAACT CAAGATTTAA 
ATTCTTCATC AATTTATTGT ATTGTACAAT GTGGATTGAG AATAATCATT GAAACAAGTT CCTTAAACAT CCATAGAAAA TGGAAATCAA AAATTATTAG 
TTTTTCTAAG GAATAATTCA ATGTATATGT ACATATGCAT ATGCATTATA CGGAGAAAGA ACAATCCATT CATTGATCCT CCAATTTTTA TTGTTCCCCT 
GACCGAACTA TCTTCTCTTA TTTCCATTGG TCAGTCCAAT AGTAGTTATA TTTCTGAATC AATATATAGA TAAAATCAAA AAGACATTTC ATTATTAATT 
GCATCAGGCG AGGGATCTAA AATCTAGGTT GCATTATGCA TCATGTGCAA TATAAAATGT TAGTGTTTCC CTTTCAAGAG AAACTTCTGC GTGAATATCC 
TACGAGTCTA TTGAAAACGG TTTACGTTCC GTAGTGGATA TTTCATTTAT GCCGAGCAGA CCTCATCCTT GCAGGAGTAA TTGATTGAGT TGTAAGGAGG 
GACCTATGTC ACCACAAACG GAGACTAAAG CAAGTGTTGG ATTCAAAGCT GGTGTTAAGG ATTATCGATT GACCTATTTT ACCCCTGATT ATGAAACCAA 
GGATACCGAT ATCCTAGCAG CTTTTCGAAT GACTCCTCAA CCTGGAGTAC CAGCCGAGGA AGCAGGAGCT GCAGTAGCTG CTGAATCTTC CACCGGTACA 
TGGACCACTG TATGGACCGA TGGACTTACT AGCCTTGATC GTTATAAAGG CCGATGCTAT GATATCGAAC CTGTTCCAGG GGAAGAAAAT CAATACATTG 
CTTATGTAGC ATATCCTCTA GACCTTTTCG AAGAAGGTTC TGTTACCAAC ATGTTTACCT CTATTGTAGG TAACGTATTT GGATTCAAGG CATTGAAAGC 
TTTACGGTTG GAAGATTTAA GAATTCCCCC TGCTTATTCT AAGACTTTCA TAGGCCCGCC TCACGGTATT CAAGTCGAGA GGGATAAATT AAACAAATAT 
GGTCGTCCCT TGTTAGGATG TACCATCAAA CCGAAATTGG GATTATCTGC CAAAAATTAT GGTAGAGCTG TTTATGAATG CTTACGTGGC GGGCTTGACT 
TCACCAAAGA TGATGAAAAC GTGAATTCCC AACCGTTCAT GCGTTGGAGA GATCGTTTCC TATTCGTGGC AGAAGCTCTC TTCAAATCGC AAGCCGAAAC 
GGGTGAAATT AAGGGGCATT ACTTGAATGC TACCGCAGGT ACTTGTGAGG AAATGTTAAA AAGAGCAAGA TTTGCTCGAG AATTGGGAGT GCCCATTGTA 

ndhJ↑

ndhK↑

(overlap)

ndhC↑

tRNA-CAU↓

atpE↑

(overlap)

atpB↑

rbcL↓

 표 II-2-2. 제주고사리삼 엽록체 유전자의 염기서열

Notes)   Sequence in red color - Coding segment or Exon 
Sequence in black color - Intergenic spacer 
Sequence in blue color - Intron 
Sequence in green color - Coding segment within intron 
The direction of arrow indicate transcription orientation
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6401
6501
6601
6701
6801
6901

ATGCACGATT ATTTGACAGG AGGGTTTACT GCAAATACTA CTTTAGCCTT TTACTGTCGG GATAATGGTC TACTTCTTCA CATTCATCGT GCAATGCATG 
CTGTTATTGA TAGACAAAAA AATCATGGTA TGCATTTCCG CGTATTGGCT AAAGCTTTGC GTATGTCTGG CGGGGATCAT GTTCATGCCG GGACTGTAGT 
CGGTAAGCTT GAGGGAGAAC GCGATATAAC TTTAGGCTTC GTTGATCTAC TTCGTGACGA TTACATTGAA AAAGATCGAA GCCGCGGCAT TTATTTCACC 
CAAGACTGGG TATCTATGCC AGGTGTGCTG CCTGTAGCTT CGGGAGGCAT CCACGTTTGG CATATGCCTG CTCTAACTGA AATCTTCGGG GATGATTCCG 
TATTACAATT CGGTGGGGGA ACTTTGGGGC ACCCTTGGGG TAATGCACCT GGTGCAGTAG CTAATCGGGT TGCTTTGGAA GCTTGTGTAC AGGCTCGTAA 
TGAAGGACGT GATCTTGCTC GTGAAGGTAA TGAAATATTC
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TGGAAAGAGA TTAAGTTCGA ATTTCAGGCA GTTGACACAC TTGACAAATG AAATTAAATT CCTTATTTCA TCTTGCTTCT CATTTCAGGT AATACTCCTC 
TAGCAGATTA AGCGAAAGAA TATTGGGAGA GAGAGATAGA TGCATATACT ATTCTCTCCC TCTCAATATC CTGTCTGTAC GGAACGAAGT AGGGTTGGTA 
ACTCAGTGGA TCAGAGTTTA TGGTTCCGAA CCATAAGGTC GAGGGTTCGA ATCCCTCCTA GCCCATTGAA AATTTCTATT TTATCTTTCC CATATAAGGA 
GTCCCATTAG GAAGAACTGG AAGATATACT TCATTTTTGG TGAATTCCCA TAATGAATTA TCCAAGGCTT TTGGATAATC GAACAATAAG TTCTAGCATA 
CCATTAGTAA TACGAAGGGA TTAATTAAGA TTAATTCTTA ACCCATTCCG ATCTGAATCC TTTTCTCTTT CTAAAGAAAA AAGAATTCTC TGTGTTTGTG 
ATTGCATGAC TAGTTTAAAG AGTTCGAGAA GTATCAAAAT TGTTTATTTA GCAAAAAAAG ATAGATGAGG AAATTATTAC GTCTCTAGCG GATTGGTTTG 
AAGACAAACG CAAATATGGT GGATTGATTG GAGCTCTTAT TGAAAAAGCT ACCAAAAGGT ATGTTCTTAG TGAGAGGGAA AGAAATAGGT CGATAAGTAT 
TGACACTAAT AAAGGATTAT GGACTCGGTG TGACAATTGT GAAAATATGT TATATGTTAA ATTTCTGAAA CAGAATAAAC GTGTTTGTGA AGAATGCGGT 
TATCATCTCC AAATGGATGG TACAGAAAGA ATTGAACCTT TAATTGATCG TGGCACTTGG ATTCCTATGG ATGAAGATAT GGTTGCGCGA GATGTTCTTG 
AATTCCATGA TGAGGAATCT TATAAAGACC GTATTGCTTT CTCTCAGAAA CGCACAGGTT TGACCGACGC TATTCAAACA GGTATAGGAA AGTTAAATGG 
TATTTCCGTT GCACTAGGTG TTATGGATTT TCAATTTATG GGCGGTAGTA TGGGTTCTGT AGTGGGTGAA AAGATTACTC GTCTAATTGA ACGTGCTACT 
CAAGAATCTC TCCCATTAAT TCTTGTTTGT TCTTCTGGTG GAGCACGCAT GCAGGAAGGG ACATTGAGTC TAATGCAAAT GGCAAAGATC TCATCTGTTT 
TACAGATCCA CCAGGTACAA AGAGGGTTAC TTTACATAAC AATCCTTACT TATCCTACTA CCGGCGGTGT AACCGCCAGC TTTGGTATGT TGGGGGATCT 
TATTATTGCT GAACCTAAAG CATACATTGC ATTTGCTGGG AAGAGAGTGA TTGAACAGAC ATTGCGTCAA AAAATACCTG ATGGTTTTCA AGTAGCTGAA 
TCTTCATTCG ATCATGGTTT ACTCGATTTA ATAGTACCGC GTAATCTTTT AAAAGGTGTT CTTAGTGAGA TATTCGAACT TTATGCTTCA GCCCTATGCA 
GAATGTGAGT CTAACAAATT CTTGAAATTA TATTTGATAG ATGAATCCTT ACTGAGTAAA TGAATAGTTC TGATACAATA TATCCTATTT GGATGGAAGG 
TCCTTTTATA GCAATCAACT TTCGAGTTTA GTAAGATGTG GTATCTTATC AAATTATCCA ATTTGGAAAA TCCCAAAAAT TTTTCTCTAT CGAAAGCTTA 
TTAATAAATC CAAGTAAGAG ATTGCAGAAC TTTCCCATGC ATTTGTAAAG AGCACAGTAT AATAGATATG GGTATGTATA TGTATGAGCT CCAATGATCT 
CATCCATATA GTTCTATAAA AAAAAATAAT TATTCGTTGA TATA

accD↓
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AACTCTAGGA TTTGCTCACG ACAAGTACGT AATATCCTGT TTCGTTTCAA CCTTTCCAGT TATCTTAGAT ACTGTTTTTA AATATTGGAT CTTTCGCCAT 
TTGAATCGTA TATCTCCCTC GATTGTAGCG ACTTATCATA CAATGAGTGA ATAAGAAATG ACTGTTTTGA AAAGATGGTC AAAAGAGATT GTCTTTATAG 
TTACCAGAAT AGCATAATTT TATAAAATAG CTTACAACCA GGATGTCCAA TGGCAACCTA TTCGAATAAA TATTTGATAC TAATAATCGA ACTATGCAGA 
ACAGGAATCA TAATAACTGG GTGAAAGAAT GGGCGACTCA ATCGATTTTG ATTCCGATCA TTTTATGTGT AATAATCTGG CCATCTGTAT CACATGCCTA 
CCCCATTTAT GCGCAGCAGG GCTACGATAA TCCCAGAGAA GCAACTGGAC GTATCGTATG TGCCAATTGT CATCTAGCAA AAAAACCTGT GGATATTGAG 
GTTCCACAAT CGGTACTTCC TAATACTGTA TTTGAAGCAA TTGTTAAAAT CCCTTACGAT AAGCAAGTAA AACAAGTACT TAGTAATGGA AAAAAGGGGG 
GTCTAAATGT AGGAGCTGTC CTTATTCTAC CTAAGAGGTT TGAATTAGCT CCTCCTGATC GTATTCCTGC CGAAATGAAG GAAAAAATAG GGGATCTCAC 
ATTATTTCAA AATTATCGTC CTGAAGATAA GAATATTATT GTAATAGGAC CAGTTCCTGG TAAAACATAT AGTGAGATCG TATTTCCTAT TCTCTCGCCA 
GATCCTGCTA TTGATAAAGA AGCGCATTTT TTGAAATATC CCATTTATG TAGGGGGAAA TAGAGGTAGA GGACAGATCT ATCCCGATGG TAGTAAAAGC 
AATAATACGG TTTATGGTGC TTCTACAACA GGAATAATAA CTAAAATATT ACGCAAAGAG AAGGGTGGAT ATGAAGTAAC TATTAAAAGA ACATCAGATG 
GTCGTCAAAT AGTTGATACT ATACCTCCAG GACCAGAACT TATTATTTCA GAGGGTGAAT CTATCGAAGT TGATCAATCT TTAACTAGTA ATCCCAATGT 
TGGTGGATTT GGACAAGGAG ATGCGGAAAT AGTACTTCAA GATCCTTTAC GTATTCAAGG TCTTTTATTA TTCTTCGTAT CAGTCATTCT GGCACAGATA 
TTCCTGGTGC TTAAGAAGAA ACAGTTTGAA AAAGTGCAAT TGGCTGAAAT GAATTTCTAG ATATGCATGT CCTAAATATC GACAAAATTT GCCAAGGAAT 
TTTTAGATTT TACCATCAAT TGTGAGAGTC CCTTTATTTT CCTTATTCCT AACGAAATAA AGTGAGTTAG AAATTGGTAT GTTATAAATG AATATGTTTG 
TCCCATTTGA ATGGGAAGAT TCTAGTATTT TTTTTTCTGG TTCGTTTTTG TAGAAAAAAA AAAAAGTTTT AGAACTATTG AGTAAACATT ATGGGAAGTT 
CGGAAGCTTG ACCTAATTAA AAAATAAAAT TATTTCATAC ATACAATATA AAAGATATTA AAATTTATTT TTCCTTAACC GATTAACTTT AAGAAAGCCC 
ATCTTATTTT ATTTTGTTTT TCTACTTTGT TATGAATAGA TAGAAAATGT TATCTAAATT TGGTTCATAT TATTCAATAT AGTGATAGAG AGCTCTTCTG 
CTTGAATTCC CTGAAACGAT TCATTCTAAC GTTCTATCAT CAATACGAAT AGTTTGAGAT TAAATTATAA ATAATGGAGT CGGAAAGACT TTATCTTCCA 
ATAGAATCTG GAACAGGTAA AGTCTCTCCA ACTCGAGAAA TTGTCTATCC TCCTGAATAG AAACAAAATA GGCTGTCCCT C

petA↓
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CGCAGGGGCG CTCTCCGTAT ACCAGAACAT GATTAGCTCC GTATATTCGT GTAGGACAAG GTTAATTACT AGAACATATA GTAGTTAAAA GTGCAGAATC 
TACCAATACA TTTCAGAAAC CTTGTTAAGT TGTCAATCAT ATACCAGAGG TATCTTTAAA ACGTACTGGA TCAGTATAGT CAGCCTTCTC TAAACGCGGC 
AATGGAACTT CAGAACTTGA AAGTAGTATT CGTATATAAA TTTTGACCTC TTGTTAATAT CTTACCATCA TTTAACATTA CAAAAATTCC TTATTATATT 
AACTGATGGA AGATCCCTTA AAATCAAGGA TATCTCGTGA GCTTCGAGAT AAAAACCGTG AATAATCTAC TCTTGAAGAG GATTTCTAAA GATTCCAGTG 
AAATCATAGG AATGGTTTGA TTGAAGCAAA AATGGTACTA ATGGTGAAGT TCCTAGAAAG TTCAAAATTC TAAAAGAGAC TAAATTGGGA CTTGATTCAG 
TATTATTTGT TCAAAAAGCT TGATTCAGTA TTACTTATCC AAAAAGTCTA AGAGGTCACT TTTGCAGGGT AAAATCATTG GTCTCTCATA CATTGAAATA 
CATTGAACTT AATCTTATCG TTTGAATAAA ACCAAAGCTC GATTTTTAAT CTTTTTCAAT TATGAAGAAA ATGATGAACA GGTACTCTGT CCTAATTTAT 
AAGAATACAT TTTTATTTCT GGGGAGAATC TTAGGATATT TCTTCATAGA GTTGTATACT ACACTTGTTG ATGTAAATGA CTATATTATT TCATGCTTAC 
TTTATTTAGT TATTCAGGAT TTCTATTGGT TGTATTGATC TTTACTTTAG TATTATTCAT CGGTTTAAAT AAGATACGTC TAATTTGACA TAGAAGTAGG 
GGAAGACCTA TTTCTATCCA GGTTATGCAA ATCCCACTGC ATTTCCCAAT GCTTCCTAGT GACTGATATT TTCATCAATT CCAAAGGACG TATGGGTTAG 
ATACTACCCT TGTTCACTCA AAATAAAATG GTTGAAGCCT TACTTTCCGG GATCGTTTTG GGTTTGATCC CAATAACTTT AGCTGGGTTA TTTGTAACTG 
CATATTTGCA GTATCGACGT GGTGATCGAT TGGATCTTTG ATTGACAGTT TCGACAATTC TGGTATAGTT TTTTGTCATT TCCAATGGAC CCCTCTGAGC 
GAATAGAGGG GTTATATCCT ATAAAATGTT TGATCAATAG GAATAAATGG GAAGTGATAG AAGTTTAAAT TCAATCCTTT ATTCATTTAA ATTCAATCCT 
TTATTCAAAG TATCACGCTC TATAGGATTG AACCCTACGA CTCAGTTG
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CGCGGGGGAA TCCCGAGAGA AGCGTTCATG CATGCTCCAC TTGGCCTGGG CAGGGGGATA TAGCTCAGTT GGTAGAGCTT CGCTTTTGCA ATTGGGTCGT 
TGCGCTTACG GGTTGGATGC CTAATTGTCT AGGAGGTAAT GATAGTATCT CTTACCCAAA CCGGTGGCTA ACTCTTCCTC AGGAATGGGG AGAAGGACTG 
GAACATGCCA CTGAAAAACT CTACTGAGAC AAAGATGGGC TGTCGGAAGT GTAGAGAAGG TAGGATGGTT AGTTGGTTAG ATCCAGTGCG GATCGTACAT 
GGGCGATAGT TGGAGTCGGC GGCTCTTCCA GGGTTACCTT ATCCGGAATC CCTGGGGAAG AGGATCAGGT TGGCCCTTGC GAACAGCTTG ATGCACTATC 
TCTCTTCAAC CCCTAAAGCA CGATGTGGCA GAAGGAACGA GAAGCCATGG ACCGACCCCA TCCCCTCCAC CCCGTAGGAA CTACGAGATC GCCCCAGGGA 
TGCCGAAGGC ACCCGCGGGG GTCACAGACC GACCATAGAA ACTGATTCAA GAAGTGGAAT GCATTAGCTG TCTGCTCTGG TTGGCAGTAA GGGTCGGAGA 
AGGGCAACCA CTCATTGTTA AGACCGAAGG GTCGGGCGGA AAGGAGGAAT AGTTCTTAGC TATTGGTTCT CCCGCAGCTC GGGAGGATCC AGCTGCAAGA 
ATCCCAACTC GGTGCCTTTT GAACAGAGTT GCTCTTCGGA GAGCACGGTA CGATGAAAGT TGTAGGCTGT GTTCGGGGGG GAGTCATCGT CCATCGCCGG 
CCTCTATGGC AGAATCAGTC AGAGAGGCCT GAGAGACGGT GGCTTACCCT GTGGCGAAAG TCAGCGGTTC GAATCCGCTT GTCTCCAGCC TGTGATCTGA 
TTTAATACAA TGGCATATGA TAGGGATGAA ATAATCTCGA TTTCTAGTGG GCAAGCTGGC CCATGATCTT GTATTTATGG ACGTTGATAA GATCCCCTAT 
TTAGCACCTC GGGATGGCAT AGCCCTTCAA TGGCGAGGTT CAAACGAAGA AGGGCTTATG GTGGATACCT AGGCACCCAG AGACGAAGAA GGGCGTAGCA 
ATCGACGAAA TGCTTCGGGG AGCTGAAAAC AAGCATAGAT CCGGAGATTC CCGAATAGGT TAACCTTTTG AACTGCTGCT GAATCCATAG GCAGGCAAGA 
GACAACCTGG CGAACTGAAA CATCTTAG

tRNA-UGC↑
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본 연구에서는 엽록체 DNA의 trnL과 trnF gene 사이의 intergenic region과 rbcL gene의

염기서열 정보를 이용하여 고사리삼과 내에서 신속으로 분류된 제주고사리삼속의 분자계통학

적 위치를 처음으로 밝혔다. 본 연구 결과 제주고사리삼속(Mankyua)이 과내의 다른 속과는 뚜

렷이 구별되는 독립된 속으로, 형태학적으로 가장 유사하다고 알려진 Helminthostachys 속과

자매군을 형성하고 있음이 지지되었다. 이는 우리나라 특산속인 제주고사리삼(Mankyua

chejuense)이 독립된 하나의 속으로 인식 가능함을 분자계통학적으로 입증한 첫 번째 연구로

이 결과는 고사리삼과(Ophioglossaceae)의 계통정립에 중요한 자료가 될 것이다.

이와 더불어 본 연구과정 중 제주고사리삼의 엽록체 게놈 분석을 통해 엽록체 게놈상의

12개 유전자의 염기서열 정보를 확보하였다. 이 결과는 앞으로 제주고사리삼의 진화적 메카니

즘을 밝히는데 중요한 정보를 제공할 뿐 아니라 생물 유전자 주권 확립면에서도 널리 활용될

것으로 기대된다.
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Ⅲ. 멸종위기 식물종의 유전적 다양성 분석

- 끈끈이귀개와 황근의 집단유전적 연구 -

1. 서론

우리나라 멸종위기 생물종의 유전적 다양성 분석 자료는 멸종위기의 원인을 파악하고 보

존 및 복원 우선순위를 결정하고, 어느 집단 및 개체를 보존하여야 하는지를 결정하는데 필수

불가결한 자료이다. DNA 를 이용한 집단 및 개체들 간의 유전적 다양성분석에는 주로 RFLP,

RAFP , AFLP , ISSR , SSR , 등이 Marker들이 주로 이용되어 왔지만 최근에는 자료의 재현

성과 용이성 및 형질 평가에 대한 객관성을 이유로 AFLP, ISSR, DNA 염기서열 자료가 주로

이용된다. 본 연구에서는 ISSR 자료와 DNA 염기서열 자료를 이용하여 황근과 끈끈이귀개

집단의 유전적 다양성을 평가하고 이를 이용하여 보존과 복원 목적에 활용하고자 하였다.

2. 재료 및 방법

2.1. 재료채집

2.1.1. 끈끈이귀개 (Drosera peltata var. nipponica (Masam.) Ohwi)

끈끈이귀개 집단은 우리나라 남서부의 도서지역에 생육하는 것이 알려졌다. 완도군 보길도

의 집단이 두 곳에서 알려져 있고 소흑산도 집단이 보고된 바 있다. 2004년도에 본 연구진은

소흑산도를 방문하였으나 그 집단은 찾지 못하였고 2006년 5월 완도군 보길도 집단을 예상으

로 하였으며 2006년 8월 중국 운남성 집단 3개체를 채집하여 연구에 포함시켰다.

l 집단 1: 12개체. 완도군 보길도 집단. (보존을 위해 정확한 위치 표시 안함)

l 집단 2: 30개체. 완도군 보길도 집단 무덤가 집단. (보존을 위해 정확한 위치 표시 안함)

l 집단 3: 중국운남성 서북부 우롱주산의 집단으로 매우 흔하다. 3 개체를 본 연구에 이용하

였다.

집단 1과 2는 100m 정도 떨어져 있으며 집단 1의 경우는 개체수가 100여개로 비교적 적지

만, 집단 2는 수천개체로 구성되어 있는 국내 최대의 집단이다. 무덤가의 집단으로 주변에는

산벗나무, 생강나무, 윤노리나무, 광나무, 다정큼나무, 가막살나무, 말오줌때, 종가시나무, 사스

레피나무, 곰솔, 다릅나무, 밥풀고사리등이 흔히 자란다 (그림 III-1).
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  그림 III-1. 끈끈이귀개의 서식지 환경(왼쪽)과 꽃(중간) 및 열매(오른쪽)가 맺힌 개체

2.1.2. 황근 (Hibiscus hamabo Siebold & Zucc.)

황근의 경우 재료는 2005년 10월과 2006년 5월에 채집하였다 (그림 III-2). 우리나라에서 황

근은 제주도에 6개 집단, 완도군의 소안도에서 알려졌는데 완도 소안도 집단은 이미 멸종하였

고 제주도에만 6개 집단이 생육하는 것으로 알려졌다. 본 연구기관에 제주도 5개 집단을 모두

채집하였으나 집단내의 개체군의 크기와 자연성을 고려하여 5개 집단 중 3개 집단만을 연구에

포함시켰다. (채집지 위치는 그림 III-3 참조). 각 집단별 채집된 개체 수는 다음과 같다.

집단 1: 제주도 북제주군 하도리 집단-18개체 채집. 위치는 다음 그림과 같다. (그림 III-4)

집단 2: 제주도 남제주군 오조리 집단-17개체 채집. 위치는 다음 그림과 같다. (그림 III-5)

집단 3: 제주도 남제주군 세화리 집단-17개체 채집. 위치는 다음 그림과 같다. (그림 III-6)

그 외에 제주도 남제주군 온평리 집단 10개체 (그림 III-3의 4번 지역), 제주도 남제주군 서

귀포 집단 10개체 채집 (그림 III-3의 5번 지역), 제주도 남제주군 일과 1리 집단 (그림 III-3의

6번 지역) 10개체 등을 채집하였으나 본 연구에는 이용하지 않았다.
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그림 III-2. 황근의 서식지 환경

    그림 III-3. 제주도의 황근 자생지 및 채집지
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그림 III-4. 제주도 북제주군 하도리 황근 집단 채집개체의 분포도

그림 III-5. 제주도 남제주군 오조리 식상봉 황근 자생지 내 채집개체의 분포도

IP : 14.49.138.138, 2017-11-03 17:04:38



그림 III-6. 제주도 남제주군 세화리 황근 집단 채집개체의 분포도

2.2. ITS 염기서열 변이분석

2.2.1. DNA 추출

황근의 DNA는 채취된 연한 잎 5g을 액체질소로 갈아 CTAB 방법(Doyle and Doyle, 1987)으

로 추출하였고, 이 total DNA를 1X TE buffer에 녹인 후 EtBr-CsCl 농도구배 초원심분리방법

(60,000rpm, 7시간) 및 투석법으로 정제하였다(Palmer, 1986). 끈끈이귀개의 DNA는 한 개체에서

취할 수 있는 잎의 양이 너무 작아 DNeasy kit (QIAGEN, Germany)를 이용하여 사용자 매뉴얼

에 따라 추출하였다.
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2.2.2. PCR

Polymerase chain reaction (PCR)은 주형 DNA 20-50 ng, 10X buffer 10 μl, 200 μM의

dNTPs 8 μl, 50 pmol의 프라이머 각 1 μl, 2.5 units의 Promega flexi Go. Taq 및 증류수가 포함

된 총 100 μl의 반응액을 95℃에서 3분 동안 1차 해리한 후, 해리 95℃ 1분, annealing 50℃ 1분,

extension 72℃ 1분으로 구성된 반응을 30회 반복한 후 최종적으로 72℃에서 10분간 extension하

여 수행하였다(Applied Biosystems Gene Amp. PCR system 9700 사용). PCR 반응액은

QIAquick Gel extraction kit (Qiagen Inc., Valencia, CA)로 정제하였으며 이를 통해 얻어진

DNA를 염기서열 결정에 사용하였다. PCR과 염기서열 결정에는 White et al.(1990)에 의해 제작

된 프라이머를 사용하였으나 프라이머 ITS1 의 경우 다음과 같이 밑줄 친 두 개의 염기를 달리

하는 primer (5‘-GGAAGGAGAAGTCGTAACAAGG-3')를 별도로 제작하여 사용하였다. 염기서

열은 PCR 산물을 클로닝과정을 거치지 않고 직접 ABI PRISM 377 (PE Applied Biosystems) 염

기서열 자동분석기를 이용해 결정하였다.

2.2.3. 염기서열 분석

결정된 염기서열의 ITS 1, 2 구간은 기존의 연구 결과(Kim et al., 2004)와 비교하여 결정하였

고, Clustal W (ver. 1.6, Thompson et al., 1995) 및 최종 수작업으로 정렬하였다. 정렬 결과 발

생한 gap은 이후 분석과정에서 결여형질(missing characters)로 처리하였다. 각 ITS 유형간의

sequence divergence 분석 및 계통수제작은 PAUP* ver. 4.0b (Swofford, 2002)를 사용하여 수행

하였다.

2.3. ISSR을 이용한 유전적 다양성 분석

2.3.1. 끈끈이귀개

ITS 염기서열 결정에 사용한 DNA 동일한 DNA를 ISSR 실험에 사용하였다. PCR 반응은

ITS 염기서열 결정을 위한 조건을 따르되 denaturation (98℃, 40초), annealing (45℃, 1분),

extention (72℃, 2분)을 간 총 40회 반복하여 수행하였다. 프라이머는 UBC(University of British

Columbia)에서 제공하는 프라이머 가운데 UBC801～878, 881 등 총 79개 primer를 사용하였으

며, 이 가운데 판독 가능한 DNA 밴드를 제공한 9개 프라이머(UBC 816, UBC 818, UBC 825,

UBC 834, UBC 836, UBC 841, UBC 847, UBC 851, UBC 864)를 확정한 뒤 이들을 최종

ISSR 분석에 사용하였다. 얻어진 DNA 밴드의 유무를 각각 1/0으로 코딩하여 자료행렬로 전환

한 후, 이를 이용하여 집단별 유전적 다양성 분석하였고 (POPGEGE ver. 1.31, Yeh et al.

1999), UPGMA tree를 제작하여(PAUP* ver. 4.0b, Swofford 2002) 각 개체간 또는 집단간 유집

분석을 실행하였다.
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2.3.2. 황근

ITS 염기서열 결정에 사용한 DNA 동일한 DNA를 ISSR 실험에 사용하였다. PCR 반응은

ITS 염기서열 결정을 위한 조건을 따르되 denaturation (98℃, 40초), annealing (45℃, 1분),

extention (72℃, 2분)을 간 총 40회 반복하여 수행하였다. 프라이머는 UBC(University of British

Columbia)에서 제공하는 프라이머 가운데 UBC801～878, 881 등 총 79개 primer를 사용하였으

며, 이 가운데 판독 가능한 DNA 밴드를 제공한 15개 프라이머(UBC 808, UBC 811, UBC 812,

UBC 816, UBC 818, UBC 827, UBC 835, UBC 836, UBC 840, UBC 841, UBC 842, UBC 846, UBC

853, UBC 856, UBC 861)를 확정한 뒤 이들을 최종 ISSR 분석에 사용하였다. 얻어진 DNA 밴드

의 유무를 각각 1/0으로 코딩하여 자료행렬로 전환한 후, 이를 이용하여 집단별 유전적 다양성

분석하였고(POPGEGE ver. 1.31, Yeh et al. 1999), UPGMA tree를 제작하여(PAUP* ver. 4.0b,

Swofford 2002) 각 개체간 또는 집단간 유집분석을 실행하였다.

3. 결과 및 고찰

3.1. 끈끈이귀개 (Drosera peltata var. nipponica) 집단에 대한 유전적 다

양성 분석

3.1.1. ITS 염기서열 변이분석

ITS 지역에 대한 염기서열 분석 결과, 조사된 개체 모두 ITS 1 지역은 283bp, 5.8s 지역은

163bp, ITS 2 지역은 237bp인 것으로 나타났다(그림 III-7). 3개 집단, 총 45 개체의 ITS

sequences, 30.7kb의 DNA 염기서열이 본 연구를 통해 결정되었다. 그러나 이들 집단간 또는

개체간 ITS 염기서열의 변이는 관측되지 않았다. 중국집단을 포함한 3개 집단의 모든 개체가

동일한 ITS 염기서열을 보인 점은 이 종이 집단을 형성해가는 생식 양상과 매우 관계가 깊은

것으로 생각된다. 이는 앞으로 이 종을 대상으로 한 생식생물학적 연구가 필요함을 의미한다.

본 연구결과 ITS 염기서열 비교분석이 집단의 유전적 다양성을 파악하는데 전혀 도움이 되지

않음을 알 수 있었다.

3.1.2. ISSR을 이용한 유전적 다양성 분석

분석을 위해 사용된 총 79개 SSR primer 가운데 9개 primer로부터 분석 가능한 DNA 밴

드가 증폭되었다. 이들 primer로부터 총 62개 DNA 밴드를 얻었는데 이 가운데 UBC 818과

UBC 834로부터 각각 12개, 10개의 밴드가 증폭되어 가장 많은 밴드가 얻어졌다. 반면, UBC

841와 UBC 864로부터는 각각 3개씩의 밴드가 증폭되어 가장 낮은 수치를 보였다 (표 III-1).
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이들의 유무를 0/1로 코딩하여 자료행렬은 표 III-2에 나타내었다. 이 자료행렬을 통해 유

전적 변이 양상을 분석한 결과 전체적으로는 56개의 loci가 다형이었고, 집단별로는 집단 1이

41개, 집단 2가 36개, 집단 3은 5개의 loci가 다형을 나타내었다. 각 유전좌위에서 관측된 평균

대립인자의 수는 전체적으로는 1.9032로 나타났고, 집단별로는 집단 1이 1.6613으로 가장 컸고,

집단 2가 1.5806, 집단 3이 1.0806으로 나타났다. 한편 전체 유전좌위 중 약 90.32%가 다형이었

는데, 집단별로는 집단 1이 66.13%로 가장 높았고, 집단 2가 58.06%, 집단 3은 8.06%가 다형을

나타내는 등 집단 1의 유전적 다양성 지표가 가장 높은 것으로 나타났다 (표 III-3).

한편 ISSR 자료를 이용하여 UPGMA dendrogram를 작성한 결과 집단별 유집은 나타나지

않았고 집단 3 (중국집단) 역시 집단 1, 2와 섞여서 유집되었다 (그림 III-8). 집단 2에 속하는

1개체 (39번)를 제외했을 때 집단 1의 개체들이 dendrogram의 기부에 주로 위치하는 양상을

보였다. 특히 집단 1의 12번 개체는 조사된 다른 모든 개체들과 가장 유전적으로 이질적인 특

징을 보였다. 본 연구결과 미세하나마더 높은 다양성 지표를 나타내고, dendrogram 에서도 기

부에 위치한 집단 1을 우선적으로 보존하는 것이 더 타당할 것으로 판단되었다.

↓

↓

↓

↓

그림 III-7. 끈끈이귀개의 ITS 염기서열 비교분석 결과
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primer primer sequence number of DNA band

UBC 816 CAC ACA CAC ACA CAC AT 6

UBC 818 CAC ACA CAC ACA CAC AG 12

UBC 825 ACA CAC ACA CAC ACA CT 9

UBC 834 AGA GAG AGA GAG AGA GYT 10

UBC 836 AGA GAG AGA GAG AGA GYA 7

UBC 841 GAG AGA GAG AGA GAG AYC 3

UBC 847 CAC ACA CAC ACA CAC ARC 8

UBC 851 GTG TGT GTG TGT GTG TYG 4

UBC 864 ATG ATG ATG ATG ATG ATG 3

 total 62

표 III-1. 끈끈이귀개 3개 집단 45개 개체를 대상으로 분석에 이용한 

9개 ISSR 프라이머와 증폭밴드 수 
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    UBC primer

  DNA no.
816 818 825 834 836 841 847 851 864

Drosera01 00101100001111100000001100000000111111000000110011100000100100

Drosera02 00110000001011100000001100000000111111000000110011111000100110

Drosera03 00110000000011000000000100010000101111000000100011100000110101

Drosera04 00100010000011000010001100001000101111000000110011111000100001

Drosera05 00101000000010000100001110000000101111000000100011110000101000

Drosera06 00111101011011000000001110000000111011110000111011111001100000

Drosera07 00100010001011000000001100000000111110001000100011010000100000

Drosera08 00111000001010000000001100000000111111000000100011110000100000

Drosera09 00100000001011100111001100000000111111000000100011110000100011

Drosera10 01111110000011100000001100001100111011110000110011110000100001

Drosera11 00110000001011100000001110000000111111000000100011110000110100

Drosera12 00100000001111000000100101100000111101100000100011000011100110

Drosera13 00101101001011100000001100000000111111000000111011110010100000

Drosera14 10111010011011100000001100000100111111000000111011111000100000

Drosera15 00111100001011100000001100000100111111000000111011111010100000

Drosera16 00111110001011100000001100000000111111000100111011111110100000

Drosera17 10110000001011100000001100000000111111000000111011111000100000

Drosera18 00111000001011100000001100000000111111000100111011111010100000

Drosera19 00111000001011100000001100000000111111000100111011110010100000

Drosera20 00111000001011100000001100000000111111000100111011111000100000

Drosera21 10111001001011100000101100000000111111000100111111111110100000

Drosera22 00101000001011100000001100000000111111000100110011111000100000

Drosera23 00111001001011100000101100000000111111000111111111111110100000

Drosera24 10101100001011110000001100000100111111000100111011110000100000

Drosera25 00110100001011100000001100000000111111000000100011110010100000

Drosera26 01101000001010100000001100000000111111000000100011100000100000

Drosera27 00101001101010101000001100000000111111000000100011100010100000

Drosera28 00110010000011100000001110000100111111000000100011101010100000

Drosera29 00111000011011100000001100000100111111000000110011110010100000

Drosera30 00100000001011100000001110000100111111100000100011000000100000

Drosera31 00111000001011100000001110000100111111000000110011110000100000

Drosera32 00111000001011100000001100000100111111000100111111110000100000

Drosera33 00101000001011101000011110000000111011000000101011100000100000

Drosera34 00110000001011100100001110000000111011000000100011110000100000

Drosera35 00111000001011100000001100000000111111000100000011110010100000

Drosera36 00111000001011100000001110000000111111000000110011110010100000

Drosera37 00111100001011100000001100000000111111000100111011111010100000

Drosera38 00111100001011110100001100000010111111000111111111111110100000

Drosera39 00100000101010101100111100000000101101000000000011100000100000

Drosera40 00111001001011100000001100000000111111000111111011111110100000

Drosera41 00110000011011100000001100000000001111000000100011000010100000

Drosera42 10111100001011100000001100000000111111000000111011110010100000

Drosera052 00100000001001100000001110000000111111000000100011110000110000

Drosera260 00100001001001100000001100000000111111000000100011110000100000

Drosera304 00100000001001100000001100000001111111000000100011111000110000

표 III-2. 9개 프라이머를 이용한 끈끈이귀개 3개집단 45개체의 증폭밴드의 

유무를 나타내는 도표 

 

IP : 14.49.138.138, 2017-11-03 17:04:38



population # ss na ne h I np fp

population 1  12 1.6613±0.4771 1.2544±0.3194 0.1607±0.1707 0.2575±0.2429  41  66.13

population 2  30 1.5806±0.4975 1.2260±0.3141 0.1414±0.1725 0.2246±0.2486  36  58.06

population 3  3 1.0806±0.2745 1.0430±0.1582 0.0272±0.0951 0.0417±0.1440  5  8.06

total  45 1.9032±0.2981 1.2346±0.2801 0.1562±0.1537 0.2619±0.2129  56  90.32

ss = sample size (number of individuals)
na = Observed number of alleles (mean and standard variation)
ne = Effective number of alleles (mean and standard variation)
h = Nei's gene diversity (mean and standard variation)
I = Shannon's Information index (mean and standard variation)
np = The number of polymorphic loci
fp = The percentage of polymorphic loci
[refer Nei (1987) and POPGENE program manual for more information on the statistics]

표 III-3. 끈끈이귀개 3개 집단 내의 대립인자에 대한 통계수치 

그림 III-8. ISSR 증폭유무를 이용하여 유집분석 (UPGMA)한 끈끈이귀개 개체 

및 집단 간의 유전적 관계 도표 
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3. 2. 황근 집단에 대한 유전적 다양성 분석

3.2.1. ITS 염기서열 변이분석

ITS 지역에 대한 염기서열 분석 결과, 황근의 경우 조사된 개체 가운데 ITS 1 지역은 29

0～291bp, 5.8s 지역은 162bp, ITS 2 지역은 331bp인 것으로 나타났다 (그림 III-9). 따라서 3

개 집단, 총 52 개체의 ITS sequences, 40.8kb의 DNA 염기서열이 본 연구를 통해 결정되었다.

모든 개체의 ITS 염기서열을 정렬한 결과 ITS 1지역에서 관측된 길이 변이는 모두 집단 1의

개체 사이에서만 발견되었다. 각 집단별 염기서열 변이는 집단 1에서는 총 17개 뉴클레오티드

위치가 다형이었으나, 집단 2와 3에서는 다형을 나타내는 뉴클레오티드가 없이 모든 개체가 동

일한 염기서열을 나타내었다.

전체 개체 간의 염기서열 분기도를 Kimura의 2 parameter 방법으로 추산한 결과 가장 높

은 값인 1.904 (K2P value × 100)이 Hibscus1-10 (1집단)과 Hibiscus1-3, Hibiscus1-6,

Hibiscus1-8 사이에서, 그리고 Hibiscus1-9와 Hibiscus1-18 및 Hibiscus2-1 사이에서 관측되었

다. 한편 Hibiscus2-3을 제외한 집단 2와 집단 3의 모든 개체의 ITS 염기서열은 동일하였고

따라서 분기도는 0으로 나타났다 (표 III-4). 전체 염기서열은 그림 III-9에 나타내었고 이 가운

데 변이를 보이는 뉴클레오티드 17개는 따로 표 III-5에 따로 구분하여 나타내었다.

표 III-4.  ITS 염기서열에 기초한 황근 개체 간의 pairwise distance 도표 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

1  Hibiscus1-1 -  0 11  0  0 11  0 11  0  0 11  7  0  9  0  0  0 11 11 10

2  Hibiscus1-2 0.000 - 10  0  1 10  0 10  2  0 10  7  0  8  0  0  0 10 10  9

3  Hibiscus1-3 1.609 1.455 -  3  7  0  6  0 13 10  2  0  6  0  2 11  9  0  0  0

4  Hibiscus1-4 0.000 0.000 0.436 -  1  3  0  3  2  0  4  2  0  2  0  0  0  3  3  3

5  Hibiscus1-5 0.000 0.145 1.025 0.147 -  7  1  7  1  0  8  6  1  5  1  1  1  7  7  6

6  Hibiscus1-6 1.609 1.455 0.000 0.436 1.025 -  6  0 13 10  2  0  6  0  2 11  9  0  0  0

7  Hibiscus1-7 0.000 0.000 0.872 0.000 0.147 0.872 -  6  2  0  7  4  0  5  0  0  0  6  6  5

8  Hibiscus1-8 1.609 1.455 0.000 0.436 1.025 0.000 0.872 - 13 10  2  0  6  0  2 11  9  0  0  0

9  Hibiscus1-9 0.000 0.290 1.904 0.294 0.145 1.904 0.293 1.904 -  0 13  9  2 11  2  2  2 13 13 12

10 Hibiscus1-10 0.000 0.000 1.464 0.000 0.000 1.464 0.000 1.464 0.000 - 10  7  0  8  0  0  0 10 10  9

11 Hibiscus1-11 1.608 1.457 0.288 0.585 1.173 0.288 1.021 0.288 1.904 1.461 -  2  7  2  3 11  9  2  2  2

12 Hibiscus1-12 1.021 1.016 0.000 0.289 0.876 0.000 0.580 0.000 1.316 1.024 0.291 -  4  0  1  7  6  0  0  0

13 Hibiscus1-13 0.000 0.000 0.876 0.000 0.145 0.876 0.000 0.876 0.291 0.000 1.024 0.582 -  4  0  0  0  6  6  6

14 Hibiscus1-14 1.315 1.163 0.000 0.292 0.731 0.000 0.727 0.000 1.611 1.167 0.288 0.000 0.582 -  1  9  7  0  0  0

15 Hibiscus1-15 0.000 0.000 0.289 0.000 0.147 0.289 0.000 0.289 0.294 0.000 0.436 0.144 0.000 0.144 -  0  0  2  2  2

16 Hibiscus1-17 0.000 0.000 1.606 0.000 0.145 1.606 0.000 1.606 0.289 0.000 1.606 1.019 0.000 1.312 0.000 -  0 11 11 10

17 Hibiscus1-16 0.000 0.000 1.312 0.000 0.146 1.312 0.000 1.312 0.291 0.000 1.312 0.871 0.000 1.019 0.000 0.000 -  9  9  9

18 Hibiscus1-18 1.609 1.455 0.000 0.436 1.025 0.000 0.872 0.000 1.904 1.464 0.288 0.000 0.876 0.000 0.289 1.606 1.312 -  0  0

19 Hibiscus2-1* 1.609 1.455 0.000 0.436 1.025 0.000 0.872 0.000 1.904 1.464 0.288 0.000 0.876 0.000 0.289 1.606 1.312 0.000 -  0

20 Hibiscus2-3 1.463 1.309 0.000 0.436 0.878 0.000 0.725 0.000 1.757 1.318 0.288 0.000 0.875 0.000 0.289 1.460 1.311 0.000 0.000 -
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 18s↓ ITS 1

그림 III-9. 집단 1 (18개체), 집단 2 (17개체), 집단 3 (17개체)를 대상으로 ITS 염기서열

을 결정하여 정렬한 서열 
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nucleotide
position

DNA no.

ITS 1 ITS 2

26 54 59 98 114 122 142 151 237 240 277 279 430 539 630 638 639 662

Hibiscus1-1 T Y Y T T T G M T G T K G C C T C A

Hibiscus1-2 . T T . . . . C . . Y T . . . . . .

Hibiscus1-3 G T T C C - A C . C C T A T T . T C

Hibiscus1-4 . T T . . . R C . S Y T R Y Y . Y M

Hibiscus1-5 . C T . . . . . Y S Y T R Y . . Y .

Hibiscus1-6 G T T C C - A C . C C T A T T . T C

Hibiscus1-7 . T T . . . . C Y S . T R Y Y . Y .

Hibiscus1-8 G T T C C - A C . C C T A T T . T C

Hibiscus1-9 . C C . . . . . Y . . . . . . . . .

Hibiscus1-10 . . . . . . . . Y . . . . Y . . . .

Hibiscus1-11 G T T C C - A C . C C T A T T C . C

Hibiscus1-12 K T T C C . A C . C Y T R Y T . T C

Hibiscus1-13 . T T . . . R . Y S Y T . Y . . Y .

Hibiscus1-14 K T T C C - A C . C C T A T Y . T C

Hibiscus1-15 . T T Y Y . R C . S Y T R Y Y . Y .

Hibiscus1-17 . T T . . . . . Y . . . . . . . . .

Hibiscus1-16 . T T . . . R . . . . T . Y . . . .

Hibiscus1-18 G T T C C - A C . C C T A T T . T C

Hibiscus2-1 G T T C C - A C . C C T A T T . T C

Hibiscus2-2 G T T C C - A C . C C T A T T . T C

Hibiscus2-3 G T T C C - R C . C C T A T T . T C

Hibiscus2-4 G T T C C - A C . C C T A T T . T C

Hibiscus2-5 G T T C C - A C . C C T A T T . T C

Hibiscus2-6 G T T C C - A C . C C T A T T . T C

Hibiscus2-7 G T T C C - A C . C C T A T T . T C

Hibiscus2-8 G T T C C - A C . C C T A T T . T C

Hibiscus2-9 G T T C C - A C . C C T A T T . T C

Hibiscus2-10 G T T C C - A C . C C T A T T . T C

Hibiscus2-11 G T T C C - A C . C C T A T T . T C

Hibiscus2-12 G T T C C - A C . C C T A T T . T C

Hibiscus2-13 G T T C C - A C . C C T A T T . T C

Hibiscus2-14 G T T C C - A C . C C T A T T . T C

Hibiscus2-15 G T T C C - A C . C C T A T T . T C

Hibiscus2-16 G T T C C - A C . C C T A T T . T C

Hibiscus2-17 G T T C C - A C . C C T A T T . T C

Hibiscus3-1 G T T C C - A C . C C T A T T . T C

Hibiscus3-2 G T T C C - A C . C C T A T T . T C

Hibiscus3-3 G T T C C - A C . C C T A T T . T C

Hibiscus3-4 G T T C C - A C . C C T A T T . T C

Hibiscus3-5 G T T C C - A C . C C T A T T . T C

Hibiscus3-6 G T T C C - A C . C C T A T T . T C

Hibiscus3-7 G T T C C - A C . C C T A T T . T C

Hibiscus3-8 G T T C C - A C . C C T A T T . T C

Hibiscus3-9 G T T C C - A C . C C T A T T . T C

Hibiscus3-10 G T T C C - A C . C C T A T T . T C

Hibiscus3-11 G T T C C - A C . C C T A T T . T C

Hibiscus3-12 G T T C C - A C . C C T A T T . T C

Hibiscus3-13 G T T C C - A C . C C T A T T . T C

Hibiscus3-14 G T T C C - A C . C C T A T T . T C

Hibiscus3-15 G T T C C - A C . C C T A T T . T C

Hibiscus3-16 G T T C C - A C . C C T A T T . T C

Hibiscus3-17 G T T C C - A C . C C T A T T . T C

표 III-5. ITS 염기서열 중 황근 개체 간에 변이가 있는 위치 
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한편, ITS 염기서열 변이를 UPGMA 방법으로 유집한 결과 집단 1의 일부 개체는 집단 2

와 3에 속하는 개체와 ITS 염기서열이 완전히 동일하였고 그 결과는 그림 III-10과 같은

dendrogram으로 나타내었다.

그림 III-10. 황근 3개 집단 52개 개체 간의 관계를 나타내는 UPGMA 유집도

3.3.2. ISSR을 이용한 유전적 다양성 분석

분석을 위해 사용된 총 79개 SSR primer 가운데 15개 primer로부터 분석 가능한 DNA

밴드가 증폭되었다. 이들 primer로부터 총 97개 DNA 밴드를 얻었는데 이 가운데 UBC 818과

UBC 827로부터 각각 13개, 11개의 밴드가 증폭되어 가장 많은 밴드가 얻어졌다. 반면, UBC

836과 UBC 846으로부터는 각각 1개와 3개의 밴드가 증폭되어 가장 낮은 수치를 보였다 (표

III-6). 한편 일부 primer (예를 들어 UBC 835)는 집단간 차이를 뚜렷하게 구분하는 것으로 나

타났으나 전혀 변이를 나타내지 못한 primer도 있었다 (그림 III-11).

이들의 유무를 0/1로 코딩하여 자료행렬은 표 III-7에 나타내었다. 이 자료행렬을 통해 유
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전적 변이 양상을 분석한 결과 전체적으로는 74개의 loci가 다형이었고, 집단별로는 집단 1이

69개, 집단 2가 25개, 집단 3은 29개의 loci가 다형을 나타내었다. 각 유전좌위에서 관측된 평균

대립인자의 수는 전체적으로는 1.7629으로 나타났고, 집단별로는 집단 1이 1.7113으로 가장 컸

고, 집단 2가 1.2577, 집단 3이 1.2990으로 나타났다. 한편 전체 유전좌위 중 약 76.29%가 다형

이었는데, 집단별로는 집단 1이 71.13%로 가장 높았고, 집단 2가 25.77%, 집단 3은 29.90%가

다형을 나타내는 등 집단 1의 유전적 다양성 지표가 가장 높은 것으로 나타났다 (표 III-8).

한편, ISSR 자료를 이용하여 UPGMA dendrogram를 작성한 결과 집단 2와 집단 3은 각

각 집단별 유집이 강하게 이루어지는 반면 집단 1의 경우 일부 개체가 집단 2와 3과 유집되었

다(그림 III-12). 전체적으로 보았을 때, 집단 1의 개체들이 dendrogram의 기부에 주로 위치하

는 양상을 보였다. 특히 집단 1의 16번 개체는 조사된 다른 모든 개체들과 가장 유전적으로 이

질적인 특징을 보였다. 이와 같은 연구 결과는 ITS 분석 결과와도 정확히 일치하는 것이어서

주목된다. 향후 황근 집단에 대한 보존 대책을 수립할 때, 이와 같은 유전적 다양성 분석결과

를 지표로 활용하여, 집단 1을 더 우선적으로 보존할 것을 제안하는 것이 더 타당하리라고 판

단된다.

primer primer sequence number of DNA band

UBC 808 AGA GAG AGA GAG AGA GC 10

UBC 811 GAG AGA GAG AGA GAG AC 4

UBC 812 GAG AGA GAG AGA GAG AA 6

UBC 816 CAC ACA CAC ACA CAC AT 4

UBC 818 CAC ACA CAC ACA CAC AG 13

UBC 827 ACA CAC ACA CAC ACA CG 11

UBC 835 AGA GAG AGA GAG AGA GYC 4

UBC 836 AGA GAG AGA GAG AGA GYA 1

UBC 840 GAG AGA GAG AGA GAG AYT 4

UBC 841 GAG AGA GAG AGA GAG AYC 10

UBC 842 GAG AGA GAG AGA GAG AYG 9

UBC 846 CAC ACA CAC ACA CAC ART 3

UBC 853 TCT CTC TCT CTC TCT CRT 4

UBC 856 ACA CAC ACA CAC ACA CYA 7

UBC 861 ACC ACC ACC ACC ACC ACC 7

total 97

표 III-6. 황근 3개 집단 52개를 대상으로 분석에 이용한 15개의 ISSR Primer와 

증폭밴드 수
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그림 III-11. UBC 835와 816 두 개 프라이머를 이용한 집단 간의 차이. (UBC 835의 

경우 집단 1이 집단 2-3과 뚜렷이 구별된다. )
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UBC primer no.

  DNA no.
808 811 812 816 818 827 835

8
3
6
840 841 842 846 853 856 861

Hibiscus 1-01 1111010000111001111011111110000001110100001001010000011001111111111110111011101000011110011011100

Hibiscus 1-02 1110011100111011111011101100000001110000001011110000011101111111111111111011111000011110011111100

Hibiscus 1-03 0100010000111011111011100100000001110010001011110000011101111111111111111111111000011110011111100

Hibiscus 1-04 1110111100111110111011100100000001110000000001010000010001111111111110111111111110011100011111100

Hibiscus 1-05 1111010100111011111011101100000001110000000011010100011101111111111111111111111101011111011011110

Hibiscus 1-06 1110111000111011111011110100000001111000000011010100011101111111111110111111111010011110011011100

Hibiscus 1-07 1110111000111010111011110110000111110111110111010110011101111111111110111111111000111110111011100

Hibiscus 1-08 1110111000111011111011101100001011111100000011010011110001111111111110111111111101011101111011100

Hibiscus 1-09 0110001000111010111011110000001001111100000001010011011001111111111110111111111011111110011011100

Hibiscus 1-10 1110001000111011111011111100000001110100011011010101111101111111111111111111111011011101011111100

Hibiscus 1-11 1110011000111011111111101101000001111101100001010111011101111111111111111111111111111100011011100

Hibiscus 1-12 1110111000111011111011111110100001111000010011010111010101111111111111111111111111011100011011110

Hibiscus 1-13 1010011000111011111011111000100001111000000001010000010001111111111110011111111111011100011011100

Hibiscus 1-14 1110010000111011111011111100000001111110001011110001010101111111111111111110000000011100011111110

Hibiscus 1-15 1110011000111011111011101100000001111100001011110100011001111111111111111111111111011110111111100

Hibiscus 1-16 ??????????0110?????01111000000000???????????00010000010101110011111110000010000000000000010000000

Hibiscus 1-17 1100110000111011111011111100010111110010011000010000010001111111111110111011111111010100000001100

Hibiscus 1-18 0000000001111011111011110100000001111000001011110000010101111111111111111011111100011100011111110

Hibiscus 2-01 1110111000111011111011100100000001110100000011110000010111111111111111111011111000011110011111101

Hibiscus 2-02 1110111000111011111011100100000001110110001011110000010101111111111111111011111000011110011111101

Hibiscus 2-03 1010101000011011111011100100000001110100001011110000010111111111111111111011111010011110011111101

Hibiscus 2-04 1110100000111011111011100100000001110011100011110000010101111111111111111011111010011110011111101

Hibiscus 2-05 0110000000111011111011100100000001110010001011110000010101111111111111011011100000011110011111100

Hibiscus 2-06 1010011000111011111011100100000001110000000011110000010101111111111111111011111010011110011111110

Hibiscus 2-07 1110001000111011111011100100001001110000001011010000010101111111111111111011111010011110011111101

Hibiscus 2-08 1110001000111011111011100100000001110000000011110000010101111111111111111011111000011110011111100

Hibiscus 2-09 1010001000111011111011100100000001110000000011110000010101111111111111011011101000011110011111110

Hibiscus 2-10 101001100011101111101110010000000???????????111100000????1111111111111111111111011011110011111110

Hibiscus 2-11 1010001100111011111011100100000001110100000011110000010111111111111111111011101000011110011111100

Hibiscus 2-12 1110011100111011111011100100000001110100000011110000010101111111111111111111111000011110011111101

Hibiscus 2-13 1010001100111011111011100100000001110100001011110000010101111111111111011011111000011110011111110

Hibiscus 2-14 1110001000111011111011100100000001110000001011110000010101111111111111011111111111011110011111100

Hibiscus 2-15 1110011000111011111011100100000001110010001011110000011101111111111111111011111111011110011111101

Hibiscus 2-16 1010011000111011111011100100001001110000001011110000010101111111111111111111111110011110011111101

Hibiscus 2-17 ??????????111011111011100100000001110100000011110000010101111111111111111011111111011110011111101

Hibiscus 3-01 1110101000111011111011100100000001111100001011110000010101111111111110111111111111011100011111110

Hibiscus 3-02 1110100000111011111011110100000001111100001011110000011101111111111111111111111110011100011111110

Hibiscus 3-03 1110100000111011111011110100000001110100001011110000010001111111111111011111111110011100011111110

Hibiscus 3-04 1100100000111011111011110100000001111101100011110000011001111111111111111111111111011100011111110

Hibiscus 3-05 1100100000111011111011100100000001111100001011110000010001111111111111111111111111011100011111110

Hibiscus 3-06 1110111000111111111011110100000001111000001011110000011001111111111111111111111011111100011111110

Hibiscus 3-07 1100110000111111111011100110100001111000001011010000010001111111111110111110111111011100011111110

Hibiscus 3-08 1100110000111111111011100100100001110000001011110000010001111111111110111111111111011100011111110

Hibiscus 3-09 1110111000111011111011100100000001111100001011110000010101111111111110111111111111011100011111110

Hibiscus 3-10 1110111000111011111011110100100001111100001011110000011101111111111111111111111111111100011111110

Hibiscus 3-11 1110110000111111111011100100101001110010001011110000011101111111111111111111111111111100011111110

Hibiscus 3-12 1110111000111011111011110100100011111100001011110000011101111111111111111111111111111100011111110

Hibiscus 3-13 1110110000111010011011100100000001110000001011110000010001111111111111111111111111011100011111110

Hibiscus 3-14 1110110000111010011011110100100001110000001011111000011001111111111110111111111111011100011111110

Hibiscus 3-15 1110111000111011111011110100000001110000001011110000010101111111111111111111101110011100011111110

Hibiscus 3-16 1110110000111011111011110100000001110000001011110000010001111111111111111111111111011100011111110

Hibiscus 3-17 1110110010111110011011100100000001111100001011110000011001111111111111111111111111111100011111110

표 III-7. UBC 프라이머를 이용한 황근 3개 집단 52 개체의 증폭밴드의 유무

를 나타내는 도표 
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ss na ne h I np fp

population 1 18 1.7113±0.4555 1.3782±0.3531 0.2266±0.1907 0.3441±0.2693 69 71.13

population 2 17 1.2577±0.4397 1.1222±0.2537 0.0762±0.1476 0.1181±0.2196 25 25.77

population 3 17 1.2990±0.4602 1.1549±0.3006 0.0914±0.1674 0.1382±0.2429 29 29.90

total 52 1.7629±0.4275 1.2881±0.3368 0.1789±0.1759 0.2845±0.2455 74 76.29

ss = sample size (number of individuals)
na = Observed number of alleles (mean and standard variation)
ne = Effective number of alleles (mean and standard variation)
h = gene diversity (mean and standard variation)
I = Shannon's Information index (mean and standard variation)
np = The number of polymorphic loci
fp = The percentage of polymorphic loci
[refer Nei (1987) and POPGENE program manual for more information on the statistics]

표 III-8. 황근의 3개 집단 내의 대립인자에 대한 통계 수치 

그림 III-12. 황근 3개 집단 52개 개체의 ISSR 자료를 이용한 UPGMA 유집도
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4. 결론

국내 희귀식물에 대한 유전적 다양성 분석은 종 보존을 위한 정책을 수립하는데 긴요한

과학적 판단근거로 활용될 수 있다. 이는 비슷한 조건일 경우 유전적 다양성이 더 높은 집단을

우선적으로 보존하는 것이 종 보존 전략상 더 유리하다는 보존생물학 및 진화유전학적 이론에

기초한 것이다.

본 연구에서는 황근과 끈끈이귀개를 대상으로 이와 같은 연구를 수행하였고, 그 결과 황근

집단의 경우 집단 1이 ITS 염기서열 변이나 ISSR 분석 결과 모두에서 월등히 더 높은 유전적

다양성을 나타낸 것을 확인할 수 있었다. 따라서 제주 지역의 황근 자생지에 대한 모든 지역을

보존하되 특히 집단 1에 대해서는 각별한 관심을 기울여 보존하는 것이 종 보존을 위한 가장

유효하리라고 판단된다.

한편, 끈끈이귀개의 경우 국내 2 집단가 유전적 다양성의 정도가 거의 유사한 것으로 확인

되었으나, ISSR 분석 결과 집단 1이 집단 2에 비해 상대적으로 더 높은 유전적 다양성 지표

(각 유전좌위당 평균 대립인자 수, 다형을 나타내는 유전좌위의 수)에서 다소 높은 값을 나타

내었다. 특히 각 집단을 분석하기 위해 포함한 개체수가 집단 1이 12개체, 집단 2가 30개체인

점을 고려한다면 집단 1의 유전적 다양성이 보다 높은 것으로 판단할 수 있다. 한편, 끈끈이귀

개의 ITS 염기서열은 중국 집단의 개체를 포함하는 모든 종에서 전혀 변이가 없는 것으로 나

타나 본 연구에서 함께 조사했던 황근과 매우 대조적인 결과를 나타내었다. 이러한 차이의 원

인을 규명하기 위해서는 종 생물학적 연구, 특히 이들이 어떤 식으로 결실하며, 번식해나가는

지를 알아보는 생식생물학적 연구가 이루어져야 하리라고 본다.

끝으로, 본 유전적 다양성 분석 연구, 특히 황근을 대상으로 수행된 연구를 통해, 각 집단

의 유전적 다양성을 파악함에 있어서 유전자 염기서열 분석과 ISSR 연구를 병행하는 것이 결

론의 신뢰성과 타당성을 높이는데 매우 긍정적인 영향을 주는 것으로 파악되었다. 국내 희귀식

물에 대한 이와 같은 유전적 다양성 분석자료가 축적된다면 향후 각종 종 보존대책 수립에 중

요한 정책 판단 근거가 될 수 있을 것이다.
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Ⅳ. 멸종위기 곤충종의 유전자 분석

1. 서론

곤충류(Class Insecta)는 현재 95만 여종이 기록되어 전세계적으로 알려진 모든 생물종의

과반수 이상을 차지하고 있는 방대한 분류군으로서 특히 육상 및 담수생태계에서 매우 중요한

역할을 하고 있다. 예를 들면 수많은 식식성 곤충은 산림 및 초원생태계에서 1차 소비자로서

먹이사슬의 원활한 연결에 중요한 역할을 한다. 꿀벌, 꽃등에, 나비류를 비롯한 화분매개충류들

은 대다수 속씨식물의 생식에 결정적인 역할을 하여 육상생태계를 유지시킨다. 이 외에도 부식

성곤충, 수서곤충, 포식 및 기생성곤충 등이 생태계에서 필수적인 요소들이다. 또한 위생해충,

농림 및 산림해충, 천적곤충 등의 다소 인위적인 범주에 속하는 수많은 곤충들은 인간의 복지

에 직·간접적인 영향을 미친다. 최근의 통계에 의하면 한국에는 491과 11,153종의 곤충이 알려

져 있으나, 실제 서식하는 곤충의 수는 50,000종이 넘을 것으로 추산하고 있다 (Kwon, 1997).

결국 곤충의 경우에는 파악되지 않은 종들이 알려진 종들보다도 많은 상황이며, 이들 중

많은 종들이 서식처의 파괴 등의 원인에 의해 멸종위기에 놓인 것은 의심할 여지가 없을 것이

다. 단지 현재 한국의 곤충분류학적 지식의 수준으로는 이들 멸종위기종들을 속속들이 파악하

는 것이 불가능할 뿐이다. 2005년 고시된 환경부의 “야생동·식물보호기본계획”에 따르면 현재

멸종위기야생동식물 1급으로 5종이 II급으로는 15종이 선정되어 있으며, 이는 전체 기록종의

0.2%에도 못 미치는 수치이다. 이는 기록종의 22%가 선정된 포유류, 18%인 조류와 15%인

양서파충류에 비해 매우 비합리적인 수치이며, 앞으로 한국의 곤충상에 대한 지식이 축적되면

서 수많은 추가적인 멸종위기종들이 파악되어 선정될 것으로 생각된다. 현재 고시되어있는 20

종의 멸종위기 곤충종들은 과거부터 비교적 널리 알려져 있던 종들로서 현재 그 숫자가 위험

할 정도로 감소한 것이 확실히 파악된 경우들이며, 이들에 대한 보전은 미발굴 멸종위기 곤충

의 보전을 위하여 상징적인 의미를 갖는 것으로 생각된다. 또한 이들의 서식처보전을 통하여

비슷한 서식처에 소속된 종들의 보전까지 가능하다는 점도 강조할 필요가 있다.

이번 용역과제는 현재 고시되어있는 멸종위기종 중 3종을 선정하여 DNA 마커를 개발하는

데 그 목적이 있다. 또한 선정된 마커의 염기서열을 근연종들과 비교분석하여 개체군수준 혹은

종 이상의 수준에서 계통적인 분석을 시도할 때 참고자료로 사용할 수 있는 기초적인 자료를

제공하고자 하였다.
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2. 재료 및 방법

2.1. 곤충류 분석대상종의 선정

RFP에서 제시한 총 7종의 멸종위기종 중에서 계통학적·생태학적 중요성과 샘플 확보의

용이성을 고려하여 꼬마잠자리, 물장군, 애기뿔소똥구리를 선정하였다. 이들은 요행이 아니면

거의 개체군 확인이 불가능한 장수하늘소나 비단벌레 등과는 달리, 아직도 어느 정도 채집이

가능한 종들이다.

꼬마잠자리(Nanophya pygmaea)는 우리나라 잠자리 중에서 가장 소형이며 일본, 대만,

동남아시아 등지에도 분포한다. 이들은 주로 생태적 보존의 가치가 높은 고산 습지이거나 인적

이 드문 잘 보존된 습지를 대표하는 깃대종으로 볼 수 있으며, 이와 같은 서식처의 감소 또는

질저하 때문에 최근에 그 수가 급감하였다. 꼬마잠자리의 서식처보전을 통하여 많은 습지성 생

물의 보전에도 크게 이바지 할 수 있을 것이다. 이들은 현재 환경부 차세대 과제를 통하여 복

원 및 증식대상 곤충으로 선정되어 있어 시료의 획득이 용이하였으며, 서울여대 배연재 교수의

협조로 각기 다른 지역에서 채집한 3개체를 실험에 사용하였다.

물장군(Lethocerus deyrollei)은 꼬마잠자리 외에 유일하게 습지성 멸종위기종으로 선정

되어 있다. 이들은 노린재목 물장군과(Belostomatidae)에 속하며, 우리나라의 수서곤충 중에서

가장 크기가 크고 (53-61mm) 심미적 가치가 있으며, 수컷이 알을 지키며 기르는 독특한 습성

으로 말미암아 습지생태계 보전의 깃대종이나 환경교육 재료로 활용된다. 물장군은 진수서곤충

으로서 연못, 농수로, 웅덩이, 습지 등 정수역에서 서식한다. 예전에는 농경지의 습지 등에서

흔히 발견되었으나 도시화, 산업화에 따른 습지의 감소와 오염으로 지금은 한반도의 남서 해안

의 연안지역과 도서지역, 제주도 등 매우 제한된 지역의 습지에서만이 불규칙적으로 발견될 정

도로 국내의 개체군은 절멸위기에 놓여있다. 물장군 역시 현재 환경부 차세대 과제를 통하여

복원 및 증식대상 곤충으로 선정되어 있어 시료의 획득이 비교적 용이하였으며, 증식과제를 수

행하고 있는 서울여대 배연재 교수로부터 협조를 받았다.

애기뿔소똥구리(Copris tripartitus)는 소와 말의 똥을 섭식하는 종으로서 우리를 이용한

가축의 집단사육과 가축용 항생제의 남용 때문에 그 수가 격감된 종이다 (그림 IV-1). 현재 남

한에서는 거의 찾아볼 수 없는 소똥구리(Gymnopleurus mopsus)와는 달리, 애기뿔소똥구리는

간혹 방목장에서 찾아 볼 수 있는 종이다. 시료로 사용된 개체들은 강원도 횡성군의 방목장에

서 채집하였다.
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그림 IV-1. 애기뿔소똥구리의 사진 (2006년 5월, 강원도 횡성군)

멸종위기종 3종만의 염기서열 분석으로는 대상종의 계통적 위치확인이나 개체군 분석에

유용한 마커를 찾는 것이 용이하지 않기 때문에, 비교분석을 위하여 15종의 염기서열을 추가적

으로 획득하여 총 19종 23개체를 분석하였다 (표 IV-1). 이들 중 10종 14개체는 직접 실험을

통하여 획득하였고 9종은 Genbank에 적립되어 있는 염기서열을 이용하였다. 또한 분석의 정확

성과 종내의 변이를 부분적으로 확인하기 위하여 멸종위기종의 경우에는 복수의 개체를 사용

하여 분석하였다 (꼬마잠자리 3개체, 물장군 2개체, 애기뿔소똥구리 2개체).
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표 IV-1. 분석대상 19종 23개체 목록. 9종은 GenBank에서 획득함.

학명 일반명 채집정보 / Genbank Accession 번호

잠자리목

1 Nannophya pygmaea 꼬마잠자리-1 경북 문경시 농암면 율수리 습지, 2006/6/17, 배연재

2 Nannophya pygmaea 꼬마잠자리-2 인천 무의도, 2006/6/9, 배연재

3 Nannophya pygmaea 꼬마잠자리-3 곡성 신기리, 2006/5/12, 배연재

4 Pantala flavescens 된장잠자리 연세매지캠퍼스, 2006/8/23, 석상욱, 차동준

5 Anax nigrofasciatus 먹줄왕잠자리 연세매지캠퍼스, 2006/5/20, 변혜우

6 Orthetrum triangulare 큰밀잠자리 AB126005

딱정벌레목

7 Copris tripartitus 애기뿔소똥구리-1 횡성군 갑천면 상대리 방목지, 2006/5/26, 이현석등

8 Copris tripartitus 애기뿔소똥구리-2 횡성군 갑천면 상대리 방목지, 2006/5/26, 이현석등

9 Copris ochus 뿔소똥구리 횡성군 갑천면 상대리 방목지, 2006/5/26, 이현석등

10 Crioceris duodecimpunctata 아스파라거스잎벌레 NC_003372

11 Tribolium castaneum 밀가루벌레 NC_003081

노린재목(이시아목)

12 Lethocerus deyrollei 물장군-1 교동도 면민회관테니스장, 2006/6/9, 배연재

13 Lethocerus deyrollei 물장군-2 교동도 면민회관테니스장, 2006/6/10, 배연재

14 Ranatra chinensis 게아재비 연세매지캠퍼스, 2006/8/3, 변혜우, 석상욱

15 Laccotrephes japonensis 장구애비 귀래, 2006/8/26, 이현석등

노린재목(동시아목)

16 Philaenus spumarius 거품벌레의 일종 NC_005944

17 Triatoma dimidiate 가루이의 일종 NC_002609

18 Aleurodicus dugesii 가루이의 일종 NC_005939

19 Homalodisca coagulate 매미충의 일종 NC_006899

파리목

20 Itosigo bellus Ito 이토과실파리 강원도 인제군 점봉산, 1996/8/18, 한호연, 변혜우

21 Acanthonevra pteropleuralis 줄과실파리 ?

22 Drosophila yakuba 초파리의 일종 NC_001322

좀목

23 Tricholepidion gertschi 좀의 일종 NC_005437
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2.2. 곤충류 유전자분석 마커 선정

분석대상종들이 근연관계가 먼 잠자리목, 노린재목, 딱정벌레목으로 흩어져 있었으므로,

적합한 프라이머를 고안하기기 위해서는 추가적으로 다양한 곤충의 비교가 필요하였다. 따라서

현재 미토콘드리아 genome 전체가 알려진 파리목, 딱정벌레목, 잠자리목, 노린재목 곤충 9종의

염기서열을 정렬하여 PCR 프라이머들을 고안하였다 (표 IV-2). 또한 염기서열 각 부분의 변이

를 개략적으로 파악하기 위하여 그림 2와 같은 변이표를 작성하여 사용하였다. 여기에 문헌을

통하여 확인된 프라이머 부분들을 확인하여 검증을 실시하기도 하였다.

표 IV-2. 프라이머 고안을 위해 곤충 9종의 전체 미토콘드리아 염기서열을 정렬한 결

과의 일부분. Genbank에서 추출한 분석종: Drosophila yakuba, Philaenus spumarius, 

Tricholepidion gertschi, Aleurodicus dugesii, Homalodisca coagulate, Crioceris 

duodecimpunctata, Tribolium castaneum, Orthetrum triangulare, Tricholepidion 

gertschi.
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그림 IV-2. 곤충류 9종의 미토콘드리아 염기서열 을 비교하여 차이를 나타내는 염기

의 숫자를 50 염기 단위로 표시한 그래프. X축: 5' 말단부터의 염기서열 일련번호; Y

축: 변이가 있는 염기의 숫자. 각 유전자 부분을 표시하였으며 AT rich region은 제외하

였다.
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2.3. 핵산추출, PCR 및 염기서열 분석

핵산추출방법은 한 개체의 곤충을 재료로 실험할 수 있도록 한 표준실험법(Sheppard et

al. 1992)을 변형시킨 방식을 사용하고 있다(Han & McPheron 1997). 이 방식에서는 55℃에서

proteinase-K 등을 사용하여 30분∼48시간 동안 재료를 덥히는 등 몇 가지 방법을 개선하여

핵산 추출양이 최대로 될 수 있도록 하였다. 추가로 최근에 시판되고 있는 핵산추출 키트(예,

Qiagen DNeasy kit)들도 추출양이나 질로 볼 때 손색이 없으므로 편리하게 사용하고 있다. 냉

동표본의 경우 한쪽 다리만 절단하여 사용하더라도 충분한 핵산을 추출할 수 있으며 나머지는

증빙표본(voucher specimen)으로 보관하고 있다. 전개체를 핵산추출에 사용하는 건조 또는 알

코올표본의 경우에도 날개를 절단하여 증빙표본으로 보관하였다. 이미 추출된 핵산으로부터 해

당 부분을 PCR 방식으로 증폭한 뒤 직접 정제하거나, 다수의 밴드가 보일시에는 아가로즈젤

전기영동(agarose gel electrophoresis)으로 분리시킨다. 이렇게 분리된 DNA 는 Gene Clean

kit 등으로 정제한 후 Invitrogen에서 공급하는 TA Cloning kit로 Cloning 하여 DNA

sequencing을 위한 주형을 만든다. Sequencing은 분자생물학 관련 실험대행업체인 Bionics사에

맡겨 수행하고 있다.

2.4. 염기서열 정열 및 계통분석

일단 각 종별 염기서열이 확인되면 이들은 CLUSTAL X 소프트웨어(version 1.81, 2000;

Thompson et al. 1997)를 사용하여 정열(aligning)하였으며 이는 다시 BioEdit 소프트웨어(ver.

7.01, 2004, Hall 1999)로 정리 및 수정하였다. Ribosomal RNA 또는 tRNA 유전자의 경우는 염

기서열 정렬은 염기의 결손이나 추가가 상대적으로 많았으나, 단백질 코딩부분들은 염기의 결

손과 추가가 거의 없으므로 정렬에는 문제가 없다. 계통적인 분석을 위해서는 PAUP* (ver.

4.0b, Swofford 2001)과 MEGA (ver. 3.0, Kumar et al. 2004) 소프트웨어를 주로 사용하였다.

획득된 자료행렬에 기초하여 Neighbour-Joining 방식으로 계통수를 작성한 후 각 종 또

는 상위분류군들이 예측대로 묶여지는지, 또는 종내 개체들 간의 변이는 어느 정도인지 확인하

면서 각 마커들의 유용성을 분석하였다.
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3. 결과 및 고찰

3.1. 곤충류의 유전자분석용 마커 개발

그림 IV-2에서와 같이 Genbank에서 획득한 9종 곤충의 미토콘드리아 genome 염기서열을

정렬한 결과에 입각하여 9개 유전자 14개부분의 프라이머를 우선적으로 고안하여 검증실험을 실

시하였다. 이들 중에서 PCR 증폭이 확인된 8개 마커를 선정하여 실험에 임하였다 (표 IV-3). 각

프라이머 쌍으로 증폭된 염기쌍의 숫자와, annealing temperature는 표 IV-4에 표시하였다.

표 IV-3. 8개 유전자 마커를 PCR증폭하는데 사용된 프라이머 목록

Gene PRIMER 명 단축명 SQUENCE

Cox1
C1-J-1718 JC1Fa GGAGGATTTGGAAATTGATTAGTTCC

C1-N-2191 NC1Na CCCGGTAAAATTAAAATATAAACTTC

Cox2
TL2-J-3043 JCO2AA TGGCAGATTAGTGCAATGGATTTAA

TK-N-3768 NCO2B ACTTGCTTTCAGTCATCTAATG

Cox3
C3-J-5014 JCO3A TTATTTATTGCATCAGAAGT

C3-N-5460 NCO3B TCAACAAAATGTCAGTATCA

ND4
N4-J-9235 JN4A TCAAAAAATAAATAAAATATAAATAA

TT-N-9859 NN4B TTACAAGACCAATGTTTTTATTAAACTA

CB
CB-J-10933 JCB1 TATGTTTTACCTTGAGGACAAATATC

CB-N-11367 NCB2 ATTACACCTCCTAATTTATTAGGAAT

ND1
N1-J-12074 JND1Y TCTGATTCACCTTCAGCAAAATC

LR-N-12866 NND1Z ACATGATCTGAGTTCAAACCGG

16S
LR-J-12883 R16R CACCGGTTTGAACTCAGATC

LR-N-13398 F16F CGCCTGTTTAACAAAAACAT

12S
SR-J-14233 J12bi AAGAGCGACGGGCGATGTGT

SR-N-14588 N12ai AAACTAGGATTAGATACCCTATTAT

표 IV-4. 8개 유전자 마커를 증폭하는데 사용된 프라이머 쌍 및 증폭된 길이 

(Drosophila yakuba 기준), annealing 온도.

Gene PRIMER 쌍 길이(bp) Annealing

COI C1-J-1718 / C1-N-2191 524 60°C

COII TL2-J-3043 / TK-N-3768 771 55°C

COIII C3-J-5014 / C3-N-5460 485 45°C

ND4 N4-J-9235 / TT-N-9859 677 60°C

CytB CB-J-10933 / CB-N-11367 485 50°C

ND1 N1-J-12074 / LR-N-12866 792 55°C

16S LR-J-12883 / LR-N-13398 554 50°C

12S SR-J-14233 / SR-N-14588 399 55°C
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개발된 마커 중에서 실험대상 분류군 전부에서 사용가능했던 마커는 다음 5개였다: COI,

COII, ND1, 16S, 12S. 그러나 CytB의 경우 물장군에서는 증폭이 되지 않았으며, COIII와 ND4

의 경우에는 잠자리목에서만 사용할 수 있었다. 3개 목에서 동시에 사용할 수 있는 마커를 찾

다보니 그 특이성이 다소 떨어지는 것은 당연한 일이나, 앞으로 보다 좁은 범위의 분류군을 다

룰 경우 좀 더 특이성이 높고, 긴 부분을 증폭하여 사용할 수 있는 추가적인 마커의 개발이 가

능하다. 다음에는 각 마커별 결과를 표시하였다.

3.1.1. 곤충의 12S 마커

12S 마커의 경우에 누락된 분류군이 없이 약 400bp 정도를 증폭할 수 있었다. 과거에도

다양한 분류군에서 많이 사용되어 검증된 부분이라 아가로즈젤 상에서 매우 깨끗하게 분리되

었다 (그림 IV-3). 이들을 분석하여 Clustal X로 정렬한 결과 gap을 포함하여 417bp의 자료행

렬을 만들 수 있었으며 그림 IV-4와 같은 계통도를 산출할 수 있었다. 이 계통도는 이번 연구

과제의 대상 멸종위기종들을 명확히 동정할 수 있도록 구분해 주었으며 이들을 포함하는 잠자

리목, 딱정벌레목, 이시아목 또한 명확히 구분해 주었으므로, 종 이상에서 목 수준까지의 계통

적 위치를 검증하는데 유용한 유전적 마커로 사료된다. 종 이하의 데이터를 보면 꼬마잠자리 3

개체에서는 3개 base에서, 애기뿔소똥구리 2개체에서 5개 base, 그리고 물장군 2개체에서는 3

개 base의 차이를 확인할 수 있었다. 따라서 개체군 수준의 연구에서도 상당히 유용한 마커로

서 활용할 수 있을 것으로 사료된다.

그림 IV-3. 12S 마커의 PCR 증폭결과를 아가로즈젤 상에서 분리한 사진.
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그림 IV-4. 12S 염기서열에 입각한 neighbour-joining 계통수. 가지에 표기한 숫자는 

bootstrap values.

3.1.2. 곤충의 16S 마커

16S 마커 역시 누락된 분류군이 없이 약 550bp 정도를 증폭할 수 있었으며. 과거에도 다

양한 분류군에서 많이 사용되어 검증된 부분이라 아가로즈젤 상에서 매우 깨끗하게 분리되었

다(그림 IV-5). 이들을 분석하여 Clustal X로 정렬한 결과 gap을 포함하여 579bp의 자료행렬

을 만들 수 있었으며 그림 IV-6과 같은 계통도를 산출할 수 있었다. 이 계통도는 이번 연구과

제의 대상 멸종위기종들을 명확히 동정할 수 있도록 구분해 주었으며 이들을 포함하는 잠자리

목, 딱정벌레목, 이시아목 또한 명확히 구분해 주었으므로, 종 이상에서 목 수준까지의 계통적

위치를 검증하는데 유용한 유전적 마커로 사료된다. 종 이하의 데이터를 보면 꼬마잠자리 3개

체에서 4개 base, 애기뿔소똥구리 2개체에서 3개 base의 차이를 확인할 수 있었으나, 물장군 2

개체에서는 완전히 동일한 염기서열을 확인하였다. 따라서 개체군 수준에서는 12S 보다는 다

소 보전적인 것으로 사료된다. 그러나 꼬마잠자리의 경우에는 4개의 변이가 확인되었으므로,

12S와 함께 사용하여 개체군연구와 종 이상의 계통적 연구를 동시에 수행한다면 좋은 결과를

낳을 수 있을 것으로 사료된다.
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그림 IV-5. 16S 마커의 PCR 증폭결과를 아가로즈젤 상에서 분리한 사진.

그림 IV-6. 16S 염기서열에 입각한 neighbour-joining 계통수. 가지에 표기한 숫자는 

bootstrap values. 

IP : 14.49.138.138, 2017-11-03 17:04:38



3.1.3. 곤충의 COI 마커

COI 마커는 524bp 정도를 증폭할 수 있었으며, 과거에도 다양한 분류군에서 많이 사용되

어 검증된 부분이라 아가로즈젤 상에서 매우 대부분 깨끗하게 분리되었다 (그림 IV-7). 그러나

특이하게도 물장군 중 1개체는 PCR 결과가 희미하게 나타났으며, 몇 번의 반복실험에도 계속

비슷한 결과가 나온 것을 볼 때 프라이머 부분에 변이가 있는 것으로 생각되었다. 따라서 앞으

로 물장군의 실험을 위해서는 좀 더 특이적인 프라이머를 고안해야 할 것으로 생각된다. 또한

애기뿔소똥구리의 1종에서는 pseudogene으로 추정되는 염기서열이 나와 이를 분석에서 제거하

였다. 나머지 염기서열들을 Clustal X로 정렬한 결과 gap을 포함하여 527bp의 자료행렬을 만

들 수 있었으며, 그림 IV-8과 같은 계통도를 산출할 수 있었다. 이 계통도는 목 수준에서는

잠자리목과 파리목을 묶어주었으나, 딱정벌레목과 이시아목에 속하는 종들을 묶지는 못하였다.

또한 계통수 기부에 비해 말단가지의 길이(branch length)가 긴 것으로 보아, 12S나 16S에 비

해 훨씬 빠른 속도로 진화한 것으로 사료된다. 그러나 종 이하의 데이터를 보면 꼬마잠자리 3

개체에서 4 base부분의 차이가 확인되었으나, 애기뿔소똥구리와 물장군은 1개체씩만이 분석되

었으므로 변이의 정도는 파악할 수 없었다. 따라서 COI의 경우에는 개체군연구 및 근연종간의

분석에 사용될 수 있는 유용한 마커로 사료된다. 현재 COI 부분은 DNA 바코드 부분으로서

주로 종의 식별에 전세계적으로 많이 사용되고 있다.

그림 IV-7. COI 마커의 PCR 증폭결과를 아가로즈젤 상에서 분리한 사진.
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그림 IV-8. COI 염기서열에 입각한 neighbour-joining 계통수. 가지에 표기한 숫자는 

bootstrap values.

3.1.4. 곤충의 COII 마커

COII 마커는 약 771bp 정도를 증폭할 수 있었으며. 과거에도 다양한 분류군에서 많이 사

용되어 검증된 부분이라 아가로즈젤 상에서 매우 깨끗하게 분리되었다 (그림 IV-9). 그러나 뿔

소똥구리의 경우 염기서열분석에서 pseudogene으로 추정되는 결과가 나와, 이를 제외한 나머

지를 분석하였다. 이들 염기서열에서 정렬이 용이하지 않은 앞뒤 쪽 t-RNA 부분을 제외하고,

669bp의 자료행렬을 만들 수 있었으며 그림 IV-10과 같은 계통도를 산출할 수 있었다. 이 계

통도는 이번 연구과제의 대상 멸종 위기종들을 명확히 동정할 수 있도록 구분해 주었으며 이

들을 포함하는 잠자리목, 딱정벌레목, 이시아목 또한 명확히 구분해 주었으므로, 종 이상에서

목 수준까지의 계통적 위치를 검증하는데 유용한 유전적 마커로 사료된다. 종 이하의 데이터를

보면 꼬마잠자리 3개체에서 3개 base에서, 애기뿔소똥구리 2개체에서 4개 base, 그리고 물장군

2개체에서는 4부분의 차이를 확인할 수 있었다. 따라서 개체군 수준의 연구에서도 상당히 유용

한 마커로서 활용할 수 있을 것으로 사료된다.

IP : 14.49.138.138, 2017-11-03 17:04:38



그림 IV-9. COII 마커의 PCR 증폭결과를 아가로즈젤 상에서 분리한 사진.

그림 IV-10. COII 염기서열에 입각한 neighbour-joining 계통수. 가지에 표기한 숫자는 

bootstrap values.
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3.1.5. 곤충의 COIII 마커

COIII 마커의 경우 전체적으로 증폭결과가 불규칙하게 나왔으며, 멸종위기종 중에서는

꼬마잠자리만이 명확한 단일 밴드가 확인되었다 (그림 IV-11). 아마도 다양한 목을 포괄하는

universal primer를 디자인하기에는 해당부분 염기의 변이가 너무 심했던 것으로 생각된다. 잠

자리목의 경우 먹줄왕잠자리와 된장잠자리는 다수의 밴드가 나왔지만, gel purification을 통하

여 염기서열 분석의 주형을 확보하여 실험을 실시하였다. 따라서 잠자리목과 Genbank에서 획

득한 염기서열만을 통합분석하였다. 그러나 애기뿔소똥구리와 물장군의 경우에도 후일 목특이

적(order-specific) 프라이머를 획득하여 독자적인 분석은 가능할 것으로 사료된다.

약 485bp 정도를 증폭하여 자료행렬을 만들 수 있었으며 그림 IV-12와 같은 계통도를

산출할 수 있었다. 이 계통도는 멸종위기종인 꼬마잠자리를 명확히 동정할 수 있도록 구분해

주었으나, 그 외의 종들의 계통적 위치를 확인하는 것은 다른 종의 염기서열의 부족으로 인해

가능하지 않았다. 종 이하의 데이터를 보면 꼬마잠자리 3개체에서 염기서열이 모두 동일한 것

으로 보아 개체군단위의 분석에는 적절하지 못한 것으로 사료된다.

그림 IV-11. COIII 마커의 PCR 증폭결과를 아가로즈젤 상에서 분리한 사진.
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그림 IV-12. COIII 염기서열에 입각한 neighbour-joining 계통수. 가지에 표기한 숫자는 

bootstrap values.

3.1.6. 곤충의 ND1 마커(ND1 일부 + tRNA-Leu +16S 일부)

ND1 마커는 실제로는 ND1의 끝부분과 t-RNA-Leu, 그리고 16S rRNA 앞부분을 약간

포함하는 염기서열로서 각 종별로 790bp 내외를 깨끗하게 증폭할 수 있었다 (그림 IV-13). 그

러나 애기뿔소똥구리와 뿔소똥구리의 경우 증폭결과에서 다중밴드가 나타나 클로닝을 통해서

도 애기뿔소똥구리 1개체의 염기서열을 획득하는데 그쳤다. Clustal X를 이용하여 851bp의 자

료행렬을 만들어 그림 IV-14와 같은 계통도를 산출할 수 있었다. 이 계통도는 이번 연구과제

의 대상 멸종위기종들을 명확히 동정할 수 있도록 구분해 주었으며 이들을 포함하는 잠자리목,

딱정벌레목, 이시아목 또한 명확히 구분해 주었으므로, 종 이상에서 목 수준까지의 계통적 위

치를 검증하는데 유용한 유전적 마커로 사료된다. 종 이하의 데이터를 보면 꼬마잠자리 3개체

에서 10개 base에서 그리고 물장군 2개체에서는 2부분의 차이를 확인할 수 있었다. 따라서 개

체군 수준의 에서도 상당히 유용한 마커로서 활용할 수 있을 것으로 사료된다.
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그림 IV-13. ND1 마커의 PCR 증폭결과를 아가로즈젤 상에서 분리한 사진.

그림 IV-14. ND1등의 염기서열에 입각한 neighbour-joining 계통수. 가지에 표기한 숫

자는 bootstrap values.
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3.1.7. 곤충의 ND4+ND4L 마커

ND4+ND4L 마커의 경우 전체적으로 증폭결과가 불규칙하게 나왔으며, 된장잠자리, 먹줄

왕잠자리, 줄과실파리, 이토과실파리에서만 명확한 단일 밴드가 확인되었다 (그림 IV-15). 아마

도 다양한 목을 포괄하는 universal primer를 디자인하기에는 해당부분 염기의 변이가 너무 심

했던 것으로 생각된다. 복수의 밴드가 나온 꼬마잠자리의 경우에 gel purification을 통하여 염

기서열 분석의 주형을 확보하여 실험을 실시하였다. 따라서 멸종위기종을 포함하는 잠자리목과

단일밴드가 나온 파리목 그리고 Genbank에서 추출한 염기서열만을 분석하였다. 그러나 애기뿔

소똥구리와 물장군의 경우에도 목특이적(order-specific) 프라이머를 획득하여 독자적인 분석은

가능할 것으로 사료된다.

약 670bp 정도를 증폭하여 Clustal X로 정렬한 후 692bp의 자료행렬을 만들 수 있었으며

그림 IV-16과 같은 계통도를 산출할 수 있었다. 이 계통도는 멸종위기종인 꼬마잠자리를 명확

히 동정할 수 있도록 구분해 주었으나, 그 외의 종들의 계통적 위치를 확인하는 것은 다른 종

의 염기서열의 부족으로 인해 가능하지 않았다. 종 이하의 데이터를 보면 꼬마잠자리 3개체에

서 단 2개의 base에서 차이를 나타내는 것으로 보아 개체군단위의 분석에는 유용하지 못한 것

으로 사료된다.

그림 IV-15. ND4+ND4L 마커의 PCR 증폭결과를 아가로즈젤 상에서 분리한 사진.

IP : 14.49.138.138, 2017-11-03 17:04:38



그림 IV-16. ND4+ND4L 염기서열에 입각한 neighbour-joining 계통수. 가지에 표기한 

숫자는 bootstrap values.

3.1.8. 곤충의 CytB 마커

CytB 마커는 485bp 정도를 증폭할 수 있었으며, 과거에도 다양한 분류군에서 많이 사용

되어 검증된 부분이라 아가로즈젤 상에서 대부분 깨끗하게 분리되었다 (그림 IV-17). 그러나

특이하게도 물장군 2개체의 경우에는 전혀 증폭이 되지 않았으므로 아마도 프라이머 부분에

변이가 있는 것으로 생각되었다. 따라서 앞으로 물장군의 실험을 위해서는 좀 더 특이적인 프

라이머를 고안해야 할 것으로 생각된다. 나머지 염기서열들에 기초하여 자료행렬을 만들어 그

림 IV-18과 같은 계통도를 산출할 수 있었다. 이 계통도는 목 수준에서는 잠자리목과 파리목

을 각각 묶어주었으나, 딱정벌레목과 이시아목에 속하는 종들을 묶지는 못하였다. 또한 계통수

기부에 비해 말단가지의 길이(branch length)가 긴 것으로 보아, 12S나 16S에 비해 훨씬 빠른

속도로 진화한 것으로 사료된다. 그러나 종 이하의 데이터를 보면 꼬마잠자리 3개체에서 4bp

의 차이가 확인되었으며, 애기뿔소똥구리 2개체에서는 2부분의 차이를 발견하였다. 따라서

CytB의 경우에는 개체군연구 및 근연종간의 분석에 사용될 수 있는 유용한 마커로 사료된다.
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그림 IV-17. CytB 마커의 PCR 증폭결과를 아가로즈젤 상에서 분리한 사진.

그림 IV-18. CytB 염기서열에 입각한 neighbour-joining 계통수. 가지에 표기한 숫자는 

bootstrap values.
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4. 결론 및 종합

이번 연구과제를 통하여 멸종위기종인 꼬마잠자리, 애기뿔소똥구리, 물장군의 미토콘드리

아 염기서열을 분석하여 앞으로의 계통연구 및 개체군 수준의 분석을 위한 유전자 마커를 개

발하여 검증하고자 하였고 그 결과를 다음과 같이 요약할 수 있다.

▪ 3종의 멸종위기종(꼬마잠자리, 애기뿔소똥구리, 물장군)을 분석할 수 있는 마커를 확인하기

위해 대상종과 근연분류군의 염기서열들을 비교분석하였다. 즉 꼬마잠자리 3개체와 잠자리

목 3종, 애기뿔소똥구리 2개체와 딱정벌레목 4종, 그리고 물장군 2개체는 노린재목 2종과

비교하였다. 추가적으로 7종의 유시류 곤충도 포함시켜 종합적으로 분석하였다. 전체적으로

19종 23개체를 다루었으며 이 중 10종 14개체는 직접 염기서열을 획득하였고, 9종은

Genbank에서 획득하였다.

▪ 이미 알려진 다양한 곤충의 미토콘드리아 genome 염기서열을 분석하여 9개 유전자에 관

련된 14개 마커 후보 부분의 PCR 검증을 실시하여 다음 8개의 마커를 개발하였다.

- 잠자리목, 노린재목, 딱정벌레목에서 사용할 수 있는 5개의 마커

: 12S, 16S, COI, COII, ND1

- 잠자리목 특이적 2개 마커

: COIII, ND4

- 잠자리목/딱정벌레목 특이적 1개 마커

: CytB

▪ 또한 이들의 염기서열에 입각하여 계통적인 분석을 실시하여 각 마커별로 개체군 수준 또

는 그 이상의 분류계급에서 유용하게 활용할 수 있는지 검증하였다. 특히 12S와 16S의 경

우 종내의 개체군과 종이상의 계통분석에 동시에 사용될 수 있는 유용한 마커들인 것으로

확인되었으며. COI, COII, ND1, CytB의 경우에도 12S나 16S에 비해 상위분류군을 구분하

는 해상력은 떨어지나 개체군 수준에서는 손색없이 사용할 수 있는 마커로 판단이 되었다.

COIII와 ND4는 그 증폭결과가 불량하여 그 유용성을 검증하는데 한계가 있었으나 앞으로

목 또는 과 이하의 분류군 분석을 위한 특이적인 프라이머를 개발하여 유용하게 사용할 수

있는 충분한 소지가 있는 것으로 사료된다.

▪ 결국 이번 과제를 통하여 대상 멸종위기종들의 분류학적 위치를 검증하고, 종보전을 위해

필수적인 개체군분석연구에 기반이 될 수 있는 중요한 자료들이 축적되었다.
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Ⅴ. 멸종위기 척추동물종의 유전자 분석

- 13종의 미토콘드리아 유전체 분석 -

1. 서론

멸종위기에 있는 동물을 복원하거나 개체수가 급격히 감소하는 동물을 관리하는 일은 생

태학적 연구 뿐 아니라 발생학, 유전학, 계통학 등의 다양한 학문적 접근이 필요하다. 특히 국

내 야생동물의 고유한 유전적 특성을 인지하여 정확한 종의 분류학적, 계통학적 위치를 확립하

는 일은 종 보전과 복원의 기본이며, 필수이다.

환경보호와 생물자원의 중요성이 부각되고 보호를 위한 부단한 노력이 계속되고 있으나,

좁은 국토에서 한정된 자원으로 경제계획과 국토의 개발 계획이 이루어지기 때문에 야생동물

의 서식지가 더 협소해지고 그 수가 더 감소할 위험이 언제나 존재한다. 또한 세계가 하나가

된 시점에서 외부에서 영입된 동물들로 인한 생태계 파괴가 사회적 문제로 떠오르고 외국에서

유입된 동물이 우리나라 환경에 적응하여 토속화 되어 가고 있으므로 우리나라의 고유한 종들

이 위협을 받고 있다. 그러므로 현재 존재하는 우리나라 야생동물의 고유한 유전자 자원의 확

보가 무엇보다 시급하다.

여러 유전자 중에서도 다양한 생물군에서 계통분류를 목적으로 또는 생태계 모니터링을

위한 마커로서 사용되고 있는 미토콘드리아 유전체는 매우 중요하고 의미 있는 유전적 자원

중 하나이다(Hwang and Kim 1999, Hwang et al., 2001).

모든 척추동물의 미토콘드리아 유전체는 2개의 rRNA(12S rRNA, 16S rRNA), 22개의

tRNA, 13개의 단백질 암호 유전자(COⅠ, COⅡ, COⅢ, ND1, ND2, ND3, ND4, ND4L, ND5,

ND6, ATP6, ATP8, CytB), 1개 내지는 2개의 noncoding region을 포함하고 있다 (그림 V-1).

유전체는 매우 효율적인 방법으로 배열되어 있으며, 인트론이 없고, intergenic spacers가 10bp

이하로 짧다. 또한 어떤 두 유전자간 reading frame의 중첩(overlap) 현상이 있고, stop codon

의 size가 1-2 base (T 또는 TA)로 감소된 현상을 나타내기도 한다.

미토콘드리아 유전체를 이용하여 척추동물간의 계통관계와 진화를 밝히려는 노력이 부단

히 이루어지고 있는데, 이는 미토콘드리아 유전체의 크기가 작고, 추출이 쉽다는 이유 외에 몇

가지의 장점을 가지고 있기 때문이다. 첫째, 미토콘드리아는 모계유전이고 (Lansman et al.,

1983), 두 번째는 다른 미토콘드리아와 recombination한다는 증거가 없다 (Clayton, 1982,
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Hayashi et al., 1985). 그 의미는 척추동물의 미토콘드리아가 동종간의 recombination 없이 모

계를 통해 전해지므로 핵 유전자에 비해 미토콘드리아 분자의 진화 역사가 좀 더 간단하다는

뜻이다. Kondo et al. (1990)은 Drosophila 에서 미토콘드리아가 부모에게서 유전되는 경우를

보여주었으나, 이것이 종내에서의 교차를 의미하지는 않는다. 세 번째로 미토콘드리아는 repair

system의 결여에 의해 핵 유전자에 비례해서 빠르게 진화하고 있다 (Brown et al., 1979).

그림 V-1. 일반적인 척추동물의 미토콘드리아 유전체 지도. 13개의 단백질 암호화 유전

자, 22개의 tRNA 유전자, 2개의 rRNA 유전자, 1개의 조절부위 등을 보여주고 있다.

미토콘드리아 유전체는 핵 유전체와는 독립적으로 복제, 전사, 번역이 일어나며, 미토콘

드리아의 생존에 필요한 필수적인 몇몇 유전자만이 남아 있고, 수 많은 유전자들이 핵 내로

전이되었을 것이라 추정되고 있다. 미토콘드리아 유전체는 미토콘드리아의 존재를 설명해 줄

수 있는 열쇠이며, 이를 기초로 하여 미토콘드리아의 기능에 관한 생화학적인 경로를 규명할

수 있도록 해준다. 뿐만 아니라 미토콘드리아 유전체로부터 얻을 수 있는 유용한 자료들로부

터 동물의 계통학적인 유연관계와 종의 진화 역사를 추론하거나, 생태계 모니터링과 관련하여

분자 마커의 개발을 위한 훌륭한 후보군 중 하나여서 미토콘드리아 유전체에 대한 연구의 관

심이 그 어느 때보다도 증폭되어져 있다. 이러한 이유로 최근 2∼3년 사이에 미토콘드리아 유

전체 정보의 양이 폭발적으로 증가하고 있다.

미토콘드리아 유전체 염기서열을 밝힌 후 다양한 분석 방법을 통하면 기존의 형태 형질

이나 핵 유전체로부터 추론한 계통분석들에서 해결하지 못했던 심각한 계통분류학적 문제들을

신속히 해결할 수 있을 뿐만 아니라 환경오염지표 등을 포함한 생태계 모니터링의 체계적인
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시스템 구축에도 매우 유용할 것이다. 또한 미토콘드리아 유전체의 빠른 염기 치환속도는 생

물 종간을 감별하거나 심지어 집단 간 혹은 개체 간을 식별하는 마커를 개발하는데 많은 도움

을 줄 것이다.

미토콘드리아 유전체의 이러한 광범위한 유용성에도 불구하고, 보호야생동물에서의 미토

콘드리아 유전체의 연구는 매우 미진한 실정이다. 멸종위기종으로 선정된 제 총 9종의 포유류,

4종의 조류, 2종의 양서 ․ 파충류, 6종의 어류 가운데 우리나라에 서식하는 종의 미토콘드리

아 유전체 연구는 단 1종도 되어 있지 않았으며, 외국에 서식하는 종 역시 조류인 황새

Ciconia boyciana 단 1종의 미토콘드리아 정보가 알려져 있을 뿐이었다(표 1). 멸종위기종과

같은 과(Family)의 범위 내에서 근연종의 미토콘드리아 유전체 연구 실정을 조사해 본 결과

포유류 3과에서 7종, 양서류 2과에서 2종, 조류 2과에서 3종, 어류 3과에서 12종에서 미토콘드

리아 유전체의 염기서열이 밝혀졌을 뿐이어서 전 세계적으로 미토콘드리아 유전체의 연구가

매우 미진한 상태임을 알 수 있다 (표 V-1).

본 연구에서는 멸종위기종으로 선정된 총 28종의 동물 종 가운데 곤충을 제외하고, 포유

류 5종(반달가슴곰, 호랑이, 수달, 산양, 사향노루), 조류 3종(황새, 수리부엉이, 올빼미), 파충류

2종(남생이, 구렁이), 어류 3종(감돌고기, 얼룩새코미꾸리, 꼬치동자개), 총 13종의 척추동물에

서 전체 미토콘드리아 유전체 염기서열을 결정하고, 그 특성을 규명하고자 하였다.
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표 V-1. 멸종위기종의 미토콘드리아 유전체 연구 현황

분 류 종 명
미토콘드리아

유전체 연구

근연종의 미토콘드리아

유전체 연구 현황

GenBank

No.

포유류

식육목

개과
Vulpes vulpes peculiosa

(여우)
- - -

족제비과 Lutra lutra (수달) - - -

고양이과 Panthera tigris (호랑이) -
Acinonyx jubatus (왕치타)

(Burger et al. 2004)
NC_005212

Felis pardus (표범) -
Felis catus (고양이)

(Lopez et al. 1996)
NC_001700

Eurasian lynx

(스라소니)
- - -

곰과
Ursus thibetanus ussuricus

(반달가슴곰)
-

Ursus maritimus (북극곰)

(Delisle and Strobeck 2002)
NC_003428

Ursus arctos (알래스카불곰)

(Delisle and Strobeck 2002)
NC_003427

Ursus americanus

(아메리카큰곰)

(Delisle and Strobeck 2002)

NC_003426

소목

소과
Naemorhedus caudatus

(산양)
-

Capra hircus (염소)

(Feligini and Parma 2003)
NC_005044

Ovis aries (면양)

(Hiendleder et al. 1998)
NC_001941

사슴과
Cervus nippon mantchuricus

(대륙사슴)
- - -

Moschus moschiferus

parvipes (사향노루)
- - -

양서․파충류

거북목

남생이과
Geoclemys(Chinemys)

reevesii (남생이)
-

Chinemys reevesi (리브스 거북)

(unpublished)
NC_006082

뱀과 Elaphe schrenckii (구렁이) -
Dinodon semicarinatus

(Colubrid 뱀)
Kumazawa(1998)

NC_001945
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표 V-1. (계속)

분 류 종 명
미토콘드리아

유전체 연구

근연종의 미토콘드리아

유전체 연구 현황

GenBank

No.

조류

올빼미목

올빼미과 Strix aluco (올빼미) -
N inox novaeseelandiae

(Morepork 올빼미)
(Harrison 2004)

NC_005932

Bubo bubo (Linnaeus)

(수리부엉이)
- - -

황새목

황새과 Ciconia boyciana (황새) ○
Ciconia boyciana (황새)

(unpublished)
NC_002196

딱따구리목
Ciconia ciconia (유럽황새)

(unpublished)
NC_002197

딱따구리과 Dryocopus javensis (크낙새) - - -

어류

잉어목

잉어과
Acheilognathus somjinensis

(임실납자루)
-

Danio rerio (지브라피쉬)

(Broughton 2001)
NC_002333

Pseudopungtungia nigra

(감돌고기)
-

Coreoleuciscus splendidus
(쉬리)

(unpublished)
NC_007783

Hemibarbus longirostris
(참마자)

(unpublished)
NC_007784

Hemibarbus labeo (누치)

(unpublished)
NC_007785

Hemibarbus mylodon
(어름치)

(unpublished)
NC_007786

Cyprinus carpio (잉어)

(Chang et al. 1994)
NC_001606

Carassius auratus (금붕어)

(unpublished)
NC_006580

Carassius carassius (붕어)

(unpublished)
NC_006291

Sarcocheilichthys
variegatus (참중고기)

(Saitoh et al. 2003)
NC_004694
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표 V-1. (계속)

분   류 종   명
미토콘드리아 

유전체 연구

근연종의 미토콘드리아 

유전체 연구 현황

GenBank 

No.

어류

      미꾸라지과 Cobitis choii (미호종개) -

Cobitis sinensis 

(기름종개)

(unpublished)

NC_007229

Koreocobitis 

naktongensis 

(얼룩새코미꾸리)

-
Cobitis striata (줄종개)

(Saitoh et al. 2003)
NC_004695

   메기목

      퉁가리과
Liobagrus obesus 

(퉁사리)
- - -

      동자개과
Pseudobagrus 

brevicorpus (꼬치동자개)
-

Pseudobagrus torkiensis 
(백리드캣피쉬)

(Saitoh et al. 2003)
NC_004697
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2. 실험방법

2.1. 표본채집 및 동정

연구에 필요한 대상 종을 선정한 다음 서식처로부터 시료를 확보한다. 실험 재료로 사용될

표본들은 가급적 살아있는 상태로 실험실에 운반하거나, 아니면 100%에탄올에 넣어서 운반하

는 것이 좋다. 문헌을 참조하여 직접 동정하거나 전문가의 도움을 받아 동정한다. 실험에 필

요한 일부분을 추출한 다음 나머지 샘플은 생체로 냉동, 보관하는 것이 가장 좋은 방법이며

에탄올에 고정 시키거나 건조표본으로 만들어 보관할 수 있다. 포르말린에 보관하면 생물 표

본의 색깔을 포함한 형태형질의 보존을 위해서는 매우 좋으나, 시간이 지날수록 DNA가 파괴

되며 추출양이 줄어드는 단점이 있다.

2.2. Total genomic DNA추출

아래의 두 방법(Hom Buffer, DNeasy Tissue Kit)중에서 가능한 방법을 이용할 수 있다.

2.2.1. Hom Buffer 방법

▪ 채집한 동물로부터 조직을 25㎎정도 면도칼이나 실험용 칼을 이용하여 떼어 낸다.

▪ 막자사발에 조직을 넣어 액체질소를 부어가면서 간다.

▪ 잘게 간 조직에 500㎕의 Hom buffer를 넣고 섞은 다음, 25㎕의 10% SDS를 넣는다.

*Hom Buffer의 조성 : 160 mM Saccharose, 80mM EDTA, 100 mM Tris-Cl(pH8.0)

▪ 10㎕의 proteinase K(15mg/ml)와 l㎕의 RNase (100mg/ml)을 넣고 37℃에서 16hr동안

incubation 시킨다.

▪ incubation한 solution과 동일한 volume의 phenol을 넣고 5분간 흔들어준다.

▪ 3분간 3000rpm에서 원심분리를 한 다음, 상층액을 얻는다.

▪ (5)와 (6)의 과정을 한 번 더 반복한다.

▪ 얻은 상층액과 동일한 volume의 CHCl3을 넣고 1분간 3000rpm에서 원심분리 한다.

▪ 10% volume의 3M NaoAc (pH 6.0) 와 2배 volume의 100% pre-chilled EtOH를

넣고 섞어 준다.

▪ 20∼25℃에서 10분간 둔다.

▪ 10분간 3000rpm에서 원심분리 한 후 상층액을 버린 후 건조시킨다.

▪ TE buffer나 DW(증류수)를 100㎕ 넣어 dissolve시킨다
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▪ DNA 추출이 끝난 후 사용하고 남아있는 대상 동물은 채집지 및 서식처에 대한 간단한

기재와 함께 99% 에탄올에 고정시켜 보관한다.

2.2.2. DNeasy Tissue Kit(Qiagen Co., USA) 이용법

▪ 채집한 동물로부터 조직을 25㎎정도 면도칼이나 실험용 칼을 이용하여 떼어낸다.

▪ 막자사발에 조직을 넣어 액체질소를 부어가면서 간다.

▪ DNeasy Tissue Kit(Qiagen Co., USA)의 DNA 추출 protocol 과정을 통해 추출 한다.

▪ DNA 추출이 끝난 후 사용하고 남아있는 대상 동물은 채집지 및 서식처에 대한 간단한

기재와 함께 99% 에탄올에 고정시켜 보관한다.

2.3. 기초 염기서열 자료의 확보

(PCR 증폭 실험에 의한 미토콘드리아 유전자 좌위의 염기서열 확보)

후생동물의 미토콘드리아 DNA는 약 15∼16kb 정도의 circle DNA로서 보통 37개의 유전자

좌위가 ‘head-to-tail'의 형식으로 되어 있다. (Wolsteholme, 1992). 이들 각각의 유전자 배열방

식은 분류군에 따라 매우 보존적이기도 하지만 보통의 경우 문 (phylum) 준위의 분류군이 달

라지면 유전자 배열순서 (gene arrangement)를 예측하는 것은 매우 어렵다. 따라서, Long

range-PCR을 위한 anchoring할 수 있는 primer제작 부위의 염기서열을 결정하는 것이 무엇보

다도 중요하다. 요약하면 다음과 같다. 따라서, 미토콘드리아 DNA 중 비교적 보존적인 영역으

로서 알려진 16S rRNA 또는 CO1의 universal primer를 사용하여 우선적으로 PCR하였다.

2.3.1. Universal primer의 사용

미토콘드리아 유전체의 염기서열 분석에서 널리 이용되고 있는 미토콘드리아 DNA중 16S

rRNA와 CO1 유전자 좌위의 universal primer set (Simon et al., 1994; Folmer et al., 1994)을

이용하여 PCR 반응을 수행한다(표 V-2).

표 V-2. 16S rDNA와 CO1 영역을 증폭하는 universal primer 서열 

Primer name Primer Sequence

16SA 5'-CGC CTG TTT AHC AAA AAC AT-3'

16SB 5‘-CCG GTY TGA ACT ACR ATC A-3'

HCO2198 5'-TAA ACT TCA GGG TGA CCA AAA AAT GA-3'

LCO1490 5'-GGT CAA CAA ATC ATA AAG ATA TTG G-3'
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2.3.2. Specific primer design

실험하고자 하는 표본과 계통학적으로 연관성 있는 몇 개의 분류군에서 이미 알려져 있는

유전자 정보를 GenBank에서 얻어 alignment 한 후 종 특이적 primer를 제작한다(그림 V-2).

그림 V-2. 올빼미목의 Cytochrome b 유전자에서 specific primer CtyB-A와

          CytB-B의 제작 과정

2.3.3. PCR 반응을 위한 반응혼합물의 조성 및 조건

PCR 반응 혼합물의 조성과 반응 조건은 실험하고자 하는 분류군마다 서로 다른 조성과 조

건을 가지기 때문에 장기간의 실험을 통해 점차 보완해 나간다. 그림 V-3과 V-4는 PCR 반응

을 위한 혼합물 조성과 반응 조건의 예시이다.

그림 V-3. PCR 반응 혼합물의 조성의 예         그림 V-4. PCR 반응 조건의 예
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2.3.4. PCR기기 작동법

PTC-220 DNA Engine DyadTM Peltier Thermal Cycler (MJ Research Co., USA)

기기의 사용법은 다음과 같다 (그림 V-5).

　　　 

그림 V-5. PTC-220                    그림 V-6. PCR 원리

- Step 1 : primer, dNTP, 내열성 DNA polymerase를 mixture로 만들고, 목적으로 하는 두 가닥

DNA 단편을 denaturation 한다. (94℃, 30 sec)

- Step 2 : 열변성에 의해 생긴 한 가닥 주형 DNA에 primer를 annealing한다. (50℃, 30 sec)

- Step 3 : DNA polymerase에 의한 상보성 DNA를 합성한다. (72℃, 1 min) (그림 6)

▪ PCR 기계의 전원을 켠 다음, 다음과 같은 조건을 입력한다.

▪ Initial denaturation 94℃, 2분, 1회

▪ Denaturation 94℃, 30초

▪ Primer annealing 47℃, 30초

▪ Extension 72℃, 30분, ①부터 ④ 까지 총 30회 반복 하도록 입력한다.

▪ Final extension 72℃, 5분, 1회

▪ 위와 같이 입력을 완료하고 프로그램 실행을 준비한다.

2.3.5. PCR 반응혼합물 조성

▪ 250 ㎕의 tube에 다음과 같이 PCR 반응액을 총 50 ㎕를 만든다.

▪ 5 ㎕의 10X Reaction Buffer를 넣는다

[100 mM Tris-HCl, pH 8.3, 500 mM KCl, 15 mM MgCl2, 0.01% Gelatin]

▪ 농도가 10 mM인 dNTP를 1 ㎕를 넣는다.
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▪ 각각의 농도가 10mM인 프라이머를 각각 1 ㎕를 넣는다.

▪ Template로 사용할 genomic DNA 2 ㎕를 넣는다.

▪ 5units의 Taq DNA Polymerase 1㎕를 넣는다.

▪ 39 ㎕ 증류수 첨가하여 총 50 ㎕ 반응액을 제조한 다음 PCR 기계에 반응물이

들어있는 tube를 넣고 입력된 프로그램을 실행시킨다.

2.3.6. PCR반응이 일어나지 않을 때

▪ annealing 온도를 조절한다.

▪ DNA, priemr양을 늘려본다.

▪ PCR cycle수를 늘려본다.

▪ MgCI2를 넣어본다.

2.4. PCR 반응산물의 확인

PCR 반응 산물은 다음과 같은 절차에 따라 확인하였다.

▪ PCR 반응이 종료된 후 PCR 반응액 들어 있는 tube를 꺼내어 gel 확인 전까지 4℃에 냉장 보

관 한다.

▪ PCR 반응 산물을 확인하기 위하여 전기영동으로 확인하고자 하는 DNA 시료의 수와 양에 따라

1% agarose gel을 gel casting plate에 붓고 comb을 꽂아 15∼20분간 고형화 시킨다.

▪ Gel running tank에 10X TAE buffer를 gel이 잠기도록 넣은 다음, PCR 반응산물 50㎕ 중에

서 5㎕와 gel loading buffer(x6) 1㎕를 혼합한 다음 총6㎕를 취하여 loading 한다.

▪ gel에 DNA 시료를 loading 한 다음 Power supply의 전원을 키고 voltage와 current를 조절한

후 80 voltage로 40분간 전기영동한다 (그림 V-7).

▪ 전기영동이 완료되면 power supply의 전원을 완전히 끄고 gel을 조심스럽게 꺼낸 다음 EtBr이

들어 있는 tank에서 5분간 염색한 다음 증류수로 5분간 탈색 한 후 Ultraviolet ransilluminator

에 올려 놓고 DNA band를 확인한다 (그림 V-8).

▪ PCR band의 크기를 확인 한 후 사진을 촬영을 하여 결과물의 판독에 사용한다.
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그림 V-7. Agarose Gel documentation system 

  그림 V-8. PCR 결과

2.5. PCR product sequencing

▪ PCR에 의해 증폭된 DNA를 PCR purification kit를 이용하여 정제한다 (Oiagen Co., USA).

염기서열전문업체인 (예: 제노텍, 마크로젠 등)에 의뢰하여 direct sequencing 기법을 이용하여

염기서열을 결정한다.

▪ 결정된 염기서열을 NCBI (genebank)에서 blast search를 한 다음 Clustal X program을 사

용하여 염기서열을 정렬한다.
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2.6. Long range-PCR primer 제작

Long range-PCR primer의 제작은 다음과 같은 절차로 이루어졌다.

그림 V-9. 척추동물 미토콘드리아 유전체의 모식도 위에 표시된 16SA와 16SB는 

universal primer이며, 이 primer로 PCR 된 결과를 바탕으로 양 방향으로 long PCR 

primer를 제작하고 CtyB-A와 CytB-B는 조류에서 제작된 specific priemr로서 그 결과를 

바탕으로 양 방향으로 long PCR primer를 제작하여, long PCR하여 전체 미콘드리아 

유전체의 염기서열을 결정한다.

▪ Long range-PCR(대략 16kb> PCR 산물> 2kb) primer 고안

위의 방법들을 통해 결정된 16S rDNA 부분 염기서열을 기초로 개체 특이적 long PCR

primer을 제작 (Oligo 4.0 program 사용)

▪ Oligo 제작업체(예: 코스모진텍 등)에 Oligo 합성 주문
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2.7. Long PCR

▪ Long PCR (예상되는 PCR product의 크기가 약 16kb> PCR산물> 3kb일 때)

▪ Long PCR mixture 조성 및 반응 조건

(Expand Long Template PCR System Cat. No. 1681842)

Long PCR 은 반응 혼합물의 조성과 반응 조건에 민감하기 때문에 매우 중요하다. 그림

V-10과 V-11은 Long PCR 반응을 위한 혼합물 조성과 반응 조건의 예시이다.

그림 V-10. Long PCR 반응 조성의 예   그림 V-11. Long PCR 반응 조건의 예

2.8. PCR product cloning

2.8.1. Preparation of the vector and inserts (제한효소로 절단, Ligation)

Long PCR product의 크기가 15kb정도 되므로 이것을 한번에 넣어서 cloning하기에는 무리

가 있기 때문에 벡터인 pGEM-T-easy vector(Promega Co.,USA), PUC19 또는 pBluescript에

서 제한효소 자리가 존재하는 제한효소를 선택해서 PCR product를 cutting한 다음 벡터와

insert를 16시간동안 T-A ligation시킨다.
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2.8.2. Transformation by Inoue method

▪ competent cell을 꺼내어 손으로 녹인 후 10min, on ice

▪ 200㎕에 DNA 100ng까지 넣을 수 있다. volume은 10㎕를 넘지 않는다.

여러번 swirling (positive control : plasmid DNA, negative control : no DNA) 30min,

on ice.

▪ 42℃ heat shock, 90sec.(no shaking)

▪ Put in ice. 1-2min(충분히 식힌다.)

▪ 800㎕ LB를 넣고 37℃에서 45min 둔다. (효율을 높이기 위해 이 시간동안 225rpm이하로

shaking incubation도 가능)

▪ 원심분리 4000rpm 1min 후 상등액을 붓는다. 20mM MgSO4 와 antibiotics가 포함된 plate

에 약 100-200㎕ 정도를 도말 (그림 V-12)

▪ 12-16hr 37℃ 배양

그림 V-12. transformation 과정

2.8.3. Plasmid isolation in Escherichia coli

(ex, DH-5α)

▪ 3∼5ml ALB media에 키운 박테리아를 24℃, 13,000rpm에서 1분동안 원심분리하여 분리된

상층액은 버린다.

▪ Resuspend SolutionⅠ(Sonication Buffer)을 100㎕ 넣고 5분동안 vortexing한다.

▪ Solution Ⅱ(fresh ; Lysis Buffer)(0.2N NaCl, 1% SDS)을 200㎕ 넣고, 0.4N NaOH를 100㎕

넣은 다음 2% SDS를 100㎕ 넣어서 5분 동안 천천히 lysis한다. (절대 vortexing하면 안됨)

▪ Solution Ⅲ(Neutralization Buffer)를 150㎕ 넣고 inverting한다.

▪ 15,000rpm(층분리)에서 10min동안 원심분리한다.

▪ 상층액 supernatant(DNA)를 새 튜브에 담는다.
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▪ 총 450㎕의 2배 volume인 EtOH 900㎕ 넣고 inverting한다.

▪ -20℃에서 30분 동안 보관하거나 -70℃ 15-20분정도 보관한다.

▪ 12,000∼15,000rpm에서 10분 동안 원심분리 한 다음 상층액은 버린다.

▪ TE (RNase 20㎍/ml , pH 7.6)를 200㎕ 넣고 vortexing한다.

▪ -20℃에 보관한다.

▪ 65℃(for degradation protein & RNA)에서 10 min동안 열을 가한다.

▪ [Phenol : chloroform : Isoamylalcohol(25:24:1) 동일volume]을 넣어준다 : 필요할 경우

CHCl3만으로 200㎕→ vortex →10k에서 10분 동안 원심분리한다.

▪ 상층액을 새로운 E. tube에 옮긴다.

▪ EtOH conc. (17번의 2배 volume)을 400㎕ 넣어준다.

▪ -70℃에서 15 - 20분간 보관한다.

▪ 15k에서 10분 동안 원심분리한다.

▪ 상층액은 버린다.

▪ 70% EtOH로 100 - 200㎕ 넣어서 약 30초정도 washing한다.

▪ 건조시킨다. (Vaccum chamber or 전깃불에 거꾸로 매달아서)

▪ TE를 50㎕(pH 7.6)넣어서 dissolve시킨다.

▪ -70℃, -20℃ 또는 4℃에 보관한다.

▪ 이렇게 해서 뽑은 plasmid DNA를 원하는 크기의 insert DNA가 포함되어 있는지 agarose

gel에서 전기영동으로 확인한다.

▪ 원하는 크기의 plasmid를 적당한 제한효소로 잘라 insert DNA의 크기를 1% agarose gel에

서 확인한다.

2.9. 염기서열 결정, 분석

▪ 염기서열 분석은 ddNTP를 이용한 Sanger method를 주로 사용하며, Big Dye Terminator

를 사용하여 염기서열을 결정한다.

▪ Automatic sequencer에서 얻어진 결과들을 sequence analysis program(ABI)을 이용하여

기초적인 분석을 마무리하고, GeneJockey II, Ver. 1.6 (BIOSOFT Inc., Cambridge, UK),

BioEdit, DNASIS등과 같은 프로그램을 이용하여 얻어진 염기서열들의 세부적인 특성들을

보다 면밀히 관찰한다.

▪ 실험을 통하여 얻어진 염기서열을 alignment할 수 있는 program이 필요하며 이를 위해서

Clustal X program (Thompson et al., 1997)을 사용한다.

▪ Sequence alignment의 배열이 안정되지 않고 변이가 심하여 align이 불가능한 부분들은 간
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혹 계통연구에서 제외시키는데 이를 위한 porgram이 Gblock program (Castresana, 2000)

이다. 여러 유전자를 concatenation할 때도 유용한 프로그램이다.

2.10. 분자계통학적 분석

▪ PAUP 4.0b, MEGA 3.0, Tree-puzzle 5.0, MrBayes 3.0 또는 PHYLIP program 등을 이용

하여 다양한 계통분석 실시한다 (그림 V-13).

(예: Parsimony analysis, Neighbor Joining analysis, Maximum Likelihood analysis,

Minimum Evolution analysis, Bayesian analysis 등)

그림 V-13. 계통분석을 위한 프로그램
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그림 V-14. 주요 척추동물의 미토콘드리아 유전체 분석 protocol
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▪ 계통 (Systematics)

Phylum Chordata 척삭동물 문

Class Mammalia 포유 강

Order Carnivora 식육 목

Family Ursidae 곰 과

▪ 기상 (Diagnosis)

몸길이 : 1.9m

꼬리길이 : 8cm

▪ 서식처 (Habitat)

지리산 북부 전역의 1,500 m 이상
인 고산지대 활엽수림에 서식

3. 실험 결과

3.1. 반달가슴곰 (Selenarctos thibetanus ussuricus)

그림 V-15. 반달가슴곰

아시아흑곰의 아종인 반달가슴곰은 웅담채취로 인하여 국제적으로 그 수가 감소해가고 있

으며 지역적으로 서식지 훼손 및 밀렵으로 인해 분단, 고립이후 멸종해가고 있다. 한국, 중국

북동부, 연해주 등지에 분포하며, 특히, 북한에는 많은 수가 생존하고 있으나 남한지역에는 지

리산국립공원일대와 강원도 북부산악지대 및 비무장부근에 소수가 간신히 살아남고 있으나, 남

획(濫獲)과 6 ·25전쟁 등으로 인해서 서식수가 격감(激減)하여 향후 20년 이내 멸종할 위험성

이 대단히 높다. 현재 환경부지정 멸종위기 Ⅰ급으로 지정하여 보호하고 있다 (그림 V-15).

3.1.1. Total genomic DNA 추출

반달가슴곰 근육조직의 일부 (25mg)를 떼어내어 DNeasy Tissue kit (Qiagen, Co.)의 추출

과정을 이용하여 total genomic DNA를 추출한다.

3.1.2. Primer 제작

모든 연구 대상종들로부터 universal primer 2 sets를 이용하여 16S rRNA gene과 CO1

gene 사이 약 4.5kb와 11kb PCR product를 얻고자 하였다 (표 V-3).
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mix 1

dNTP(10mM) 2.5㎕

  Forward 

primer 
1㎕

Reverse 

primer
1㎕

Template 

DNA
3㎕

D. W. 17.5㎕

Total 25㎕

mix 2

10X buffer 5㎕

Taq 

polymerase
0.75㎕

D. W 19.25㎕

Total 25㎕

Temp Time Cycle

92℃ 2min

92℃ 10sec

14

cycles
52℃ 30sec

68℃ 3min30sec 

92℃ 10sec

24

cycles

52℃ 30sec

68℃
3min30sec 

+20sec/cycle

68℃ 7min

4℃ forever

  표 V-3. 반달가슴곰에서 사용된 primer 염기서열 

Primer name Primer Sequence Gene region

16SA 5'-CGC CTG TTT AHC AAA AAC AT-3'
16S rRNA

∼CO1
HCO2498 5'-TAA ACT TCA GGG TGA CCA AAA AAT CA-3' 

16SB 5'-CCG GTY TGA ACT CAR ATC A-3'
16S rRNA

∼CO1
LCO1490 5'-GGT CAA CAA ATC ATA AAG ATA TTG G-3'

3.1.3. PCR 증폭

표 V-4. 16S rRNA gene과 CO1 gene 사이 (약 4.5kb)를 증폭하기 위한 Long 

range-PCR 조건 

* Long PCR 반응조건(Annealing time은 Long PCR manual을 참조하였음;

Expand Long Template PCR System Cat. No. 1681842)
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mix 1

dNTP(10mM) 2.5㎕

  Forward 

primer 
1.5㎕

Reverse 

primer
1.5㎕

Template 

DNA
3㎕

D. W. 16.5㎕

Total 25㎕

mix 2

10X buffer 5㎕

Taq 

polymerase
0.75㎕

D. W 19.25㎕

Total 25㎕

Temp Time Cycle

92℃ 2min

92℃ 10sec
14

cycles
50℃ 30sec

68℃ 9min 

92℃ 10sec

24

cycles

50℃ 30sec

68℃
9min 

+20sec/cycle

68℃ 7min

4℃ forever

표 V-5. 16S rRNA gene과 CO1 gene 사이 (약 9kb)를 증폭하기 위한 Long range-PCR 

조건

3.1.4. 염기서열 결정

전체 11kb, 4.2kb PCR product를 분석한 결과 전체 genome 중에서 ND4 유전자와 ND1 유

전자 사이 10,172bp와 ND2 유전자와 ATP6 유전자 사이 5,384bp를 밝혔으며, 이 두 fragment

사이에 trnI, trnQ, trnM의 3개의 tRNA가 현재 분석 중에 있다. 앞서 연구되어진 곰과

(Ursidae)의 다른 종과의 유전체 비교에서 뚜렷이 나타나는 차이점을 찾지 못했으며, 전형적인

형태의 유전자 배열상태를 가지고 있다 (그림 V-16, V-17).

그림 V-16. 반달가슴곰의 미토콘드리아 유전체 지도
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그림 V-17. 반달가슴곰 미토콘드리아의 tRNA 2차 구조

IP : 14.49.138.138, 2017-11-03 17:04:38



▪ 반달가슴곰의 염기서열 및 annotation (15,556bp)
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trnI   trnQ   trnM
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▪ 계통 (Systematics)

Phylum Chordata 척삭동물 문

Class Mammalia 포유 강

Order Carnivora 식육 목

Family Felidae 고양이 과

▪ 기상 (Diagnosis)

몸길이 : 1.86∼4m

▪ 서식처 (Habitat)

한대 또는 열대지역의 산림·관목
림·덤불에서 생활.

3.2. 호랑이 (P anthera tigris coreensis)

그림 V-18. 호랑이

호랑이는 우리 민족뿐만 아니라 중국이나 그 외 여러 나라에서도 권위상징으로 여기며 호피

를 무척 귀한 물품으로 여겨왔다. 결과적으로 호랑이는 인간의 잘못된 이기심으로 말미암아 사

냥의 표적이 되었고 우리나라의 경우 일제 강점기에 민족성을 상징하는 호랑이 말살 정책으로

위험한 동물을 잡아 없앤다는 미명아래 대대적인 호랑이 소탕작전으로 전국의 호랑이의 대부

분이 죽어갔다. 얼마 남지 않은 호랑이는 6.25 전쟁과 개발에 의해 서식지가 파괴되어 결국 남

한에서 멸종하게 되었다. 현재 북한에 몇 마리가 서식하고 있는 정도이며 시베리아 보호구역

안에 약간의 백두산호랑이(한국호랑이)가 종을 이어가고 있다 (그림 V-18).

3.2.1. Total genomic DNA 추출

호랑이 근육조직의 일부 (25mg)를 떼어내어 DNeasy Tissue kit (Qiagen, Co.)의 추출과정을

이용하여 total genomic DNA를 추출한다.

3.2.2. Primer 제작

일부 선행연구를 통하여 밝혀진 식육목의 염기서열을 이용하여, 12S rRNA-CO1, CO1-ND5,

ND5-16S rRNA 3부분의 유전자 영역을 증폭하기 위한 primer를 제작하였다 (표 V-6).
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mix 1

dNTP(10mM) 2.5㎕

  Forward 

primer 
1㎕

Reverse 

primer
1㎕

Template 

DNA
3㎕

D. W. 17.5㎕

Total 25㎕

mix 2

10X buffer 5㎕

Taq 

polymerase
0.75㎕

D. W 19.25㎕

Total 25㎕

Temp Time Cycle

92℃ 2min

92℃ 10sec
14

cycles
54℃ 30sec

68℃ 5min

92℃ 10sec

24

cycles

54℃ 30sec

68℃
5min

+20sec/cycle

68℃ 7min

4℃ forever

    표 V-6. 호랑이에서 사용된 primer 염기서열     

Primer name Primer Sequence Gene region

Car1A 5'-GGA GAT AAG TCG TAA CAA GGT AAG CA-3'
12S rRNA

∼ CO1
Car1B 5'-GGA GGA GGA CAT CCA TGT AGT CAT TC-3' 

Car2A 5'-GCT CAT TTA TTT CAC TAA CAG CAG T-3'
CO1

∼ ND5
Car2B 5'-GAG TTA GTA ATA GGG CTC AGG GGT T-3'

Car3A 5'-CAG CTA CCA GGC TCG TTA G-3'
ND5

∼ 16S rRNA
Car3B 5'-TAC TCC TGT TTC AGC CCT ACT CCA-3'

   

3.2.3. PCR 증폭

표 V-7. 12S rRNA와 CO1 gene 사이 (약 5.8kb)를 증폭하기 위한 Long range-PCR 조

건 
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mix 1

dNTP(10mM) 2.5㎕

  Forward 

primer 
1㎕

Reverse 

primer
1㎕

Template 

DNA
3㎕

D. W. 17.5㎕

Total 25㎕

mix 2

10X buffer 5㎕

Taq 

polymerase
0.75㎕

D. W 19.25㎕

Total 25㎕

Temp Time Cycle

92℃ 2min

92℃ 10sec

14

cycles
54℃ 30sec

68℃ 5min 

92℃ 10sec

24

cycles

54℃ 30sec

68℃
5min 

+20sec/cycle

68℃ 7min

4℃ forever

mix 1

dNTP(10mM) 2.5㎕

  Forward 

primer 
1㎕

Reverse 

primer
1㎕

Template 

DNA
3㎕

D. W. 17.5㎕

Total 25㎕

mix 2

10X buffer 5㎕

Taq 

polymerase
0.75㎕

D. W 19.25㎕

Total 25㎕

Temp Time Cycle

92℃ 2min

92℃ 10sec

14

cycles
54℃ 30sec

68℃ 5min 

92℃ 10sec

24

cycles

54℃ 30sec

68℃
5min 

+20sec/cycle

68℃ 7min

4℃ forever

표 V-8.  CO1과 ND5 gene 사이 (약 6.2kb)를 증폭하기 위한 Long range-PCR 조건 

  

표 V-9.  ND5과 16S rRNA gene 사이 (약 5.7kb)를 증폭하기 위한 Long range-PCR 

조건 

  

3.2.4. 염기서열 결정

16S rRNA-CO1, CO1-ND5, ND5-16S rRNA 3개의 PCR fragment를 분석한 결과 ND5 유
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전자에서 trnT까지 2,943bp, control region에서 16S rRNA 영역까지 2,666bp, 16S rRNA에서

CO1유전자까지 4,193bp를 얻었다. 이 유전체는 4개의 protein region, 1개의 rRNA, 1개의

control region, 7개의 tRNA 영역, 3개의 partial gene (CO1, 16S rRNA, ND5)으로 총 13개의

유전자 염기서열을 확인하였다. 전체적인 유전자 배열상태는 척추동물의 전형적인 형태를 가진

다 (그림 V-19, V-20).

그림 V-19. 호랑이의 미토콘드리아 유전체 지도 (외곽선은 현재까지 분석된 영역)

그림 V-20. 호랑이 미토콘드리아의 tRNA 2차 구조
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▪ 호랑이의 염기서열 및 annotation (9,807bp)
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trnP
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3.3. 수달 (Lutra lutra)

  

▪ 계통 (Systematics)

Phylum Chordata 척삭동물 문

Class Mammalia 포유류 강

Order Carnivora 식육 목

Family Mustelidae 족제비 과

▪ 기상 (Diagnosis)

몸길이 : 645-712㎜,

꼬리길이 : 390-495㎜

▪ 서식처 (Habitat)

하천, 호수가, 물가에 있는 바위
구멍 또는 나무뿌리 밑 등

   그림 V-21. 수달 

수달은 학자들간에 견해가 있지만 세계적으로 13∼15종으로 분류되어지고 있다. 수달은 식육

목 족제비과에 속하는 포유류로 수달이 수달아과를 이루고 있으며, 그 중에 한국에 서식하는

수달은 Lutra lutra 한 종만이 보고되고 있다. 수달은 수환경의 먹이사슬에서 최고 정점에 위

치하며, 수환경의 조절자 역할을 수행하고 있다. IUCN의 보고서에 따르면 "수달은 해당 지역

수환경의 건강도를 판단할 수 있는 수환경의 지표종(Indicator)이다" 라고 보고하고 있으며

(IUCN/SSC, 1990), 수생생태계의 질서, 즉 먹이사슬을 균형있게 조절해주는 핵심종(keystone

species)으로 그 역할이 중요시되고 있다 (그림 V-21).

3.3.1. Total genomic DNA 추출

   

 수달 근육조직을 25mg 정도 떼어내어 DNeasy Tissue kit (Qiagen, CO.)의 DNA 추출

protocol과정을 통해 total genomic DNA를 추출하여 PCR을 위한 template로 사용하였다 (그

림 V-22).
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23kb

1  2  3  4

10kb
     Ca.15∼16kb

  

그림 V-22. Total genomic DNA

1. λ/HindⅢ marker : (위에서부터  

  23kb, 9.4kb, 6.5kb, 4.3kb, 2.3kb)

2. 1kb DNA ladder : (위에서부터  

  10kb, 8kb, 6kb, 5kb, 4kb, 3kb,   

  2kb, 16kb, 1kb, 500bp)

3. 수달 1차 DNA

4. 수달 2차 DNA 

3.3.2. Primer 고안

미토콘드리아 유전체 중에서 비교적 보존적인 영역으로서 알려진 16S rRNA와 CO1 유전자

영역의 universal primer를 이용하여 PCR 중합반응을 우선적으로 수행하여 약 4.3kb PCR

product를 얻었다. 얻어진 PCR product를 cloning하여 분석한 결과 염기서열이 정확하지 않아

서 염기서열의 보정을 위해 척삭동물에서 사용되는 universal primer를 이용하여 16S rRNA와

CO1 유전자 영역을 포함하는 16S rRNA에서 tRNA-Leu 유전자(약 9kb)까지 다시 증폭하였다

(표 V-10).

  표 V-10. 수달에서 사용된 primer 염기서열        

Primer name Primer Sequence Gene region

16SA  5'- CGC CTG TTT AHC AAA AAC AT -3'
16S rRNA

∼CO1
HCO2198  5'-TAA ACT TCA GGG TGA CCA AAA AAT GA-3'

S-LA-16S-L  5'- GAT GTT GGA TCA GGA CAT CCC AAT GGT GCA-3'
16S rRNA

∼tRNA-Leu
H-12321-Leu  5'- GGT CAA CAA ATC ATA AAG ATA TTG G -3'
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mix 1

dNTP(10mM) 2.5㎕

Forward

primer
1.5㎕

Reverse

primer
1.5㎕

Template

DNA
3㎕

D. W. 16.5㎕

Total 25㎕

mix 2

10X buffer 5㎕

Taq

polymerase
0.75㎕

D. W 19.25㎕

Total 25㎕

mix 1

dNTP(10mM) 2.5㎕

Forward

primer
1.5㎕

Reverse

primer
1.5㎕

Template

DNA
3㎕

D. W. 16.5㎕

Total 25㎕

mix 2

10X buffer 5㎕

Taq

polymerase
0.75㎕

D. W 19.25㎕

Total 25㎕

Temp Time Cycle

92℃ 2min

92℃ 10sec

10

cycles
47℃ 30sec

68℃ 5min

92℃ 10sec

20

cycles

47℃ 30sec

68℃
5min

+20sec/cycle

68℃ 7min

4℃ forever

Temp Time Cycle

92℃ 2min

92℃ 10sec

10

cycles
49℃ 30sec

68℃ 5min

92℃ 10sec

20

cycles

49℃ 30sec

68℃
5min

+20sec/cycle

68℃ 7min

4℃ forever

3.3.3. PCR 증폭

표 V-11. 16S rRNA와 CO1 사이(약 4.3kb)를 증폭하기 위한 Long PCR 조건

 

표 V-12. 16S rRNA와 tRNA-Leu 사이(약 9kb)를 증폭하기 위한 Long PCR 조건
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Ca. 4.3kb plasmid

3kb vector

M

그림 V-25.제한효소(EcoR1)로 처리한 plasmid

M : 1kb DNA ladder

Ca. 4.3kb 

PCR product

그림 V-23.약 4.3kb 

PCR prodcut

M:1kbDNA ladder

M

Ca. 9kb 

PCR product

그림 V-24. 약 9kb 

PCR prodcut

M:1kbDNA ladder

M

3.3.4. 염기서열 결정

수달의 전체 미토콘드리아 유전체 중에서 16S rRNA～CO1 유전자 사이의 4.431bp를 결정

하였고, ND4 유전자의 일부분인 1,474bp를 결정하였다. 16S rRNA～CO1 사이의 유전자 배열

은 전형적인 척삭동물의 유전자 배열과 동일하였지만, 16S rRNA～CO1 유전자 사이에 존재하

는 tRNA-Ile, tRNA-Met, tRNA-Ala, tRNA-Asn은 tRNA의 2차 구조를 도식화해주는

tRNAScan 프로그램으로 찾을 수 없어서 눈으로 보정하려 했지만 전형적인 구조에서 벗어나

있어서 찾을 수 없었다. tRNA-Ser(AGN)은 전형적으로 CO1과 tRNA-Asp 유전자 사이에 위

치하고 있지만 수달에서는 tRNA-Trp와 tRNA-Cys 사이에 위치하고 있다. 6개의

tRNA(tRNA-Cys, tRNA-Tyr, tRNA-Gln, tRNA-Trp, tRNA-Ser, tRNA-Leu)는 전형적인 네
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잎클로버 형태를 가지고 있었다 (그림 V-26, V-27).

그림 V-26. 수달의 전체 미토콘드리아 유전체 중에서 16S rRNA와 CO1 유전자 사이의 

유전자 배열

그림 V-27. 수달의 미토콘드리아 유전체 중에서 

16S rRNA와 CO1 유전자 사이에 있는 tRNA의 2차 구조
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▪ 수달의 염기서열 및 annotation(5,905bp)
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3.4. 산양 (Nemorhaedus goral raddeanus)

▪ 계통 (Systematics)

Phylum Chordata 척삭동물 문

Class Mammalia 포유류 강

Order Carnivora 식육 목

Family Bovidae 소 과

▪ 기상 (Diagnosis)

몸길이 : 129cm

뿔길이 : 13cm

▪ 서식처 (Habitat)

경사진 바위틈에서 살며 사람이나
다른 동물들이 드나들 수 없는 바
위구멍

    그림 V-28. 산양

산양은 세계적으로 국한된 지역에 5종이 기록되었다. 우리나라에 분포된 본 아종은 티베트

포메 고원, 네팔, 중국의 하북성(河北省), 사천성, 운남성과 시베리아 동·남부 등지에 분포한다.

현재 산양은 멸종위기종으로 전남 목포에서 백두산에 이르기까지 전역에서 분산적으로 소수가

밀렵되어 왔으나 점차 감소되어 최근에는 멸종의 위기에 처해 있다 (그림 V-28).

3.4.1. Total genomic DNA 추출

산양의 근육조직을 25mg 정도 떼어내어 DNeasy Tissue kit (Qiagen, CO.)의 DNA 추출

protocol과정을 통해 total genomic DNA를 추출하여 PCR을 위한 template로 사용하였다 (그

림 V-29).

M      1  

 

   

그림 V-29. Total genomic DNA

M : 1kb DNA ladder (위에서부터 10kb,  

    8kb, 6kb, 5kb, 4kb, 3kb, 2kb, 16kb,  

    1kb, 500bp)

1. 산양 DNA
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Primer name Primer Sequence Gene region

S-LA-16S-H 5'- TGC ACC ATT AGG ATG TCC TGA TCC AAC ATC -3'
16S rRNA

∼ tRNA-Leu
L-12321-Leu 5'-GGT CTT AGG AAC CAA AAA CTC TTG GTG CAA-3'

16SA 5'- CGC CTG TTT AHC AAA AAC AT -3'
16S rRNA

∼ ND2
rND2-2H 5'- TCA AAT GGK GCT CGR TTD   GTT TC -3'

rND2-5L 5'- TTA CCC WCG AGC AAC WGA AGC-3'

ND2 ∼ CO1

rCO1-1H 5'- TAG TGG AAR TGK GCT ACT AC-3'

rCO1-4L 5'-TAC TCA GAC TAC CCA GAY GC-3'

CO1 ∼ CO3

uCO3-1L 5'-ATA GTW GAC CCM AGC CCA TGA CC-3'

uCO3-1H 5'-AAY GTC TCG TCA TCA TTG-3'

CO3 ∼ ND4

rND4-3L 5'-CCA AAA GCC CAY GTA GAR GC-3'

rND4-2H 5'-GAT GTT AAK CCG TGG GCR ATT AT-3'
ND4 

∼ tRNA-Leu
H-12321-Leu 5'- GGT CAA CAA ATC ATA AAG ATA TTG G -3'

3.4.2. Primer 고안

척추동물에서 universal하게 사용되는 primer를 이용하여 16S rRNA에서 tRNA-Leu까지(약

6.8kb)를 PCR 중합반응을 수행하였다. 나머지 약 9kb에 해당하는 미토콘드리아 유전체를 5조

각(16S rRNA∼ND2; 약 2.5kb, ND2∼CO1; 약 2.5kb, CO1∼CO3; 약 2kb, CO3∼ND4; 약

2.5kb, ND4∼tRNA-Leu; 약 900bp)으로 나누어 PCR 중합반응을 하였다 (표 V-13).

표 V-13. 산양에서 사용된 primer 염기서열
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mix 1

dNTP(10mM) 2.5㎕

Forward

primer
1.5㎕

Reverse

primer
1.5㎕

Template

DNA
3㎕

D. W. 16.5㎕

Total 25㎕

mix 2

10X buffer 5㎕

Taq

polymerase
0.75㎕

D. W 19.25㎕

Total 25㎕

Temp Time Cycle

92℃ 2min

92℃ 10sec

10

cycles
47℃ 30sec

68℃ 5min

92℃ 10sec

20

cycles

47℃ 30sec

68℃
5min

+20sec/cycle

68℃ 7min

4℃ forever

mix 1

dNTP(10mM) 2.5㎕

Forward

primer
1.5㎕

Reverse

primer
1.5㎕

Template

DNA
3㎕

D. W. 16.5㎕

Total 25㎕

mix 2

10X buffer 5㎕

Taq

polymerase
0.75㎕

D. W 19.25㎕

Total 25㎕

Temp Time Cycle

92℃ 2min

92℃ 10sec

10

cycles
47℃ 30sec

68℃ 2min 15sec

92℃ 10sec

20

cycles

47℃ 30sec

68℃
2min 15sec

+20sec/cycle

68℃ 7min

4℃ forever

3.4.3. PCR 증폭

표 V-14. 16S rRNA와 tRNA-Leu 사이(약 6.8kb)를 증폭하기 위한 Long PCR 조건

  

표 V-15. 16S rRNA∼ND2(약 2.5kb), ND2∼CO1(약 2.5kb), CO1∼CO3(약 2kb) CO3∼

ND4(약 2.5kb), ND4∼tRNA-Leu(약 900bp)를 증폭하기 위한 Long PCR 조건
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Ca. 6.8kb 

PCR product

그림 V-30.약 6.8kb PCR prodcut

M : 1kb DNA ladder

M       

그림 V-31. PCR prodcut
M : 1kb DNA ladder
1. CO1∼CO3 PCR prodcut(약 2kb)
2. CO3∼ND4 PCR prodcut(약 2.5kb)

M   1    2

Ca. 2.5kb PCR product

Ca. 2kb PCR product
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Ca. 2.5kb 

PCR product
그림 V-32. PCR prodcut

M : 1kb DNA ladder

1. ND4∼tRNA-Leu PCR prodcut(약 900bp)

2. 16S rRNA∼ND2 PCR prodcut(약 2.5kb)

3. ND2∼CO1 PCR prodcut(약 2.5kb)

Ca. 900bp 

PCR product

M   1   2    3

3.4.4. 염기서열 결정

산양의 전체 미토콘드리아 유전체 염기서열주에서 tRNA-Leu에서 ND5까지 780bp를 결정

하였고, 12S rRNA에서 16S rRNA 유전자까지 1,936bp를 결정하였다. 12S rRNA와 16S rRNA

유전자 사이에 위치하는 tRNA-Val은 전형적인 네잎클로버 구조를 가지고 있다 (그림 V-33).

그림 V-33. 산양의 tRNA-Leu의 2차 구조
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▪ 산양의 염기서열 및 annotaion(2,716bp)
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3.5. 사향노루 (Moschus moschiferus parvipes)

▪ 계통 (Systematics)

Phylum Chordata 척삭동물 문

Class Mammalia 포유류 강

Order Carnivora 식육 목

Family Moschidae 사향노루 과

▪ 기상 (Diagnosis)

몸길이 : 65∼87㎝

키 75∼105㎝

▪ 서식처 (Habitat)

바위가 많은 해발 1,000m 이상의
높은 산에서 서식

그림 V-34. 사향노루

사향노루는 사슴과 중에서도 가장 원시적인 동물로 한국, 중국, 중앙아시아, 사할린, 시베리

아, 몽고 등지에 분포한다. 배쪽에 사향주머니가 있는 수컷은, 교미시기에 암컷을 유인하기 위

해 이곳에서 냄새를 풍긴다. 사향은 동물성 향료 및 약재로 가장 비싸게 쓰이기 때문에 마구

잡아 들여서 현재는 그 수가 급격히 감소하였다.

사향노루는 계속되는 사냥과 생태계 파괴로 인해 멸종위기에 있는 동물이므로 멸종위기종으로

지정하여 보호하고 있다 (그림 V-34).

3.5.1. Total genomic DNA 추출

사향노루의 근육조직을 25mg 정도 떼어내어 DNeasy Tissue kit (Qiagen, CO.)의 DNA 추

출 protocol과정을 통해 total genomic DNA를 추출하여 PCR을 위한 template로 사용하였다

(그림 V-35).
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Primer name Primer Sequence Gene region

S-LA-16S-H 5'- TGC ACC ATT AGG ATG TCC TGA TCC AAC ATC -3' 16S rRNA

∼ tRNA-Leu

(약 6.8kb)L-12321-Leu 5'-GGT CTT AGG AAC CAA AAA CTC TTG GTG CAA-3'

S-LA-16S-L 5'-GAT GTT GGA TCA GGA CAT CCC AAT GGT GCA-3' 16S rRNA

∼ tRNA-Leu

(약 9kb)H-12321-Leu 5'- GGT CAA CAA ATC ATA AAG ATA TTG G -3'

23kb

1  2      3

10kb 그림 V-35. Total genomic DNA

1. λ/HindⅢ marker : (위에서부터 23kb,  

  9.4kb, 6.5kb, 4.3kb, 2.3kb)

2. 사향노루 1차 DNA

3. 사향노루 2차 DNA 

3.5.2. Primer 고안

척삭동물에서 universal하게 사용되는 primer를 이용하여 16S rRNA에서 tRNA-Leu까지(약

6.8kb)를 PCR 중합반응을 우선적으로 수행하였고, 나머지 미토콘드리아 유전체를 PCR하여 약

9kb PCR product를 얻었다 (표 V-16, V-17, 그림 V-36).

  표 V-16. 사향노루에서 사용된 primer 염기서열
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mix 1

dNTP(10mM) 2.5㎕

Forward

primer
1.5㎕

Reverse

primer
1.5㎕

Template

DNA
3㎕

D. W. 16.5㎕

Total 25㎕

mix 2

10X buffer 5㎕

Taq

polymerase
0.75㎕

D. W 19.25㎕

Total 25㎕

Temp Time Cycle

92℃ 2min

92℃ 10sec

10

cycles
47℃ 30sec

68℃ 5min

92℃ 10sec

20

cycles

47℃ 30sec

68℃
5min

+20sec/cycle

68℃ 7min

4℃ forever

3.5.3. PCR 증폭

표 V-17. 16S rRNA와 tRNA-Leu 사이(약 6.8kb와 약 9kb)를 증폭하기 위한 Long PCR 

조건

  

그림 V-36.사향노루의 PCR prodcut

M : 1kb DNA ladder

1. 약 6.8kb PCR product

2. 약 9kb PCR product

M    1    2

Ca. 6.8kb PCR product

Ca. 9kb PCR product

3.5.4. 염기서열 결정

사향노루의 전체 미토콘드리아 유전체 중에서 ND5에서 16S rRNA 유전자까지 7,092bp의

염기서열을 결정하였다. ND5～16S rRNA의 유전자 배열은 전형적인 배열은 보여주었고,

tRNA의 2차 구조도 전형적인 네잎클로버 형태를 갖고 있었다 (그림 V-37).
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그림 V-37. 사향노루의 미토콘드리아 유전체 중에서 

16S rRNA와 tRNA-Leu 유전자 사이에 있는 tRNA의 구조
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▪ 사향노루의 염기서열 및 annotation (7,092bp)
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3.6. 황새 (Ciconia boyciana)

▪ 계통 (Systematics)

Phylum Chordata 척삭동물 문

Class Aves 조 강

Order Ciconiiformes 황새 목

Family Ciconiidae 황새 과

▪ 기상 (Diagnosis)

몸길이 : 1,120㎜,

▪ 서식처 (Habitat)

습지, 하천 주변 등
  

   그림 V-38. 황새 

전 세계적으로 12속 17종의 황새가 보고되어 있으며, 화석종도 20종 알려져 있다. 우리나라

에의 경우 광복이전에는 매우 흔한 텃새로 알려져 있었으나, 6.25 전쟁을 전후로 하여 밀렵과

환경오염으로 그 수가 급격히 줄었다. 1971년 충청북도 음성에서 1쌍이 마지막으로 번식하였으

나 밀렵으로 수컷이 죽은 후 텃새로서는 절멸되어 현재 우리나라에서 볼 수 있는 황새는 모두

겨울철새이다. 전 세계적으로도 그 수가 줄어 IUCN의 red data book에 등록되어 국제적으로도

보호 받고 있으며, 우리나라에서는 환경부 지정 멸종위기 Ⅰ급으로 지정되어 있다 (그림

V-38).

3.6.1. Total genomic DNA 추출

황새의 근육조직을 약 25mg 정도 떼어내어 DNeasy Tissue kit (Qiagen, CO.)를 이용하여

total genomic DNA를 추출하였다. Genomic DNA 추출 후 추출된 DNA의 양을 측정하기 위

하여 전기 영동하여 DNA의 농도를 측정하였다 (그림 39).

  

그림 V-39. Total cellular DNA

M. λ/HindⅢ marker : (위에서부터   

23kb, 9.4kb, 6.5kb, 4.3kb, 2.3kb)

1. 황새의 genomic DNA
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Primer name Primer Sequence Gene region

HCO2198 5'-TAA ACT TCA GGG TGA CCA AAA AAT GA-3'

CO1 gene

LCO 5'-GGT CAA CAA ATC ATA AAG ATA TTG G -3'

H-16065
5'-CTA AGA AGG GTG GAG TCT TCA GTT TTT GGT 

TTA CAA GAC-3'
Cytochrome b gene

L-14995
5'-CTC CCA GCC CCA TCC AAC ATC TCA GCA TGA 

TGA AAC TTC G-3'

Cico1 5'-CCC ATG CTT TCG TAA TAA TCT TCT TC-3'
CO1과 Cytb 유전자 사이

약 8kb
Cico2 5'-AGG TTC AGA ATA GGA GTT GGG ATA GA-3'

Cico3 5'-AGT TGT GAT GAA GTT GAT TGC TCC TA-3'
Cytb와 CO1 유전자 사이

약 9.7kb
Cico4 5'-CAT TCT TCG CCC TAC ACT TTC TTC TC-3'

3.6.2. Primer 고안

비교적 보존적인 영역으로서 알려진 CO1 유전자 영역의 universal primer와 조류에 특이적

인 cytochrome b 유전자 영역의 primer를 이용하여 짧은 PCR을 수행하고 그 결과를 바탕으로

황새에 특이적인 long PCR primer를 고안하였다 (표 V-18).

 표 V-18. 황새에서 사용된 primer 염기서열         
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mix 1

dNTP(10mM) 2.5㎕

Forward

primer
1.5㎕

Reverse

primer
1.5㎕

Template

DNA
3㎕

D. W. 16.5㎕

Total 25㎕

mix 2

10X buffer 5㎕

Taq

polymerase
0.75㎕

D. W 19.25㎕

Total 25㎕

Temp Time Cycle

92℃ 2min

92℃ 10sec

15

cycles
55℃ 30sec

68℃ 8min

92℃ 10sec

25

cycles

58℃ 30sec

68℃
8min

+20sec/cycle

68℃ 7min

4℃ forever

mix 1

dNTP(10mM) 2.5㎕

Forward

primer
1.5㎕

Reverse

primer
1.5㎕

Template

DNA
3㎕

D. W. 16.5㎕

Total 25㎕

mix 2

10X buffer 5㎕

Taq

polymerase
0.75㎕

D. W 19.25㎕

Total 25㎕

Temp Time Cycle

92℃ 2min

92℃ 10sec

15

cycles
58℃ 30sec

68℃ 5min

92℃ 10sec

25

cycles

58℃ 30sec

68℃
5min

+20sec/cycle

68℃ 7min

4℃ forever

3.6.3. PCR 증폭

표 V-19. CO1과 Cytb 사이를 증폭하기 위한 Long PCR 조건

   (Cico1-Cico 2 primer 이용)

  

* Long PCR 반응조건(Annealing time은 Long PCR manual을 참조하였음;

Expand Long Template PCR System Cat. No. 1681842)

표 V-20. CO1과 Cytb 사이를 증폭하기 위한 Long PCR 조건

   (Cico3-Cico4 primer 이용)
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사진 V-40. PCR product 사진

M: marker, 1 and 2: 8kb 영역, 3: 9.7kb 영역

3.6.4. 염기서열 결정

황새의 전체 미토콘드리아 유전체 가운데 cytochrome b 유전자에서 ND4 유전자 사이의

1,330 bp, control region에서 16S rRNA 유전자 사이의 2,349bp, ND1 유전자에서 CO1 유전자

사이 2,527bp의 염기서열의 분석이 이루어져 총 6,206bp가 결정되었다. 유전자의 배열은 일반

적인 척추동물의 배열과 동일하였다. 이 영역 사이에는 총 10개의 tRNA가 존재하였는데 모두

매우 전형적인 네잎클로버 형태를 가지고 있다 (그림 V-41, V-42).
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그림 V-41. 황새의 미토콘드리아 유전체 배열

(외곽선은 현재 결정된 유전자 영역)

그림 V-42. 황새 미토콘드리아의 tRNA 2차 구조
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▪ 황새의 염기서열 및 annotation(6,206bp)
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3.7. 수리부엉이 (Bubo bubo)

  

▪ 계통 (Systematics)

Phylum Chordata 척삭동물 문

Class Aves 조 강

Order Strigiformes 올빼미 목

Family Strigidae 올빼미 과

▪ 기상 (Diagnosis)

몸길이 : 700㎜,

▪ 서식처 (Habitat)

전국적으로 분포하며 산지, 바위
굴 등

   그림 V-43. 수리부엉이 

올빼미류는 남극대륙을 제외한 전 대륙에 서식하며, 산지에서 습지에 이르기까지 다양한 서

식지에 분포한다. 지금까지 전 세계적으로 올빼미과는 24속 194종으로 분류되고 있으며(König

et al., 1999), 우리나라에는 8속 11종이 알려져 있다 (그림 V-43).

수리부엉이는 유라시아 대륙에 널리 분포하는 대형 올빼미이며, 14종의 아종으로 나뉜다

(König et al., 1999; Clements, 2000). 우리나라에 서식하는 수리부엉이는 B. bubo

kiautschensis로 우리나라와 중국남부에 주로 분포하고 있다.

수리부엉이는 주로 작은 새, 설치류 등을 사냥하며 살기 때문에 농경지가 줄고, 농약 사용과

환경오염이 늘어나면서 그 수가 점차 감소하고 있어 환경부지정 멸종위기 Ⅱ급종으로 분류되

어 있다.

3.7.1. Total genomic DNA 추출

수리부엉이의 근육조직을 약 15mg 정도 떼어내어 DNeasy Tissue kit (Qiagen, CO.)를 이

용하여 total genomic DNA를 추출하였다. Genomic DNA 추출 후 추출된 DNA의 양을 측정

하기 위하여 전기영동하여 DNA의 농도를 측정하였다.
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Primer name Primer Sequence Gene region

HCO2198 5'-TAA ACT TCA GGG TGA CCA AAA AAT GA-3'
CO1 gene

LCO 5'-GGT CAA CAA ATC ATA AAG ATA TTG G -3'

H-16065
5'-CTA AGA AGG GTG GAG TCT TCA GTT TTT 

GGT TTA CAA GAC-3'
Cytochrome b gene

L-14995
5'-CTC CCA GCC CCA TCC AAC ATC TCA GCA 

TGA TGA AAC TTC G-3'

BHCO 5'-CAC TGC CCT TAG CCT ACT CAT CC-3'
CO1-Cyt b 

약 8kb
BLCYT 5'-TTG GAT TTG TGG AGG AGT GGG AC-3'

BLCO 5'-AGA ATc AGA AGA GGT GTT GGT AT-3'
Cyt b - CO1

약 8.3kb
BHCYT 5'-ACT CAG GCT CAA ACA ACC CAC TA-3'

3.7.2. Primer 고안

비교적 보존적인 영역으로서 알려진 CO1 유전자 영역의 universal primer와 조류에 특이적

인 cytochrome b 유전자 영역의 primer를 이용하여 짧은 PCR을 수행하고 그 결과를 바탕으로

수리부엉이에 특이적인 long PCR primer를 고안하였다 (표 V-21).

   표 V-21. 수리부엉이에서 사용된 primer 염기서열         
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mix 1

dNTP(10mM) 2.5㎕

Forward

primer
1.5㎕

Reverse

primer
1.5㎕

Template

DNA
3㎕

D. W. 16.5㎕

Total 25㎕

mix 2

10X buffer 5㎕

Taq

polymerase
0.75㎕

D. W 19.25㎕

Total 25㎕

Temp Time Cycle

92℃ 2min

92℃ 10sec

10

cycles
56℃ 30sec

68℃ 8min

92℃ 10sec

20

cycles

56℃ 30sec

68℃
8min

+20sec/cycle

68℃ 7min

4℃ forever

mix 1

dNTP(10mM) 2.5㎕

Forward

primer
1.5㎕

Reverse

primer
1.5㎕

Template

DNA
3㎕

D. W. 16.5㎕

Total 25㎕

mix 2

10X buffer 5㎕

Taq

polymerase
0.75㎕

D. W 19.25㎕

Total 25㎕

Temp Time Cycle

92℃ 2min

92℃ 10sec

15

cycles
59℃ 30sec

68℃ 8min

92℃ 10sec

25

cycles

59℃ 30sec

68℃
8min

+20sec/cycle

68℃ 7min

4℃ forever

3.7.3. PCR 증폭

표 V-22. CO1과 Cyt b 사이를 증폭하기 위한 Long PCR 조건

   (BHCO-BLCYT primer 이용)

  

* Long PCR 반응조건(Annealing time은 Long PCR manual을 참조하였음;

Expand Longemplate PCR System Cat. No. 1681842)

표 V-23. CO1과 Cyt b 사이를 증폭하기 위한 Long PCR 조건

      (BLCO-BHCYT primer 이용)
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사진 V-44. PCR product 사진

M: marker, 1 and 2: 8kb 영역, 3 and 4: 8.3kb 영역

3.7.4. 염기서열 결정

수리부엉이의 전체 미토콘드리아 유전체 가운데 cytochrome b 유전자에서 16S rRNA 유전

자 사이의 5,932 bp의 염기서열이 결정되었다. 유전자의 배열은 일반적인 척추동물의 배열과

거의 동일하였는데, 조류에서는 일반적으로 trn P-ND6-trn E 영역이 cytochorm b-trn T와

control region 사이에 있는 반면 수리부엉이에서는 control region 내에 위치하고 있어 주행성

맹금류인 매(Falco peregrinus), 말똥가리(Buteo buteo)와 동일한 구조임을 확인하였다. 그러

나 같은 과에 속하는 야행성 맹금류인 Ninox novaeseelandiae의 경우에는 전형적인 구조를 가

지고 있으므로 맹금류만의 특징은 아닌 것으로 생각된다. 이 영역 사이에는 총 5개의 tRNA가

존재하였는데 proline을 제외한 4개의 tRNA는 매우 전형적인 네잎클로버 형태를 가지고 있었

다 (그림 V-45, V-46).
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그림 V-45. 수리부엉이의 미토콘드리아 유전체 

(외곽선은 현재 결정된 염기서열 부위)

그림 V-46. 수리부엉이 미토콘드리아의 tRNA 2차 구조
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▪ 수리부엉이의 염기서열 및 annotation (5,932bp)
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3.8. 올빼미 (Strix aluco)

  

▪ 계통 (Systematics)

Phylum Chordata 척삭동물 문

Class Aves 조 강

Order Strigiformes 올빼미 목

Family Strigidae 올빼미 과

▪ 기상 (Diagnosis)

몸길이 : 380㎜,

▪ 서식처 (Habitat)

전국적으로 분포하며 평지, 산지 등

   그림 V-47. 올빼미 (Strix aluco)

올빼미는 머리가 둥글고 귀깃털이 없는 것이 특징이며, 전국적으로 분포하나 흔치 않는 텃

새이다. 주로 밤에 사냥을 하고 수리부엉이와 마찬가지로 작은 새나 설치류 등을 사냥한다. 그

수가 점차 감소하고 있어 환경부지정 멸종위기 Ⅱ급 종으로 분류되어 있다 (그림 V-47).

3.8.1. Total genomic DNA 추출

올빼미의 근육조직을 약 25mg 정도 떼어내어 DNeasy Tissue kit (Qiagen, CO.)를 이용하

여 total genomic DNA를 추출하였다. Genomic DNA 추출 후 추출된 DNA의 양을 측정하기

위하여 전기 영동하여 DNA의 농도를 측정하였다.

3.8.2. Primer 고안

비교적 보존적인 영역으로서 알려진 CO1 유전자 영역의 universal primer와 조류에 특이적

인 cytochrome b 유전자 영역의 primer를 이용하여 짧은 PCR을 수행하고 그 결과를 바탕으로

올빼미에 특이적인 long PCR primer를 고안하였다 (표 V-24).
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mix 1

dNTP(10mM) 2.5㎕

Forward

primer
1.5㎕

Reverse

primer
1.5㎕

Template

DNA
3㎕

D. W. 16.5㎕

Total 25㎕

mix 2

10X buffer 5㎕

Taq

polymerase
0.75㎕

D. W 19.25㎕

Total 25㎕

Temp Time Cycle

92℃ 2min

92℃ 10sec

10

cycles
56℃ 30sec

68℃ 8min

92℃ 10sec

20

cycles

56℃ 30sec

68℃
8min

+20sec/cycle

68℃ 7min

4℃ forever

Primer name Primer Sequence Gene region

HCO2198 5'-TAA ACT TCA GGG TGA CCA AAA AAT GA-3'
CO1 gene

LCO 5'-GGT CAA CAA ATC ATA AAG ATA TTG G -3'

H-16065
5'-CTA AGA AGG GTG GAG TCT TCA GTT TTT 

GGT TTA CAA GAC-3'
Cytochrome b gene

L-14995
5'-CTC CCA GCC CCA TCC AAC ATC TCA GCA 

TGA TGA AAC TTC G-3'

Strix1 5'-TTT CCA CCC TCA TTC CTA CTC CTA TT-3'
CO1-Cyt b 

약 8kb
Strix2 5'-GTT TAT TGG GGA TTG AGC GTA GGA TG-3'

Strix3 5'-CAG AAG ATT ATT ACA AAG GCA TGG GC-3'
Cyt b - CO1

약 8.2kb
Strix4 5'-AAT TCC ACC CCT ACT TCT CCA TAA AA-3'

  표 V-24. 올빼미에서 사용된 primer 염기서열         

  

3.8.3. PCR 증폭

표 V-25. CO1과 Cyt b 사이를 증폭하기 위한 Long PCR 조건

      (Strix1-Strix 2 primer 이용)
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mix 1

dNTP(10mM) 2.5㎕

Forward

primer
1.5㎕

Reverse

primer
1.5㎕

Template

DNA
3㎕

D. W. 16.5㎕

Total 25㎕

mix 2

10X buffer 5㎕

Taq

polymerase
0.75㎕

D. W 19.25㎕

Total 25㎕

Temp Time Cycle

92℃ 2min

92℃ 10sec

15

cycles
58℃ 30sec

68℃ 8min

92℃ 10sec

25

cycles

58℃ 30sec

68℃
8min

+20sec/cycle

68℃ 7min

4℃ forever

표 V-26. CO1과 Cyt b 사이를 증폭하기 위한 Long PCR 조건

       (Strix3-Strix4 primer 이용)

   

사진 V-48. PCR product 사진

M: marker, 1 and 2: 8kb 영역, 3 and 4: 8.2kb 영역
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3.8.4. 염기서열 결정

올빼미의 전체 미토콘드리아 유전체 가운데 12S rRNA 유전자에서 CO1유전자 사이의

3,630 bp의 염기서열과 cytochrome b 유전자 840bp가 결정되었다. 유전자의 배열은 일반적인

조류의 미토콘드리아 유전체의 배열과 동일하였다. 이 영역 사이에는 총 8개의 tRNA가 있으

며 모두 매우 전형적인 네잎클로버 형태를 가지고 있었다 (그림 V-49, V-50).

그림 V-49. 올빼미의 미토콘드리아 유전체 (외곽선은 분석 완료된 염기서열 부위)

그림 V-50. 올빼미 미토콘드리아의 tRNA 2차 구조
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▪ 올빼미의 염기서열 및 annotation(4,470bp)
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▪ 계통 (Systematics)

Phylum Chordata 척삭동물 문

Class Reptilia 파충 강

Order Testudinata 거북이 목

Family Emydidae 남생이 과

▪ 기상 (Diagnosis)

등딱지 길이 : 20∼25cm

최대성장크기 : 47㎝(암컷,1991)

▪ 서식처 (Habitat)

주로 강이나 늪지역 등 물이나 물
가에 생활하는 반수생 거북

3.9. 남생이 (Chinemys reevesi)

그림 V-51. 남생이

우리선조의 민화에 많이 등장하였으며, 전국 하천에 흔하게 볼 수 있었던 파충류로써 자리

잡고 있었으나, 하천의 콘크리트 직강화 골재 채취 등으로 산림감소와 소실 및 하천의 오염과

외래 종(붉은귀거북이)의 확산으로 인하여 급격히 감소하고 있다. 민간이나 한방에서는 자양,

강장, 보신 등으로 효과가 있다고 알려져 약으로 이용하려고 무분별한 남획을 하여 더욱더 감

소를 부추기고 있다 (그림 V-51).

3.9.1. Total genomic DNA 추출

남생이의 근육조직을 25mg 정도 떼어내어 DNeasy Tissue kit (Qiagen, CO.)의 DNA 추출

protocol과정을 통해 total genomic DNA를 추출하여 PCR을 위한 template로 사용하였다 (그

림 V-52).

 1    2

23kb

   

그림 V-52. Total genomic DNA

1. λ/HindⅢ marker

; (위에서부터 23kb, 9.4kb, 6.5kb, 4.3kb, 

2.3kb)

2. 남생이 DNA 
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Primer name Primer Sequence

16SA   5'-CGC CTG TTT AHC AAA AAC AT-3'

16SB   5'-CCG GTY TGA ACT ACR ATC A-3'

HCO2198   5'-TAA ACT TCA GGG TGA CCA AAA AAT GA-

LCO1490   5'-GGT CAA CAA ATC ATA AAG ATA TTG G-3'

rCO1-4L   5'-TAC TCA GAC TAC CCA GAY GC-3'

uCO3-1L   5'-ATA GTW GAC CCM AGC CCA TGA CC-3'

rND4-3L   5'-CCA AAA GCC CAY GTA GAR GC-3'

uCO3-1H   5'-AAY GTC TCG TCA TCA TTG-3'

rND4-2H   5'-GAT GTT AAK CCG TGG GCR ATT AT-3'

rCytb-1H   5'-GCG TAG GCR AAT AGG AAG TAT CA-3'

mix 1

dNTP(10mM) 2.5㎕

Forward

primer
1.5㎕

Reverse

primer
1.5㎕

Template

DNA
3㎕

D. W. 16.5㎕

Total 25㎕

mix 2

10X buffer 5㎕

Taq

polymerase
0.75㎕

D. W 19.25㎕

Total 25㎕

Temp Time Cycle

92℃ 2min

92℃ 10sec
10

cycles
50℃ 30sec

68℃ 5min

92℃ 10sec

20

cycles

50℃ 30sec

68℃
5min

+20sec/cycle

68℃ 7min

4℃ forever

3.9.2. primer 고안

후생동물의 계통분류에 널리 이용되고 있는 미토콘드리아 DNA중 16S rRNA, CO1 유전자

좌위의 universal primer set (Folmer et al., 1994; 표 27)을 이용하여 우선적으로 16S rRNA,

CO1 유전자 사이의 약 4.2kb를 PCR 중합반응으로 수행하였다. 나머지 미토콘드리아 염기서열

전체 (약 11∼12kb)를 결정하기 위해서 파충류에서 universal하게 사용되는 primer

set(Kumazawa et al., 2004; 표 26)을 사용하여 모두 4부분(CO1～CO3; 약2kb, CO3～ND4; 약

2.5kb, ND4～CYTB; 약 4kb, CYTB～16S rRNA; 약 3kb)으로 나누어 PCR 중합반응을 실행하

였다.

   표 V-27. 남생이에서 사용된 primer 염기서열

3.9.3. PCR 증폭

표 V-28. 16S rRNA와 CO1 사이 (약 4.2kb) 증폭을 위한 Long PCR 조건
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mix 1

dNTP(10mM) 2.5㎕

Forward

primer
1.5㎕

Reverse

primer
1.5㎕

Template

DNA
3㎕

D. W. 16.5㎕

Total 25㎕

mix 2

10X buffer 5㎕

Taq

polymerase
0.75㎕

D. W 19.25㎕

Total 25㎕

Temp Time Cycle

92℃ 2min

92℃ 10sec

10

cycles
47℃ 30sec

68℃ 2min 15sec

92℃ 10sec

20

cycles

47℃ 30sec

68℃
2min 15sec

+20sec/cycle

68℃ 7min

4℃ forever

표 V-29. CO1～CO3 (약2kb), CO3～ND4 (약 2.5kb), ND4～CYTB (약 4kb), CYTB～16S 

rRNA (약 3kb) 증폭을 위한 Long PCR 조건

   

Ca. 4.2kb 

PCR product

그림 V-53. 약 4.2kb 

PCR prodcut

M : 1kb DNA ladder

M

CO1∼CO3(Ca. 2kb)

PCR product

CO3∼ND(Ca. 2.5kb) 

PCR product

M   

그림 V-54. CO1∼CO3(Ca. 2kb)와 CO3∼ND4 

(Ca. 2.5kb) PCR product

M : 1kb DNA ladder
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Ca. 4.2kb plasmid

3kb vector

그림 V-56. 제한효소(EcoR1)로 

처리한 plasmid

M

M    1    2    3   4    5  6

그림 V-57. 제한효소(EcoR1)로 

처리한 plasmid

M : 1kb DNA ladder

1∼3 : Ca. 2kb PCR product 삽입됨

5, 6 : Ca. 2.5kb PCR product 삽입됨

M

ND4∼CYTB(Ca. 4kb)

PCR product

그림 V-55. ND4∼CYTB(Ca. 4kb) PCR product

M : 1kb DNA ladder
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3.9.4. 염기서열 결정

남생이의 전체 미토콘드리아 유전체 염기서열 중에서 CO1에서 CO3 유전자 사이의 일부분

인 2,200bp를 결정하였고, ND4에서 cytb 유전자 사이의 일부분인 2,105bp를 결정하였다. 이어

서, 16S rRNA에서 CO1 유전자 사이에 4,167bp의 염기서열을 결정하였다. 16S rRNA에서

CO1 유전자 사이의 배열은 전형적인 배열순서를 보여주고 있었고, tRNA의 2차 구조 또한 전

형적인 네잎클로버 형태를 갖고 있었다 (그림 V-58).

그림 V-58. 남생이의 미토콘드리아 유전체 중에서 

16S rRNA와 CO1 유전자 사이에 있는 tRNA의 구조
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▪ 남생이의 염기서열 및 annotation (4,305bp)
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▪ 계통 (Systematics)

Phylum Chordata 척삭동물 문

Class Reptillia 파충 강

Order Squamata 뱀 목

Family Colubridae 뱀 과

▪ 기상 (Diagnosis)

몸길이 : 1.5∼1.8m

▪ 서식처 (Habitat)

민가의 돌담이나 방죽, 밭둑의 돌
틈에 서식.

3.10. 구렁이 (Elaphe schrenckii)

그림 V-59. 구렁이

구렁이 또한 여느 멸종위기 동물군과 마찬가지로 무분별한 밀렵행위와 그로인한 서식지 훼

손으로 인하여 현재 한국산 구렁이 종은 모두 멸종 위기종으로 지정하고 있다 (그림 V-59).

3.10.1. Total genomic DNA 추출

구렁이 근육조직의 일부 (25mg)를 떼어내어 DNeasy Tissue kit (Qiagen, Co.)의 추출과정

을 이용하여 total genomic DNA를 추출한다.

3.10.2. Primer 제작

일부 선행연구를 통하여 밝혀진 뱀 과의 염기서열을 이용하여, 12S rRNA-CO1, CO1-ND5,

ND5-16S rRNA 3부분의 유전자 영역을 증폭하기 위한 primer를 제작하였다 (표 V-30).
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Primer name Primer Sequence Gene region

rCO1-4L 5'-TAC TCA GAC TAC CCA GAY GC-3' CO1

∼CO3uCO3-1L 5'-ATA GTW GAC CCM AGC CCA TGA CC-3' 

rND4-3L 5'-CCA AAA GCC CAY GTA GAR GC-3' CO3

∼ND4uCO3-1H 5'-AAY GTC TCG TCA TCA TTG-3'

rND4-2H 5'-GAT GTT AAK CCG TGG GCR ATT AT-3' ND5

∼16S rRNArCytb-1H 5'-GCG TAG GCR AAT AGG AAG TAT CA-3'

rCytb-2L 5'-TGA GGA CAA ATA TCM TTC TGA GG-3' Cytb

∼16S rRNAr16S-5H 5'-TTT ATY RRG YAA CCA GCT ATC-3'

r16S-2L 5'-CRA CTG TTT ACC AAA AAC AT-3' 16S rRNA

∼ND2rND2-2H 5'-ATT GAT GAG WAK GCT ATR ATT TTT CG-3'

rND2-1L 5'-GCC CCM YTM CAC TTC TGA-3' ND2

∼CO1rCO1-1H 5'-TAG TGG AAR TGW ART GKG CTA CTA C-3'

rCO1-4L 5'-TAC TCA GAC TAC CCA GAY GC-3' CO1

∼CO3uCO3-1H 5'-AAY GTC TCG TCA TCA TTG-3'

mix 1

dNTP(10mM) 2.5㎕

  Forward 

primer 
1.5㎕

Reverse 

primer
1.5㎕

Template 

DNA
3㎕

D. W. 16.5㎕

Total 25㎕

mix 2

10X buffer 5㎕

Taq 

polymerase
0.75㎕

D. W 19.25㎕

Total 25㎕

Temp Time Cycle

92℃ 2min

92℃ 10sec

10

cycles
47℃ 30sec

68℃ 2min15sec

92℃ 10sec

20

cycles

47℃ 30sec

68℃
2min 15sec

+20sec/cycle

68℃ 7min

4℃ forever

     표 V-30. 구렁이에서 사용된 primer 염기서열         

   

3.10.3. PCR 증폭

표 V-31. CO1∼CO3 (약2kb), CO3∼ND4 (약2.5kb), ND4∼Cyt (약4kb), Cytb∼16S rRNA

(약3kb), 16S rRNA∼ND2 (약 3kb), ND2∼CO1 (약3kb)를 증폭하기 위한 Long 

range-PCR 조건 
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3.10.4. 염기서열 결정

구렁이의 전체 미토콘드리아 유전체 염기서열 중에서 ND2에서 CO1 유전자 사이의 일부분

인 2,357bp를 결정하였고, CO1에서 ND4 유전자 사이의 일부분인 4,466bp를 결정하였다. 전체

적인 유전자 사이의 배열은 전형적인 배열순서를 보여주고 있었고, tRNA의 2차 구조 또한 전

형적인 네잎클로버 형태를 갖고 있었다 (그림 V-61).

그림 V-61. 구렁이의 tRNA 2차 구조

그림 V-60. 구렁이 Long 

range-PCR product

IP : 14.49.138.138, 2017-11-03 17:04:38



▪ 구렁이의 염기서열 및 annotation (6,823bp)
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3.11. 감돌고기 (P seudopungtungia nigra)

▪ 계통 (Systematics)

Phylum Chordata 척삭동물 문

Class Actinopterygii 조기 강

Order Cypriniformes 잉어 목

Family Cyprinidae 잉어 과

▪ 기상 (Diagnosis)

몸길이 : 7.7∼10.6cm

▪ 서식처 (Habitat)

수심이 30∼100cm 안팎인 강 중류,
바닥에 자갈이 깔린 맑은 물에 10
여마리의 소단위로 무리지어 생활.

   그림 V-62. 감돌고기

감돌고기는 잉어목 잉어과 모래무지아과로서 2005년 2월 환경부에서 시행한 야생동식물보

호법에 의해 멸종위기야생동식물 Ⅰ급으로 지정된 어류이다 (그림 V-62). 전 세계에서 대한민

국에만 분포하는 한국고유종이며 금강 중상류, 만경강, 웅천천에 서식하고 있으나 환경오염, 댐

축조 등으로 근래에 그 수가 급감하고 있다. 특히, 최근 조사결과에 따르면 웅천천에서는 발견

되지 않고 있다.

3.11.1. Sample 준비

어류채집의 다양한 방법을 이용하여 감돌고기의 집단 서식처인 전라북도 무주군 무주읍 장

백리 남대천에서 대상종의 시료를 확보하였다. 실험 재료로 쓰게 될 표본은 가급적 살아있는

상태로 (혹은 냉동상태) 실험실에 운반하여 total genomic DNA 추출에 이용한다.

3.11.2. Total genomic DNA 추출

감돌고기 생체의 근육조직의 일부 (25mg)를 떼어내어 DNeasy Tissue kit (Qiagen, Co.)의

추출과정을 이용하여 total genomic DNA를 추출한다.
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Primer name Primer Sequence Gene region

S-LA-16S-H
5'-TGC ACC ATT AGG ATG TCC TGA TCC AAC 

ATC-3' 16S rRNA

∼tRNA-Leu
L-12321-Leu

5'-GGT CTT AGG AAC CAA AAA CTC TTG GTG 

CAA-3' 

S-LA-16S-L
5'- GAT GTT GGA TCA GGA CAT CCC AAT GGT 

GCA-3' 16S rRNA

∼tRNA-Leu
H-12321-Leu 5'- GGT CAA CAA ATC ATA AAG ATA TTG G -3'

3.11.3. Primer 제작

감돌고기의 미토콘드리아 분석 연구에 앞서 선행연구 자료 (Kawaguchi et al., 2001 and

Miya and Nishida, 1999, 2000b)를 토대로 어류 분류군의 universal primer를 제작하였다(그림

V-63, 표 V-32). 고안되어진 primer는 16S rRNA와 tRNA-Leu2 유전자의 양방향 영역의 2set

(16SH-LeuL, 16SL-LeuL)이다.

그림 V-63. 어류에서 사용되어진 primer strategy

    표 V-32. 감돌고기에서 사용된 primer 염기서열         
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mix 1

dNTP(10mM) 2.5㎕

  Forward 

primer 
1㎕

Reverse 

primer
1㎕

Template 

DNA
3㎕

D. W. 17.5㎕

Total 25㎕

mix 2

10X buffer 5㎕

MgCl2 5㎕

Taq 

polymerase
0.75㎕

D. W 14.25㎕

Total 25㎕

Temp Time Cycle

92℃ 2min

92℃ 10sec
14

cycles
57℃ 30sec

68℃ 6min 

92℃ 10sec

24

cycles

57℃ 30sec

68℃
6min 

+20sec/cycle

68℃ 7min

4℃ forever

mix 1

dNTP(10mM) 2.5㎕

  Forward 

primer 
1㎕

Reverse 

primer
1㎕

Template 

DNA
3㎕

D. W. 17.5㎕

Total 25㎕

mix 2

10X buffer 5㎕

MgCl2 5㎕

Taq 

polymerase
0.75㎕

D. W 14.25㎕

Total 25㎕

Temp Time Cycle

92℃ 2min

92℃ 10sec
14

cycles
53℃ 30sec

68℃ 7min 

92℃ 10sec

24

cycles

53℃ 30sec

68℃
7min 

+20sec/cycle

68℃ 7min

4℃ forever

3.11.4. PCR 증폭

표 V-33. 16S rRNA gene과 tRNA-Leu gene 사이 (약 7kb)를 증폭하기 위한 Long 

range-PCR 조건 

  

표 V-34.  16S rRNA gene과 tRNA-Leu gene 사이 (약 9kb)를 증폭하기 위한 

Long range-PCR 조건 

  

그림 V-64. 감돌고기 PCR product

① 1kb ladder

② 9kb PCR product

③ 7.2kb PCR product
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3.11.5. 염기서열 결정

얻어진 PCR product 9kb와 7.2kb를 염기서열 분석한 결과 ND5 유전자에서부터 tRNA

Aspartic acid까지 전체 9,961bp를 결정하였다. 이 유전체는 4개의 protein coding 영역, 2개의

rRNA 영역, 1개의 control region, 11개의 tRNA 영역, 2개의 partial gene (trnN, ND5)으로 구

성되어 총 18개의 새로운 유전자 데이터를 추가하였다. 감돌고기의 유전자 배열은 다른 어류들

과 비교했을 때 전형적인 형태를 지닌다 (그림 V-65).

그림 V-65. 감돌고기 미토콘드리아의 tRNA 2차 구조
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▪ 감돌고기의 염기서열 및 annotation (9,961bp)
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▪ 계통 (Systematics)

Phylum Chordata 척삭동물 문

Class Actinopterygii 조기 강

Order Cypriniformes 잉어 목

Family Cobitidae 미꾸리과

▪ 기상 (Diagnosis)

몸길이 : 10∼16cm

▪ 서식처 (Habitat)

물살이 빠르고 바닥에 큰 돌이나
자갈이 많이 깔린 하천의 중상류지
역에서 생활.

3.12. 얼룩새코미꾸리 (Koreocobitis naktongensis)

 

그림 V-66. 얼룩새코미꾸리

얼룩새코미꾸리는 잉어목 미꾸리과의 어류로서 2005년 2월 환경부가 시행한 야생동식물보호

법에 의해 멸종위기야생동식물 Ⅰ급으로 지정되어 보호되고 있으며 낙동강수계에만 제한적으

로 분포한다 (그림 V-66).

3.12.1. Sample 준비

어류채집의 다양한 방법을 이용하여 얼룩새코미꾸리의 집단 서식처인 경상북도 영천시 임고

면 금호강에서 대상종의 시료를 확보하였다. 실험 재료로 쓸 표본은 가급적 살아있는 상태로

(혹은 냉동상태) 실험실에 운반하여 total genomic DNA 추출에 이용한다.

3.12.2. Total genomic DNA 추출

얼룩새코미꾸리 생체 근육조직의 일부 (25mg)를 떼어내어 DNeasy Tissue kit (Qiagen, Co.)

의 추출과정을 이용하여 total genomic DNA를 추출한다.

3.12.3. Primer 제작

얼룩새코미꾸리의 미토콘드리아 분석 연구에 앞서 선행연구 자료 (Kawaguchi et al., 2001

and Miya and Nishida, 1999, 2000b)를 토대로 어류 분류군의 universal primer를 제작하였다

(그림 V-67, 표 V-35). 고안되어진 primer는 16S rRNA와 tRNA-Leu2 유전자의 양방향 영역

의 2set (16SH-LeuL, 16SL-LeuL)이다.
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Primer name Primer Sequence Gene region

S-LA-16S-H 5'-TGC ACC ATT AGG ATG TCC TGA TCC AAC ATC-3' 16S rRNA

∼tRNA-LeuL-12321-Leu 5'-GGT CTT AGG AAC CAA AAA CTC TTG GTG CAA-3' 

S-LA-16S-L 5'- GAT GTT GGA TCA GGA CAT CCC AAT GGT GCA-3' 16S rRNA

∼tRNA-LeuH-12321-Leu 5'- GGT CAA CAA ATC ATA AAG ATA TTG G -3'

mix 1

dNTP(10mM) 2.5㎕

  Forward 

primer 
1㎕

Reverse 

primer
1㎕

Template 

DNA
3㎕

D. W. 17.5㎕

Total 25㎕

mix 2

10X buffer 5㎕

MgCl2 5㎕

Taq 

polymerase
0.75㎕

D. W 14.25㎕

Total 25㎕

Temp Time Cycle

92℃ 2min

92℃ 10sec
14

cycles
57℃ 30sec

68℃ 6min 

92℃ 10sec

24

cycles

57℃ 30sec

68℃
6min 

+20sec/cycle

68℃ 7min

4℃ forever

그림 V-67. 어류에서 사용되어진 primer strategy

    표 V-35. 감돌고기에서 사용된 primer 염기서열         

   

3.12.4. PCR 증폭

표 V-36. 16S rRNA gene과 tRNA-Leu gene 사이 (약 7kb)를 증폭하기 위한 Long 

range-PCR 조건
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mix 1

dNTP(10mM) 2.5㎕

  Forward 

primer 
1㎕

Reverse 

primer
1㎕

Template 

DNA
3㎕

D. W. 17.5㎕

Total 25㎕

mix 2

10X buffer 5㎕

MgCl2 5㎕

Taq 

polymerase
0.75㎕

D. W 14.25㎕

Total 25㎕

Temp Time Cycle

92℃ 2min

92℃ 10sec

14

cycles
53℃ 30sec

68℃ 7min 

92℃ 10sec

24

cycles

53℃ 30sec

68℃
7min 

+20sec/cycle

68℃ 7min

4℃ forever

그림 V-68. 얼룩새코미꾸리 PCR product

① 1kb ladder

② 9kb PCR product

③ 7.2kb PCR product

표 V-37. 16S rRNA gene과 tRNA-Leu gene 사이 (약 9kb)를 증폭하기 위한 Long range-PCR 

조건 

  

3.12.5. 염기서열 결정

9kb와 7.2kb PCR product의 염기서열 분석 결과 trnL2 유전자에서부터 16S rRNA 유전자

까지 7,281bp의 서열을 얻었다. 이 유전체는 3개의 protein coding 영역, 1개의 rRNA 영역, 1

개의 control region, 5개의 tRNA 영역, 2개의 partial gene (16S rRNA, trnL2)으로 구성되어

총 10개의 유전자 데이터를 얻었다. 얼룩새코미꾸리의 유전자 배열은 어류의 전형적인 형태를

그대로 가진다 (그림 V-69).
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그림 V-69. 얼룩새코미꾸리 미토콘드리아의 tRNA 2차 구조

▪ 얼룩새코미꾸리의 염기서열 및 annotation (7,281bp)
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▪ 계통 (Systematics)

Phylum Chordata 척삭동물 문

Class Actinopterygii 조기 강

Order Siluriformes 메기 목

Family Bagridae 동자개 과

▪ 기상 (Diagnosis)

몸길이 : 63∼92㎝

▪ 서식처 (Habitat)

물이 맑고 바닥에 자갈이나 큰 돌
이 깔린 하천 상류지역의 소에서
생활.

3.13. 꼬치동자개 (P eudobagrus brevicorpus)

 

그림 V-70. 꼬치동자개

꼬치동자개는 메기목 동자개과로 대한민국의 고유종이며 멸종위기야생동식물Ⅰ급이며 천연

기념물 제455호로서 낙동강 일부 수역에만 제한적으로 분포하고 있다 (그림 70).

3.13.1. Sample 준비

어류채집의 다양한 방법을 이용하여 꼬치동자개의 집단 서식처인 경상북도 영천시 임고면

금호강에서 대상종의 시료를 확보하였다. 실험 재료로 쓰여질 표본은 가급적 살아있는 상태로

(혹은 냉동상태) 실험실에 운반하여 total genomic DNA 추출에 이용한다.

3.13.2. Total genomic DNA 추출

꼬치동자개 생체의 근육조직의 일부 (25mg)를 떼어내어 DNeasy Tissue kit (Qiagen, Co.)

의 추출과정을 이용하여 total genomic DNA를 추출한다.

3.13.3. Primer 제작

꼬치동자개의 미토콘드리아 분석 연구에 앞서 선행연구 자료 (Kawaguchi et al., 2001 and

Miya and Nishida, 1999, 2000b)를 토대로 어류 분류군의 universal primer를 제작하였다 (그림

V-71, 표 V-38). 고안되어진 primer는 16S rRNA와 tRNA-Leu2 유전자의 양방향 영역의 2set

(16SH-LeuL, 16SL-LeuL)이다.
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Primer name Primer Sequence Gene region

S-LA-16S-H 5'-TGC ACC ATT AGG ATG TCC TGA TCC AAC ATC-3' 16S rRNA

∼tRNA-LeuL-12321-Leu 5'-GGT CTT AGG AAC CAA AAA CTC TTG GTG CAA-3' 

S-LA-16S-L 5'- GAT GTT GGA TCA GGA CAT CCC AAT GGT GCA-3' 16S rRNA

∼tRNA-LeuH-12321-Leu 5'- GGT CAA CAA ATC ATA AAG ATA TTG G -3'

mix 1

dNTP(10mM) 2.5㎕

  Forward 
primer 

1㎕

Reverse 
primer

1㎕

Template 
DNA 3㎕

D. W. 17.5㎕

Total 25㎕

mix 2

10X buffer 5㎕

MgCl2 5㎕

Taq 
polymerase 0.75㎕

D. W 14.25㎕

Total 25㎕

Temp Time Cycle

92℃ 2min

92℃ 10sec
14

cycles
57℃ 30sec

68℃ 6min 

92℃ 10sec

24

cycles

57℃ 30sec

68℃
6min 

+20sec/cycle

68℃ 7min

4℃ forever

그림 V-71. 어류에서 사용되어진 primer strategy

   표 V-38. 꼬치동자개에서 사용된 primer 염기서열         

   

3.13.4. PCR 증폭

표 V-39. 16S rRNA gene과 tRNA-Leu gene 사이 (약 7kb)를 증폭하기 위한 Long 
range-PCR 조건 
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mix 1

dNTP(10mM) 2.5㎕

  Forward 

primer 
1㎕

Reverse 

primer
1㎕

Template 

DNA
3㎕

D. W. 17.5㎕

Total 25㎕

mix 2

10X buffer 5㎕

MgCl2 5㎕

Taq 

polymerase
0.75㎕

D. W 14.25㎕

Total 25㎕

Temp Time Cycle

92℃ 2min

92℃ 10sec

14
cycles53℃ 30sec

68℃ 7min 

92℃ 10sec

24
cycles

53℃ 30sec

68℃ 7min 
+20sec/cycle

68℃ 7min

4℃ forever

표 V-40. 16S rRNA gene과 tRNA-Leu gene 사이 (약 9kb)를 증폭하기 위한 Long 

range-PCR 조건 

  

3.13.5. 염기서열 결정

9kb와 7.2kb PCR product의 염기서열 분석 결과 trnS2 유전자에서부터 16S rRNA 유전자

까지 7,196bp의 염기서열을 결정하였다. 이 유전체는 3개의 protein coding 영역, 1개의 rRNA

영역, 1개의 control region, 6개의 tRNA 영역, 2개의 partial gene (16S rRNA, trnS2)으로 구

성되어 총 11개의 유전자 데이터를 얻었다. 꼬치동자개의 유전체 분석은 앞서 분석된 잉어목의

어류 2종과는 다른 메기목 어류이지만 동일한 형태의 유전자 배열 상태를 보임을 확인하였다.

▪ 꼬치동자개의 염기서열 및 annotation (7,196bp)
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종 명 완료된 염기서열

1. 반달가슴곰 15,556bp

2. 호랑이 9,807bp

3. 수달 5,905bp

4. 산양 2,716bp

5. 사향노루 7,092bp

6. 황새 6,206bp

7. 수리부엉이 5,932bp

8. 올빼미 4,470bp

9. 남생이 4,305bp

10. 구렁이 6,823bp

11. 감돌고기 9,961bp

12. 얼룩새코미꾸리 7,281bp

13. 꼬치동자개 7,196bp

4. 고찰

4.1. 연구 결과 요약

척추동물13종의 미토콘드리아 유전체 분석을 실시하여 총 93,250bp의 염기서열을 확인하였

다 (표 V-41). 짧은 시간내에 동시다발적인 실험이 이루어졌고 분석의 시간이 매우 지연되었

기 때문에 전체 염기서열을 보고서상에 표기하기는 못하였으나 나머지 영역의 염기서열을 현

재 분석중이므로 곧 그 결과를 얻을 수 있을 것이다 (DB 참조: http//grresk.korea.ac.kr).

표 V-41. 척추동물 13종의 염기서열 분석 결과

4.2 전체 미토콘드리아 염기서열의 활용방안

연구 목적에서도 뚜렷이 나타나있듯 본 연구를 통하여 얻어진 연구 결과들은 멸종 위기종

의 유전자 자원 보전을 위한 매우 의미 있는 결과물이라고 할 수 있다. 주로 부분적인 염기서

열들로만 이루어진 기존의 연구 유전자 결과물들은 유전자 자원의 보전을 위해 그 한계가 있
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을 수밖에 없음은 자명한 일이다. 핵 내의 유전체 전체의 염기서열 분석이 이루어지면 좋겠으

나, 현실 여건상 쉽지 않은 일이기에 그 대안으로 미토콘드리아 전체 유전체의 염기서열을 밝

히는 것은 의미가 있다고 생각된다. 더욱이 관련 연구 분야에서 미토콘드리아 유전체의

components들을 연구 대상 유전자로서 사용하는 빈도가 최근에 부쩍 증가하는 양상을 보이는

것은 이 소기관 유전체의 가치와 다양한 분야에서의 활용 가능성을 반증하는 것이라고 할 수

있겠다. 다음은 본 연구결과의 상세 기대효과와 활용방안의 예시이다.

▪ 멸종위기 동물종의 소기관유전체 유전자원을 확보, DB화함으로서 멸종위기종의 유전자원 보전

에 기여할 수 있다. 즉, 기초자료의 확보와 보전으로서의 의미가 크다.

▪ 연구 대상종에서 결정된 전체 미토콘드리아 유전체의 염기서열은 근연종의 미토콘드리

아 유전체 염기서열 결정 시 용이성을 증대시켜준다.

▪ 근연종이나 외래 유입종과의 유전적 차이를 밝히는 데에 활용될 수 있으며, 종 동정을

위한 마커 개발에 활용할 수 있다.

▪ 미토콘드리아 유전체의 진화(nucleotide substitution, deletion, insertion 등) 속도가 핵

내의 유전체보다는 평균적으로 10배 이상 빠른 것으로 알려져 있어, 멸종 위기종의 분

자진화학적 특성을 이해하는 데에 활용될 수 있다.

▪ 미토콘드리아 유전체 내에서 일어나는 gene loss, gene rearrangement, gene

duplication 등은 관련 동물군의 계통유연관계를 추정하거나, 비교유전체학적 연구를 수

행하는 데에 매우 의미 있는 정보를 제공해 준다.

▪ 다양한 척추동물군의 미토콘드리아 유전체의 특성(변이 패턴, 속도, 진화적 특성, 동물

군별 특이성 등)을 이해하는 것은 종국적으로 인간 미토콘드리아 유전체의 변이 양상

과 진화적 특성을 규명하는 데에도 긍정적으로 활용될 수 있다.

▪ 본 연구의 지속적인 시행은 미토콘드리아 유전체 연구의 세계적인 흐름을 주도할 수

기반 조성에 매우 크게 이바지할 수 있을 것으로 기대된다.

4.3. 향후 연구계획

계획대비 미진한 연구결과 부분은 2월 중에 대부분 완료될 것을 기대하고 있다. 13종으로부

터 미토콘드리아 유전체의 전체 염기서열을 밝히는 것은 1년이 채 되지 않는 짧은 연구 기간

과 연구 내용에 비해 상대적으로 적은 연구비 규모로 인해 결코 쉽지 않은 일이었음을 밝히고

싶다. 연구의 용이성과 효율성을 증대시키고 연구의 지향점을 보다 명확히 하기위해 다음과 같

이 향후의 연구 방향과 개선점을 기술한다.
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▪ 멸종위기종이나 감소추세종을 대상으로 미토콘드리아 전체 유전체 염기서열을 결정하는 사

업은 환경부와 같은 정부 기관에서 지속적으로 추진해 나가야할 사업 중 하나임이 분명하

며, 본 사업의 특성상 계속 과제로 장기간에 걸쳐 시행될 수 있어야 한다.

▪ 다만, 1년이라는 연구 기간 동안 수행이 가능한 보다 현실적인 종 수의 결정이 필요하다.

지난해와 동일한 연구여건(연구비 규모와 연구 기간)이라고 가정했을 때, 합리적인 연구 대

상 종 수는 4종-5종 정도가 최대라고 사료된다. 만약 매년 10종 이상(혹은 그 이상)의 결

과물을 도출하기 원한다면, 본 연구에 추가로 참여하는 대학원생의 인건비와 재료비 추가

등을 감안하여 연구비를 증액, 현실화할 필요가 있을 것으로 생각된다.

▪ 또한 한해에 다양한 분류군(포유류, 어류, 조류, 파충류 등)으로부터 미토콘드리아 유전체

연구를 수행하는 것 보다는 (본 연구가 지속적으로 이루어질 연구라는 가정하에) 년차별로

분류군을 구분하여 연구를 수행하는 것이 보다 효율적인 연구 방향이라 생각된다.

▪ 위와 같은 이유로, 차년도 연구에서는 여러 분류군 중 하나의 분류군(예: 어류)을 우선 선정

하고, 이를 중심으로 5종의 멸종위기종으로부터 전체 미토콘드리아 유전체 염기서열을 결

정하는 것이 보다 합리적인 연구 방향일 것으로 사료된다. 이후로는 중장기적인 플랜을 가

지고 분류군을 연차별로 나누어, 매년 체계적으로 연구를 수행해 나가면 좋을 것이다.
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Ⅵ. 멸종위기 생물종의 유전자 분석·연구 방향

1. 주요생물자원 유전자 분석의 필요성 및 향후 주요생물자원 유전자분

석연구사업 방향 제시

1.1. 연차별 척추동물 분석대상 종 선정을 위한 우선순위의 기준 제시

다음에 예시한 요인들을 고려하여 한반도 생물종 중 유전자 분석이 필요한 종의 예비 리

스트를 작성한다. 다수의 전문가의 의견이 집약된 객관적인 우선순위 결정의 기준을 마련하기

위하여 전문가들의 합의하에 각 요인에 경중을 고려한 가중치를 준 점수를 부여한다. 여러 전

문가들이 각 요인에 대한 점수를 매기고, 점수화된 가중치에 따라 각 요인의 점수를 집계하여

객관적인 유전자 분석 대상종의 우선순위를 마련한다.

1.1.1. 보전 및 복원에 있어 시급성

개체군 상태와 보전에 있어 시급성 여부를 판단하기 위해서 멸종위기종 지정 여부, 천연

기념물 지정 여부, IUCN 적색목록 상태, CITES 기재상태 등의 공식적, 법적 지위와 기록을

참고한다. 또한 환경부 발표 멸종위기종 복원계획을 참고한다.

1.1.2. 계통분석을 위하여 기록이 명확한 국내 개체군과 해외 개체군의 유전자 샘플

확보 여부 및 향후 샘플 확보 가능성

아무리 유전자 분석이 시급하고 중요하다 하더라도 샘플이 확보되어 있지 않거나 앞으로

확보할 수 있는 가능성이 낮다면 유전자 분석을 수행할 수 없다. 그러므로 우선순위 결정에 있

어 샘플 확보 여부와 확보 가능성을 고려하여야 한다.

1.1.3. 계통분석 또는 집단분석이 가능한 샘플의 수 확보 또는 확보 가능성 여부

계통분석을 위해서는 집단, 아종 또는 종 당 수 개의 개체 샘플로도 분석이 가능할 수 있

지만 집단분석을 위해서는 적어도 수십 개체 이상의 샘플 확보가 가능하여야 한다.
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1.1.4. 집단분석이 용이한 마커의 존재 여부

집단분석을 위해서는 미토콘드리아, RAPD, ISSR, minisatellite, microsatellite 등의 마커

를 사용할 수 있다. 이 중 집단분석에 가장 유용한 마커인 microsatellite은 그 마커 개발에 상

당한 시간과 자원이 요구되기 때문에 해당종 또는 근연종에서 이미 개발된 마커가 존재하는지

여부를 고려하여야 한다. 유용한 마커가 존재하지 않는다면 마커 개발이 선행되어야 한다.

1.1.5. 해당종 또는 근연종에 관한 기존 유전자 연구결과의 가용성 여부

해당종과 근연종에 대한 어느 정도의 연구 결과가 이미 존재한다면, 기존 연구와 같은 방

법 및 유전자 마커를 사용하여 연구를 지속함으로 연구 결과를 비교, 분석, 해석하기가 훨씬

용이할 수 있다.

1.1.6. 사회, 경제, 문화적 중요성을 가지는 깃대종 여부

어떤 종은 비록 멸종위기종은 아니지만 한국의 사회, 경제, 문화적으로 중요한 의미를 지

닐 수 있다. 예를 들어 멧돼지는 멸종위기종도 아니고 오히려 개체수가 과다하여 문제가 될 수

있는 종이지만, 한국에서 집돼지와 교배가 가능한 근연종이기 때문에 사회, 경제적 중요성을

가진다. 즉 멧돼지의 강인한 유전자를 이용하여 집돼지의 질병에 대한 저항성 강화, 육질개선

등 품종개량에 이용할 수 있으며, 아시아 전체 야생 멧돼지 집단의 유전적 분석을 통하여 아시

아 지역 집돼지 및 한국의 토종집돼지의 기원에 대한 연구가 가능하다. 또한 구제역, 오제스키

병 등 축산 분야에 커다란 영향을 미치는 질병 전파 양상에 대한 자료를 얻는 것도 가능하다.

1.1.7. 생태계 건강의 지표종 여부

생태계 변화 양상을 모니터링할 수 있는 지표종으로서 역할을 하기 위해서는 해당종의

유전적 배경에 대한 자료가 필요하다. 멸종위기종 보다는 오히려 모니터링 지역을 대표하는 우

점종이 지표종으로서 더 적합할 수 있다.

1.1.8. 공중 보건적 중요성

어떤 종은 사람에게 전파되는 인수공통질병의 매개자로서 중요한 역할을 할 수 있다. 예

를 들어 한강 이북 지역에서 너구리는 광견병의 주요한 매개자로서 공중보건적으로 대단히 높
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은 중요성을 지닌다. 광견병은 이미 일부 지역에서 한강을 남하하여 지속적으로 확산되고 있는

추세이기 때문에 너구리의 기본적인 생태와 분산(dispersal) 양상, 그리고 분류 및 유전학적 정

보는 광견병의 전파 경로에 대한 중요한 단서를 제공할 수 있기 때문에 비록 너구리가 멸종위

기종이 아니더라도 그 유전적 연구가 시급하게 된다.

1.1.9. 학문적 중요성

어떤 종은 최근 학계에서 논쟁이 되고 있는 분류, 진화, 생태, 보전 등의 문제와 연관되어

있어 있을 수 있으며, 이러한 종은 학문적 중요성을 지닌다.

1.1.10. 고유종 또는 분류학적으로 독특한 위치에 있는 종

고라니(Hydropotes inermis)는 비록 우리나라에서는 매우 흔한 종이지만 세계적으로는

중국 일부 지역과 한반도에서만 서식하는 독특한 종이다. 더욱이 중국의 고라니 개체군은 멸종

위협에 처해 있어 우리나라 고라니의 유전적 독특성에 대한 연구가 절실한 실정이다.

2. 보전생물학적 측면에서 유전적 분석 가이드라인 제시

2.1 유전자 분석이 보전에 중요한 이유

2.1.1. 보전유전학의 배경과 목표

보전유전학은 생물다양성의 감소라는 지구적 위기에 대처하는 과학적 방법을 모색하는

보전생물학의 중요한 한 분야로써, 생물다양성을 보전하고 종의 멸종 추세를 반전시키거나 감

소시키는 것을 목표로 하며, 이 목표를 위하여 유전학적 이론과 기법을 응용하는 비교적 신생

학문분야이다 (Frankham 등, 2002).

보전유전학이 ‘보전’하고자 하는 생물다양성이란 지구상에 존재하는 모든 다양한 생명 형

태를 말하며, 여기에는 보통 세 가지 단계의 다양성, 즉 생태계 다양성, 종 다양성, 유전적 다

양성을 포함한다. 이 세 가지 형태의 다양성 모두가 현재 전지구적 범위로 감소되고 있으며,

그 급진적 감소 추세는 인류에게 경종을 울리고 있다. 세계자연보전연맹(IUCN, 1996) 보고에

의하면 척추동물의 모든 강(class)에서 50% 이상의 종들이 크고 작은 멸종위협에 직면하여 있다.
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식물에서도 12.5%의 관속식물 (vascular plant)이 위협에 처하여 있는 것으로 보고되어

있다. 1600년대 이후 400년 간 멸종된 동식물 종의 수는 800종 이상으로 기록되어 있으며, 그

수는 1900년대 이후 급격히 증가하는 추세이다. 더욱이, 많은 무척추동물 및 식물들이 학자들

에 의하여 발견되고 기록되기 이전에 이미 멸종 되었을 가능성이 크다는 것도 고려해야 할 요

소이다.

여러 가지 다른 방법에 의하여 계산된 현재의 멸종 속도는 자연에서 통상적으로 일어나

는 멸종 속도의 1000배에 이르는 것으로 추정되고 있으며, 한 추정방법에 의하면 포유류와 조

류에 있어서 현재의 멸종 비율이 화석기록에 의하여 추정된 자연에서의 통상적 멸종 비율의

5000 - 10000배에 이르는 것으로 되어 있다.

이러한 높은 비율의 멸종과 생물다양성 감소의 원인은 무엇인가? 그 주된 원인은 잘 알

려진 바와 같이 서식지 감소, 외래종의 침입, 과도한 이용, 환경오염 등이며, 이들 원인들은 모

두 직․간접적으로 인간의 활동, 그리고 인구의 급격한 증가와 연관되어 있다. 인간과 관련된

활동으로 인하여 특정 종의 개체군 크기가 심각하게 감소하게 되면, 그 종의 생존은 확률적 영

향(storchastic effects)에 크게 영향을 받게 된다. 확률적 영향이란 소수개체군이 겪게 되는 환

경적(environmental), 개체군통계학적(demographic), 그리고 재난에 의한 영향(catastrophic), 유

전적(근교퇴화와 유전적 다양성의 감소) 요인에 의한 개체군 크기의 요동을 의미하며, 비록 특

정 개체군이 감소하게 된 본래의 원인(서식지 감소, 밀렵, 외래종의 침입 등)이 제거된다 할지

라도 소수개체군이 겪게 되는 이러한 문제들은 계속해서 종의 생존확률(또는 멸종확률)에 영향

을 미치게 된다.

이러한 소수개체군이 받게 되는 영향은 보전생물학에 있어 주요한 연구과제이며, 보전유

전학은 특히 이들 중 유전적 영향과 그 영향을 최소화시키는 유전적 관리방안에 관심을 가진

다. 그러므로 소수개체군의 멸종에 미치는 유전적 요소는 세 단계의 생물다양성, 즉 생태계,

종, 유전적 다양성 중 세 번째 다양성과 직접적 관련이 있으며 또 종 다양성의 보전에 있어 필

수적인 요소가 된다. 보전유전학은 하나의 응용학문으로서 전통적인 진화생물학, 집단 및 정량

유전학, 분류학에 그 뿌리를 두고 있다.

왜 우리는 종의 멸종과 생물다양성의 감소를 최소화하기 위하여 노력하여야 하는가? 생

물다양성은 인류에게 어떠한 가치를 제공하는가? 말할 것도 없이 인류는 지금까지 생존을 위

하여 생물다양성의 구성요소가 제공하는 다양한 자원에 의존하여 왔다. 이러한 생물자원에는

식품, 의약품, 의복을 위한 천연섬유, 고무, 목재 등이 포함된다. 식물에 의한 산소의 생산, 산

림에 의한 기후의 조절, 영양소의 순환, 자연적 천적에 의한 작물의 보호, 곤충에 의한 작물의
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수분 등, 생태계는 그 가치를 헤아릴 수 없는 많은 생물학적 기능들을 인류를 포함한 모든 생

명체에게 무료 서비스로 제공하고 있다. 또한 인간은 살아있는 다양한 종류의 생물로부터 심미

적, 정서적 즐거움을 얻는다. 예를 들어 장식용 원예식물을 재배하거나 애완동물을 키우는 일,

동식물원을 방문하거나 국립공원, 자연보호지구, 생태관광지를 탐방하는 활동 등을 통하여 정

서적인 만족감을 느끼는 것이다.

이렇게 생물다양성이 우리에게 제공하는 유익한 측면 이외에도 윤리적인 이유에 의하여

생물다양성을 보전하여야 하는 당위성을 찾을 수도 있으며, 많은 사람들은 이 윤리적 동기를

생물다양성과 종 보전의 가장 중요한 이유로 생각한다. 즉, 이 지구상의 어떠한 종도 다른 종

을 멸종에 이르게 할 권리가 없다는 것이다. 인간이 단순히 고등한 생물이기 때문에 다른 종을

멸종시킬 권리를 가질 수 없으며, 오히려 예민한 지구 생태계의 균형을 지키고 보호함으로 모

든 다른 생명체와 더불어 살아가야 할 더 큰 책임을 진다는 것이다. 이러한 사상은 어느 인간

종족도 다른 종족을 학살할 권리가 없다는 믿음과도 상통한다.

2.1.2. 보전유전학의 응용분야

보전유전학이 구체적으로 멸종의 방지와 생물다양성의 보전에 기여할 수 있는 방법으로

다음과 같은 응용분야들이 있다.

▪ 분류학적 불확실성을 해소하거나 종 내의 보전단위(conservation unit) 또는 관리단위

(management unit)을 확립하는데 도움을 준다.

멸종위기종의 명확한 분류는 종에 대한 이해를 도우며 종 내에도 구별해서 관리하여야

할 개체군을 식별할 수 있도록 한다. 이것은 지역적으로 특이한 아종 또는 관리단위를 구별하

고 잡종화를 방지함으로 그 지역의 생태에 적합하게 진화한 개체군을 보전할 수 있게 한다. 예

를 들어 한국산양(Amur goral)의 분자계통에 관한 최신 연구결과는 한국산양이 중국남서부나

일본산양과는 유전적인 차이가 있으며 러시아(연해주)의 산양과 가깝다는 것을 보여 줌으로,

러시아산양의 생태자료가 한국산양의 보전에 응용될 수 있음을 시사한다(Min et al, 2002). 또

한 지리산 반달가슴곰 개체군을 보강하기 위한 재도입에 사용될 개체들은 지리산 개체군과 같

은 아종 또는 관리단위에 속한 것이어야 할 것이며, 여기에 미토콘드리아 DNA 염기서열 분석

이나 핵 내 마커 분석 등 유전학적 해석이 크게 도움이 되었다. 정확한 종과 아종의 분류는 멸

종위기종의 보호를 위한 법률제정에 있어 보호대상이 되는 종의 구분을 명확히 함으로 법 해

석과 집행에 있어 혼선을 예방할 수 있다. 한편 한정된 자원으로 보호대상이 되는 모든 동물에

대하여 똑같은 지원이 불가능하므로 보호대상의 우선순위를 정할 때 분류학의 도움을 받을 수
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있다. 즉, 분류학적으로 독특한 것, 혹은 계통학적 분리점이 깊은 종이 그렇지 않은 종보다 보

전대상으로서 우선순위를 가질 것이다.

▪ 유전적 건강성에 문제가 있는 개체군을 식별하고 집단구조와 유전자 흐름을 파악할 수 있

다.

유전자 마커 분석으로 개체군들의 유전적 다양성을 비교함으로 유전적 건강성에 문제가

있는 개체군을 식별할 수 있고, 또한 집단유전학적 분석에 의하여 집단구조와 집단 사이의 유

전자 흐름의 정도를 파악함으로 적절한 관리방안을 수립할 수 있다(O'Brien 1994 a, b).

▪ 근친퇴화와 유전적 다양성의 감소를 최소화시키는 개체군의 유전적 관리방법을 제시함으로

멸종위험도를 낮출 수 있다.

멸종위기에 처한 많은 소수개체군들과 동물원 등과 같은 서식지외 보전기관에서 번식되

는 개체군은 흔히 근친교배도가 높으며 유전적 다양성이 감소되어 있다. 근친교배는 생식능력

과 생존능력을 감퇴시키며 따라서 직접적으로 멸종위험도를 증가시킨다. 개체군의 유전적 다양

성이 낮아지면 그 개체군이 환경변화에 적응할 수 있는 능력이 약화되고 따라서 장기적인 생

존능력이 줄어든다. 근친교배와 유전적 다양성의 감소로 인하여 생존능력이 약화된 개체군의

유명한 예가 Florida panther의 경우로서, 정자의 질과 양의 감소, 기형정자 등 근친퇴화의 영

향이 보고되었다(O'Brien 등, 1990). 이러한 보전유전학 및 보전생물학적 연구 결과에 근거하

여, 보전당국은 유전적으로 가장 가까운 텍사스의 개체들을 도입함으로 이러한 악영향을 극복

할 수 있었다. 비록 체계적 연구는 없었지만, 우리나라의 지리산 반달가슴곰 개체군도 현재 5

내지 8 마리를 넘지 못하므로 근친퇴화와 유전적 다양성의 감소를 피하지 못할 것으로 추정된

다. 따라서 2001년에 IUCN/SSC 산하의 Conservation Breeding Specialist Group (CBSG) 협

력에 의한 지리산 반달가슴곰 개체군 생존능력 분석(Population and Habitat Viability

Assessment, PHVA)에 의하면, 이 개체군의 생존확률은 향후 20년 간 50%를 넘지 못한다

(Lee 등, 2001). 이러한 근거에 의하여 환경부와 국립공원관리공단은 본래의 지리산 반달가슴

곰과 유전적으로 가까운 개체들을 지리산에 재도입하는 프로젝트를 추진하고 있다.

▪ 비침습적 방법(non-invasive sampling)에 의한 유전적 분석 기법은 개체군 보전에 필수적

인 생태정보를 얻는데 이용될 수 있다.

즉 털이나 분변 DNA를 이용한 유전적 분석은 개체식별, 암수구별, 번식 구조, 개체군의

구조, 개체수, 유전적 다양성의 정도, 서식범위 등의 정보를 얻는데 이용될 수 있다. 예를 들어
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피레네 산맥의 불곰 개체군은 분변의 DNA 및 발자국 분석에 의하여 그 개체군 크기와 암수비율,

서식범위를 결정할 수 있었고 이것은 관리대책 수립에 중요한 도움을 주었다(Taberlet 등, 1997).

▪ 분자유전학은 야생동물의 보호를 위한 법 집행에 있어서도 중요한 역할을 할 수 있다.

예를 들어 밀렵한 동물로 제조한 것으로 의심받는 한약재, 박제품, 육류 등이 가축에서

나온 것인지 혹은 보호대상인 야생동물로 제조한 제품인지를 구별하는 데 DNA 분석은 결정적

인 역할을 할 수 있다. 야생동물유전자원은행에서는 제주도 검찰청에서 의뢰한 밀렵된 야생동

물의 고기로 의심되는 시료를 유전자 분석을 통해서 실제로 수렵이 금지된 종이나 성별을 판

정하여 밀렵단속에 기여한 사례가 있다 (An et al, 2007)

2.2. 보전생물학에 응용하기 위한 유전자 분석 전략 및 마커의 선택

2.2.1. 보전단위 설정을 위한 계통연구 전략 및 마커의 선정

보전유전학적 응용을 위한 유전자 분석의 첫 번째 목적은 보전단위(conservation unit) 또

는 관리단위(management unit)을 확립하는 일이다. 보전단위 또는 관리단위란 보전 혹은 관리

를 위하여 유지되어야 할 종 내의 분류군을 의미한다. 종 자체가 보전단위가 될 수도 있지만,

대개의 경우 종 내의 유전적 변이를 보전하기 위하여 아종, 품종, 변종 등의 종 이하의 분류단

위가 보전단위가 된다.

보전단위가 정확히 설정되지 못한다면 멸종위기에 처한 집단임에도 불구하고 부정확한

분류로 인하여 법적 보호를 받지 못하게 되어 멸종이라는 결과에 이를 수도 있고, 또 반대로

흔한 분류군임에도 불구하고 잘못된 보전단위 설정으로 인하여 과도한 보호를 한다면 정작 보

호를 받아야 할 집단에게 투입되어야 할 예산과 노력을 허비하는 결과를 초래할 수도 있다. 별

도로 분리하여 관리되었어야 할 종 또는 아종이 섞여짐으로 잡종화에 의한 멸종, 또는 잡종약

세 현상이 나타날 수도 있고, 또는 반대로 종이나 아종을 너무 세분하여 관리함으로 근친퇴화

현상을 겪고 있는 집단에게 새로운 유전자를 주입할 기회가 박탈될 수도 있다 (Frankham 등,

2002). 또한 정확한 종 및 아종의 분류는 해당종 또는 아종의 생물학적 특성을 이해하는데 커

다란 도움을 줌으로서 해당종의 보전에 기여한다.

종 내의 보전단위 설정을 위하여 전통적인 아종(subspecies) 단위를 사용할 수도 있으나,

많은 경우에 아종의 분류는 주로 형태지리적 비교에만 근거하거나 빈약한 자료에 의하여 구분
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되어 집단의 진화적 배경을 정확히 반영하지 못하는 약점을 안고 있다. 이러한 약점을 보완하

기 위하여 “진화적으로 의미있는 단위 (Evolutionary Significant Unit, ESU)” 개념이 소개되었

고 지난 15년 동안 보전생물학자들 사이에 사용되어 왔다 (Ryder, 1986; Waples, 1991; Moritz,

1994). 그러나 ESU 개념에 대한 정의에 있어서는 학자들 간에 논란이 있어 왔으며, 시기에 따

라 그 의미가 변천되어 왔다 (Crandall, 2000; Fraser와 Bernatchez, 2001). 초기에는 ESU를 구

분하기 위하여 생태적 자료와 유전적 자료를 함께 사용하는 경향이었으나 점차 유전적 연구방

법이 발달하면서 비교적 객관적인 연구가 용이한 유전적 자료만으로 ESU의 구분을 시도하는

경우가 증가하였다. 따라서 이에 대한 비판이 제기되었으며 최근 보전생물학의 경향은 유전적

자료와 생태적 자료를 함께 강조하고 (Crandall, 2000), 또 ESU의 정의를 한 가지의 도그마에

국한시킬 것이 아니라 경우에 따라 한 가지 또는 여러 가지 정의를 탄력적으로 응용하여야 한

다는 주장도 있다 (Fraser와 Bernatchez, 2001).

그러므로 보전단위를 확립하기 위하여 종 수준보다 상위의 분류체계를 확립하는 일도 필

요하지만, 현재 주로 시급한 문제가 되고 있고 불명확한 것은 종 이상의 분류보다는 종 이하의

분류단위이며, 종 수준 이하의 분류 정보가 보전에 있어 시급한 실정이다.

가까운 예를 들어 현재 환경부에서 의욕적으로 추진하고 있는 반달가슴곰 복원사업의 경

우, 종 이상의 분류에서 현재 보전에 있어 특히 불명확한 것은 없다. 물론 전 세계 곰과 동물

의 8개 종 사이의 진화적 근연관계에 있어 아직도 불확실한 점이 있기는 하지만, 8개의 종을

기본적으로 구분하는 것은 유전자 분석에 의존할 필요도 없이 외형상으로도 매우 명확한 일이

다. 즉 복원을 위한 개체 선정에 있어 이 개체가 반달가슴곰이냐 불곰이냐, 혹은 말레이곰이냐

느림보곰이냐를 구분하는 것은 누가 보아도 명확하다는 것이다. 문제는 같은 반달가슴곰 종 내

에서 이 개체가 어느 아종 또는 보전단위에 속하느냐가 되며, 이것은 외형상으로 명확히 구분

하기 어려운 경우가 대부분이기 때문에 유전자 분석의 도움이 필요한 것이다. 따라서 종 이상

분류에서 불명확한 부분인 곰과 동물의 서로 다른 종 사이의 근연관계를 명확히 하기 위해 대

대적인 유전자 분석계획을 세운다면, 학문적인 목적과 호기심 충족을 위해서는 도움이 될지는

몰라도 한국의 반달가슴곰 개체군 보전과 복원을 위해서는 그리 큰 도움이 되지 못하며, 따라

서 보전과 복원을 위해 효율적으로 사용되어야 할 재원이 크게 낭비될 수 있다.

만일 반달가슴곰(Ursus thibetanus)이라는 종 자체를 하나의 보전단위로 간주한다면, 우

리는 고민할 필요도 없이 국내에 넘쳐나는 곰 농장의 반달가슴곰 중 어떤 개체든지 사용할 수

가 있게 된다. 그러나 반달가슴곰은 남아시아의 아프가니스탄과 파키스탄, 인도, 동남아시아,

중국, 러시아 연해주, 일본에 걸쳐 넓은 지역에 서로 매우 다른 환경에서 서식하고 있기 때문

에 이들 사이에 상당한 유전적, 형태적 및 생태적 변이가 존재한다. 그런데 이를 무시하고 이
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들 지역의 집단들 사이에 개체들을 인위적으로 이동시켜 섞어서 번식을 시킨다면, 오랜 세월에

걸쳐 반달가슴곰 각 지역 집단이 지역적 생태와 환경특성에 맞게 진화하여 온 유전적 다양성

을 보전할 수 없게 되며, 이것은 장기적으로 반달가슴곰의 보전에 악영향을 미치게 된다.

그러므로 대부분 보전 및 복원계획 수립에 있어서 가장 우선적으로 필요한 연구가 종 이

하의 보전단위를 명확히 설정하는 일이며, 이것이 보전생물학과 보전유전학의 기본원칙이다.

즉 우리의 반달가슴곰 복원에 있어서는 한반도의 반달가슴곰이 속하는 보전단위가 무엇이냐

하는 것을 우선 결정한 다음 가능한 그 보전단위에 속하는 집단의 개체를 도입해야 하는 것이

다. 이러한 유전적 연구가 이미 한국야생동물유전자원은행에 의하여 일부 수행되었고 그 결과

에 근거하여 현재 환경부는 지리산 반달가슴곰 복원사업을 위한 개체들을 러시아와 북한에서

수입하여 방사하였다 (이 등, 2004)

그러므로 향후 이루어질 어떠한 복원계획에 있어서도 이러한 원칙은 고수되어야 하며, 명

확한 보전단위 수립을 위한 유전자 분석이 보전과 복원을 위한 유전자 분석의 최우선 목표가

되어야 한다.

어떠한 분류학적 연구에서도 마찬가지이지만 분자유전학적 방법에 의한 계통분류는 분류

군 또는 집단 사이의 유전자 염기서열 또는 유전자형의 유사성과 상이성을 기초로 분석을 하

게 된다. 그러므로 계통연구 대상이 되는 분류군 내에 분화가 가능한 모든 하위분류군 또는 집

단의 시료를 확보하는 것이 중요한 관건이 된다. 예를 들어 우리나라의 고유종(또는 아종)을

확인하기 위한 유전자 연구를 위해서는 우리나라에 서식하는 종 뿐 아니라 이와 유사한 다른

종(또는 아종)의 유전자를 비교 해야만 고유종 여부를 밝힐 수가 있다. 우리나라에 서식하는

종의 유전자 염기서열만 해독하여 고유종임을 주장할 수는 없는 일이며, 학문적으로도 그 가치

는 매우 적을 것이다.

종 내의 보전단위를 확립하기 위한 유전자 분석에는 주로 미토콘드리아 유전자 마커가

사용된다. 미토콘드리아 유전자는 핵 유전자보다 진화속도가 빠르며 모계 유전을 하고 재조합

이 일어나지 않아 종 이하의 계통분석에 유리한 이점을 갖고 있다. 미토콘드리아의 어느 유전

자나 부위를 사용할 것인가는 해당 분류군 또는 종마다 다른 특이성을 갖고 있다. 대개 해당

분류군이나 종의 계통연구를 위해 이미 밝혀져 있는 유전자를 사용하는 것이 다른 종 또는 집

단과의 비교분석을 가능하게 하기 때문에 문헌 및 Genbank와 같은 데이터베이스를 검색해서

해당 분류군을 위해 이미 사용된 마커 유전자를 확인할 필요가 있다.

미토콘드리아 전체 게놈 염기서열을 읽어서 유전자 분석에 사용하는 것도 앞으로의 경향
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이며 계통분석의 중요한 도구가 될 수 있다. 그러나 아직도 미토콘드리아 전체 게놈 해독과 분

석은 상당한 시간과 인력, 자금이 필요한 일이기 때문에 이 방법은 종 이상의 계통분석과 연구

를 위해 주로 사용되며, 종 이하의 보전단위 설정을 위해서는 아직까지 거의 응용되지 않고 있

다. 또한 비록 한반도 내 자생종 또는 고유종의 미토콘드리아 게놈 서열을 확보하였다 할지라

도 그 근연종이나 아종의 게놈 서열이 확보되지 않는 이상 보전이나 계통연구에 있어 그 효용

가치는 매우 제한적이 될 것이다. 오히려 해당종에서 많은 연구자들이 이미 광범위하게 사용하

고 있는 특정 유전자 서열만 제한적으로 읽어서 분석에 사용함으로써 더 적은 비용과 노력으

로 더 많은 샘플을 분석하는 것이 보전단위를 확립하기 위한 유전자 분석의 효율적인 방법이

될 수 있다. 그러므로 미토콘드리아 전체 게놈 분석을 계획한다면 그 목적을 명확히 하고 필요

하다면 게놈 분석이 필요한 특정 분류군을 위주로 하여 장기적으로 계획, 실행하는 것이 한정

된 유전자 분석 자원을 효과적으로 사용하는 길이 될 것이다.

2.2.2. 유전적 다양성 측정, 비교, 및 집단분석을 위한 연구전략 및 마커의 선정

유전적 다양성이란 종 또는 집단 내에 존재하는 여러 다양한 유전적 형태를 말한다. 인류

라는 종 안에 황인종, 백인종, 흑인종 등의 다양한 인종이 존재하고, 한국인 안에서도 그 생김

새와 성격이 제각각인 다양한 개인들이 존재하는 것은 바로 이 유전적 다양성 때문이다. 한 종

이 야생에서 생존해 나가는데 있어 이 유전적 다양성은 필수적이다. 혹시 급격한 환경의 변화

나 질병의 위협 속에서도 유전적 다양성 덕분에 살아남는 개체에 의하여 종이 존속되는 것이

다. 그러나 많은 멸종위기종의 경우 개체군의 크기가 줄어들면 필연적으로 근친번식 정도가 증

가하게 되고 개체들의 유전적 구조가 서로 비슷하게 된다. 즉 유전적 다양성이 줄어드는 것이

다. 이렇게 되면 근교약세 현상에 의하여 동식물들의 생존능력이 퇴화하게 된다. 바로 이러한

근친번식에 의하여 순종의 애견이 만들어지게 된다. 푸들 개를 만들기 위하여는 여러 대에 걸

친 근친번식이 필요하며, 이 때문에 순종 푸들의 모양은 모두 비슷하고 유전적 다양성은 매우

낮다. 반면에, 잡종견은 그 다음 세대에 어떤 개가 나올지 예측이 힘들 정도로 유전적 다양성

이 풍부하다. 그러므로 잡종견일수록 병치레도 별로 없고 새끼도 많이 낳으며 수명도 길다. 사

람이 푸들을 집에서 기를 때는 유전적 다양성이 적다는 것이 큰 문제가 안 되지만, 푸들이 야

생에서 살아갈 능력은 없다. 즉 유전적 다양성이 적어진다는 것은 동식물이 자연 상태에서 생

존해 나갈 능력이 떨어진다는 것을 의미한다. 야생동식물에게 있어 유전적 다양성이 종과 개체

군의 장기적 생존에 있어 중요한 인자의 하나라는 것은 이미 많은 연구결과에 의하여 입증되

어 있다.

집단 내 또는 집단 간의 유전적 다양성은 유전자 분석결과를 유전적 다형성

(polymorphism), 이형접합도(heterozygosity), 대립유전자 다양성(allelic diversity) 등의 형태로
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서 구체적 숫자로 표현하고 비교할 수 있다. 그러므로 한 집단의 유전적 건강성과 장기적 생존

능력을 판단하는 수단으로서 유전적 다양성을 측정하는 일은 보전생물학에서 매우 중요한 의

미를 갖는다. 유전적 다양성의 측정을 위해 사용되는 유전자 마커는 매우 다양하며 기술이 발

달함에 따라 사용되는 마커도 발전하여 왔다. 예를 들어 단백질 전기영동에 의한 동위효소의

분리기법은 초기에 집단유전학 분석을 위해 널리 사용되었으나 DNA를 다루는 기술이 진보되

고 유전자 분석비용이 낮아짐에 따라 이제 주로 DNA 마커를 사용하게 되었다. DNA 분석에

기반한 마커나 기법으로는 DNA fingerprinting (minisatellites), RAPD, AFLP, 미토콘리아

DNA, microsatellite DNA, RFLP, SNP 등이 있다. 이 중 보전유전학의 집단분석에 있어서 초

창기에 많이 사용되었던 DNA fingerprinting, RAPD, RFLP 등은 이제 대부분 microsatellite에

그 자리를 내어 주게 되었다.

Microsatellite은 대개 1-5개 정도의 짧은 염기서열이 연속적으로 반복되어 나타나는

DNA 분절이며 대부분 진핵생물의 게놈에 비교적 고르게 분산되어 존재한다. Microsatellite은

DNA fingerprinting에 사용되는 minisatellite 등에 비해 그 길이가 매우 짧기 때문에 아주 적

은 양의 DNA 시료로도 PCR 증폭에 의하여 안정적으로 분석할 수 있다는 장점이 있다. 이것

은 멸종위기종의 보전유전학에 있어 매우 중요한 이점인데, 그 이유는 멸종위기종은 그 본질상

다량의 혈액이나 조직 샘플을 구하는 것이 불가능하지 않으면 매우 어렵기 때문이다. 멸종위기

종의 유전자 분석에 사용되는 유전자 샘플은 비침습적인 방법(non-invasive method)으로 수집

되는 분변, 털 등의 시료가 주가 되며 이러한 소량의 유전자 시료를 분석하기 위해서는 PCR에

의한 안정적인 증폭이 가능해야 한다. 또한 microsatellite은 매우 높은 집단 내 다양성과 공우

성(co-dominance)을 보이기 때문에 RAPD나 AFLP 등에 비해 명료한 해석이 가능하고 실험의

반복성과 안정성이 높아 신뢰성 있는 마커로 멸종위기종의 보전유전학과 집단유전학적 분석에

의한 집단구조와 유전자 흐름의 연구에 널리 사용되고 있다 (Beaumont and Bruford, 1998;

Bruford and Wayne, 1993; Buchanan et al., 1996; Bowcock et al., 1994).

또 microsatellite 마커는 개체 간에 매우 변이도가 높고 소량의 시료로도 분석이 가능하

기 때문에 몇 개의 유전좌 마커를 조합하면 높은 신뢰도의 개체식별에 이용할 수 있다. 사람과

일부 가축에 있어서 이러한 기법은 이미 보편화되어 있어 범죄수사와 친자확인, 사체확인, 혈

통관리 등에 광범위하게 이용되고 있다. 멸종위기종을 포함한 야생동식물의 관리에 있어서도

microsatellite에 의한 개체식별법과 유전자 분석에 의한 성감별법을 이용하여 개체군의 크기,

서식행동범위 및 암수비율 결정, 사회구조, 복원을 위해 방사된 개체의 추적조사 등 생태적 연

구에 널리 이용되고 있는 실정이다. 이러한 생태적 정보는 전통적인 생태조사 방법으로는 얻을

수 없었거나 얻기가 매우 어려웠던 자료들이며, 이제 생태조사연구에서 이러한 유전적 분석도

구를 이용하는 것은 세계적인 경향이 되고 있다. 여기에서 핵심적인 역할을 하는 유전자 마커
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가 바로 microsatellite이며, 따라서 향후 보전생물학적 관점에서 생물종의 유전자 분석연구를

계획함에 있어 microsatellite marker의 개발과 응용은 필수적인 위치를 차지하여야 할 것이다

(Innan et al., 1997; McCouch et al., 1997; Taberlet et al., 1997; Foran et al., 1997; Nsubuga

et al., 2004; Ruiz-Garcia et al., 2005).

다만 microsatellite은 각 종마다 마커 개발이 독립적으로 이루어져야 하며, 이 마커 개발

에는 상당한 시간과 비용이 필요하다는 불리한 점이 있다. 어떤 분류군에서는 가까운 근연종에

서 개발된 microsatellite 마커를 이용할 수 있는 경우도 있다. 예를 들어 한국산양(Korean

goral, Nemorhaedus caudatus)에서 개발된 마커는 가까운 속인 일본산양(Japanese serow,

Capricornis crispus)의 유전자 분석에도 이용되었다 (An et al., 2005). 그러나 많은 경우 연구

대상종의 마커를 새로 개발해야만 하는데, 마커 개발 기술의 진보로 개발에 필요한 시간과 비

용이 계속 낮아지고 있다 (An et al., 2005). 그러므로 향후 국내 생물자원 및 멸종위기종 보전

과 복원을 위한 유전자 분석 정책수립에 있어 보전유전학의 필수적인 도구로 자리 잡고 있는

microsatellite marker 개발을 위한 계획이 반드시 포함되어야 할 것이다.

2.3. 분석 생물 대상종의 샘플 확보 방안

2.3.1. 야생 동물 자원 은행의 재료 이용 방안

야생동물유전자원은행은 과학기술부에 의하여 2002년 국가지정 연구소재은행의 하나로

지정된 이후 현재까지 국내에서 유일하게 야생동물 (포유류, 조류, 양서 및 파충류) 유전자원

시료를 체계적으로 수집, 확보, 보존, 연구, 관리, 분양하고 있는 기관으로 기능하고 있다. 야생

동물유전자원은행에서 2002년 9월부터 2007년 2월까지 4년 6개월 동안 확보한 유전자원 시료

는 290종에서 유래한 총 3945개체의 시료에 달한다. 또한 같은 기간 동안 분양한 시료 수는

2,809건에 이르고 있다. 각 개체에서는 다양한 조직, 혈액 등의 시료가 여러 형태로 보존되고

있기 때문에 실제 확보한 시료 수는 20,000점 이상에 이른다. 야생동물유전자원은행이 구축한

유전자원 시료 수집망은 야생동물구조센터 네트워크에 크게 의존하고 있다. 야생동물유전자원

은행은 이러한 네트워크 구축을 위하여 일선 야생동물구조센터에 야생동물 구조활동에 필요한

수의학적 기술지원을 제공하고 있으며, 체계적인 구조활동과 유전자원 수집망 구축을 연계시키

기 위한 야생동물 구조치료교육 프로그램 개발, 구조지침서 저술, 유전자원 연구, 야생동물 보

전을 위한 학술활동 등 활발한 활동을 하고 있다.

또한 야생동물유전자원은행은 멸종위기종 보전과 복원의 기반이 되는 보전단위 설정 및
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유전적 다양성 분석연구에 있어 한반도 인근 지역과 국가의 야생동물 유전자 시료와 공동연구

의 중요성을 인식하고 초기부터 해외 유전자 시료 수집 및 공동연구망 구축을 위해 많은 노력

을 기울여 왔다. 그리하여 지금 야생동물유전자원은행은 러시아, 중국, 동남아시아, 일본 등에

유전자 시료 확보와 공동연구를 위한 튼튼한 네트워크를 구축하는데 성공하였다. 야생동물유전

자원은행이 지금까지 구축한 국제협력망은 향후 주요 생물종의 유전적 연구에 필수적인 해외

유전자 시료를 확보하는데 있어 중요한 역할을 할 수 있을 것이며, 해외 유전자원 시료 확보에

있어 국가기관이 아닌 대학으로서 가지는 이점을 최대한 활용할 수 있을 것이다.

더욱이 야생동물유전자원은행은 국내 야생동물 보전유전학 연구에 있어서도 선구자적 역

할을 해왔다. 야생동물유전자원은행은 2001년 4월 세계자연보전연맹 보전번식전문가그룹

(CBSG/SSC/IUCN) 및 환경부와 협력하여 지리산 반달가슴곰 개체군 및 서식지 생존능력 평

가 (PHVA) 워크샵을 개최하였고 (Lee et al, 2001), 그 결과와 지침에 따라 동북아시아 반달가

슴곰의 보전단위 설정에 관한 연구를 수행하여 환경부의 반달가슴곰 복원프로젝트를 위한 학

술적, 이론적 기반을 제공하였다 (이, 2004). 또한 멸종위기 야생동물의 보전유전학적 연구 및

집단유전학, 개체식별, 생태유전학 연구에 필수적인 역할을 하는 microsatellite marker들을 세

계 최초로 개발하는데 성공하였고(Kim et al, 2004; An et al, 2005), 현재 이를 응용하는 연구

를 수행 중이다. 이 외 유전자 분석에 의한 법의학적 연구 (An et al, 2007), 수달, 삵, 여우, 고

라니, 너구리, 다람쥐 등 멸종위기종을 포함하는 한국 야생동물의 보전단위 설정, 유전적 다양

성 및 개체 확인 연구 등을 수행하고 있다.

그동안 야생동물유전자원은행이 국내외 야생동물 유전자 시료를 확보, 수집, 가공, 보관,

DB화, 연구를 위해 구축해 놓은 시스템과 네트워크는 향후 주요 생물종의 유전자 분석연구를

위한 시료로서 중요한 기반이 될 것이며, 이러한 시스템과 네트워크를 유지하기 위한 지원 방

안 및 향후 주요 분류군을 위한 유사한 센터들을 설립, 네트워크화 하는 방안도 주요 생물종

유전자 분석연구의 장기계획에 포함되는 것이 바람직하다.

2.3.2. 야생동물유전자원은행과 국립생물자원관의 유전자원실과 연계 방안 제시

그 동안의 야생동물유전자원은행의 유전자원 시료 확보와 보존, 분양체계 구축 경험은 향

후 국립생물자원관이 비슷한 사업을 개발, 발전, 확대시키는데 중요한 자산이 될 수 있다. 이를

위하여 국립생물자원관과 야생동물유전자원은행은 다음과 같은 분야에서 협력과 역할분담이

가능할 것으로 생각된다.

▪ 야생동물유전자원은행은 국립생물자원관이 유전자원 시료를 확보, 수집, 가공, 관리, 보존하

는데 필요한 기법을 전수하고 전문 인력을 훈련시키는데 기여할 수 있다.

▪ 야생동물유전자원은행과 국립생물자원관은 야생동물 유전자원 시료 수집망 구축에 있어 상
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호 보완적인 협력을 할 수 있다. 한 기관이 위에 열거한 모든 수집망을 구축하고 유지하는

것은 불가능한 일이므로 상호보완적인 협력이 필요하다. 예를 들어 생물자원관은 좀 더 공

식적이고 국가기관이 관련된 수집망 구축에 집중할 수 있으며, 야생동물유전자원은행은 비

공식적인 민간단체들의 연결망 구축에 더 치중하는 등 역할 분담이 가능하다.

▪ 양 기관은 상호 구축한 시료 수집망으로부터 확보한 시료와 정보를 서로 공유하여 국가적

으로 중요한 재산인 유전자원시료가 안전하게 이중으로 보존, 관리되도록 협력할 수 있다.

▪ 양 기관은 각자 확보, 보존하고 있는 시료의 공동 데이터베이스를 구축하여 상호 연동되도

록 함으로 국가 전체적인 유전자원 보유현황파악과 이용자의 검색 편리성에 있어 중요한

기여를 할 수 있다.

▪ 양 기관은 야생동물 유전자 시료를 이용한 야생동물종의 유전적 다양성 및 분화, 분자계통

연구 등에 있어 공동 또는 협동연구체계를 갖출 수 있다. 야생동물유전자원은행은 대학에

위치하고 있어 교육기관으로서 인력확보와 교육프로그램 등의 운영에 이점이 있으며, 생물

자원관은 다양한 생물시료 확보와 접근성에 있어 이점이 있으므로 상호보완적인 연구협력

관계를 유지할 수 있다.

▪ 야생동물유전자원은행이 지금까지 구축한 국제협력망은 향후 야생동물의 유전적 연구에 필

수적인 해외 유전자원 시료를 확보하는데 있어 중요한 역할을 할 수 있다. 해외 유전자원

시료 확보에 있어 국가기관이 아닌 대학으로서 가지는 이점을 최대한 활용할 수 있을 것이

다.
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2.3.3. 야생 집단으로부터 채집 및 이용 방안

 

그림 VI-1. 야생동물 유전자원 시료 수집의 국가체계 제안.
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2.3.4. 채집시 유전자 분석 재료의 수집에 가이드라인 제시

2.3.4.1. 야생동물 유전자 샘플 확보와 수집에서의 원칙

여러 분류군의 유전자 시료 중에서도 야생동물, 특히 포유류와 조류의 유전자원 시료는 식

물이나 하등동물 시료와 달리 능동적인 수집을 위한 포획작업이 쉽지 않으며, 여기에는 많은

노력과 시간, 자금이 필요할 뿐 아니라 안전 및 윤리적인 문제에 봉착할 가능성도 있다. 더욱

이 야생동물의 유전자 샘플에는 야생동물 뿐 아니라 사람과 가축에 치명적인 병원체가 오염되

어 있을 가능성이 있기 때문에 그 수집에 있어 항상 질병전파 문제를 고려하여야 한다. 그러므

로 향후 야생동물의 유전자 샘플 수집체계 구축 및 수집활동에 있어 이러한 특성을 감안하여

다음과 같은 방향과 원칙을 제시한다.

▪ 수집 활동에 있어 수집자나 연구자의 안전과 건강을 최우선으로 고려하여야 한다. 많은 야

생동물의 질병이 사람에게도 전파될 수 있는 인수공통전염병이기 때문에 시료를 다룰 때

질병에 감염될 가능성을 항상 고려하여야 한다. 또한 로드킬 사체 등을 수집할 때 추가적

인 교통사고에 의해 수집자의 안전이 위험에 빠지는 일이 없어야 한다.

▪ 시료 수집활동으로 인하여 생태계를 교란시키는 일이 없어야 한다. 예를 들어 적절한 안전

장치 없이 야생동물의 사체나 조직 시료를 다루고 이동시킨다면 알지 못하는 사이 같은 종

이나 다른 종, 심지어 사람과 가축에게도 질병을 전파시켜 생태계에 위해를 초래하거나 경

제적 손실 또는 인명의 손실을 가져올 수 있다. 최근 문제가 되고 있는 조류인플루엔자나

광견병, SARS와 같은 인수공통전염병은 대표적인 예이다. 그러므로 야생동물 유전자 시료

수집과 운반에 있어 질병을 전파시킬 위험을 최소화하기 위해 모든 노력을 기울여야 한다.

▪ 수집대상 동물개체의 건강, 복지, 안전을 고려해야 한다. 수집행위로 인하여 개체의 생명이

나 복지, 안전을 위태롭게 하는 경우에는 반드시 그에 합당한 이유가 있어야 하고 개체의

희생에 비해 얻는 이득이 훨씬 큰 경우에만 가능하다(예를 들어 인수공통질병 연구를 위한

설치류의 포획). 그러한 경우에도 동물복지를 고려한 인도적인 방법으로 포획하여야 하고

최소한의 공포와 고통을 주는 방법으로 시료를 채취하여야 한다.

▪ 야생동물 사체시료 수집에 있어 가능한 모든 경우에 야생동물 폐사의 원인을 규명하기 위

한 최선의 노력을 기울여야 하며, 사인규명과 시료확보를 동시에 추구하여야 한다. 특히 멸

종위기종이거나 전염성 질병이 의심될 때에는 정확한 사인규명을 최우선의 목표로 하여야
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한다. 정확한 사인규명을 통해서만 멸종위기 개체군을 위협하는 요인을 밝혀내고 이에 대

한 적절한 대책을 마련할 수 있으며, 전염성 질병은 생태계와 인간 및 가축 모두에게 큰

위협이 될 수 있기 때문이다.

▪ 야생동물 유전자원 시료를 수집하는 일은 많은 노력과 시간이 필요한 일이기 때문에 시료

를 확보할 수 있는 모든 기회를 활용할 필요가 있다. 여기에는 야외 생태 조사 시 간혹 발

견되는 야생동물의 사체를 수집하는 일, 야생동물 구조과정에서 발생하는 사체 수집, 로드

킬 사체, 밀렵된 사체 등 다양한 기회를 최대한 활용하여 시료를 확보하여야 한다.

▪ 야생동물 유전자 시료는 그 개개의 시료와 관련된 최대한의 정보가 정확하게 기록되고 그

시료 고유의 식별번호와 함께 데이터베이스화 되어 함께 보존되어야만 가장 높은 가치를

지니게 된다. 만일 정확하지 않은 정보가 입력된다면, 예를 들어 어떤 시료와 함께 입력되

어 있는 채집지역 정보에 오류가 있다면 나중에 이를 분석할 때 전혀 엉뚱한 결과가 나오

게 될 것이고, 연구자는 매우 커다란 혼란에 빠지게 될 수 있다. 그러므로 잘못된 정보와

함께 수집된 시료는 차라리 없느니만 못한 결과를 가져올 수도 있다는 것을 명심하고 정확

한 정보와 함께 시료에도 명확한 표지를 하여 시료와 관련정보가 항상 정확히 연계되도록

하여야 한다.

▪ 야생동물 유전자 시료를 수집할 때는 수집된 시료가 해당종의 전체 집단을 대표할 수 있는

샘플로서 가치를 가지도록 지역, 연령, 성별, 시기, 시료의 형태 등에 있어 치우침이 없이

최대한 무작위적으로 수집하는 것이 바람직하다. 주어진 기회를 활용하여 수집하는 경우,

이런 대표성을 가지는 샘플을 확보하는 것이 쉬운 일은 아닐 것이나 가능한 한 치우침이

없는 시료를 수집할 수 있도록 노력할 필요가 있다.

▪ 가능하면 다양한 분류군과 종의 시료가 수집될 수 있도록 노력하는 것이 바람직하다. 특히

멸종위기종과 쉽게 구할 수 없는 시료를 확보하기 위해 더 많은 노력을 기울여야 한다.

▪ 유전자 시료를 수집할 때 가급적 여러 연구 분야에 활용할 수 있도록 다양한 형태의 시료

들을 동시에 채집, 확보하는 것이 바람직하다.
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2.3.4.2. 유전자 시료 보존, 분양, 연구, 관리체계 구축에서의 방향 및 원칙

▪ 시료의 장기적이고 안정적인 보존을 위한 안전장치가 필요하다. 많은 노력을 들여 수집, 확

보한 시료를 한 군데만 보관하면 여러 형태의 자연 또는 인위적인 재해와 사고에 취약하게

된다. 안정적으로 보존하기 위해서는 단일 기관이나 장소가 아니라 동일한 시료를 여러 기

관이나 장소에 분산하여 보존하는 시스템을 개발하여야 한다. 또 한 가지 시료를 여러 형

태로 가공하여 보존하는 방법도 도움이 될 수 있다. 예를 들어 조직시료의 일부를 분할하

여 -80℃ 이하의 냉동고에 보존하거나, 보존용 완충액에 침지하여 보존하는 방법, 알코올액

에 보존하는 방법, 또는 DNA를 추출하여 보존하는 등 여러 각도에서의 보존방법을 병행하

는 것이 바람직하다. 냉동 시료의 장기 보존을 위해서 정전에 대비한 비상전원의 확보도

필요하다.

▪ 시료 및 관련정보를 체계적으로 유지, 관리할 수 있는 시스템과 데이터베이스의 개발이 병

행되어야 한다. 입수되는 각각의 실물 시료와 함께 관련된 모든 정보가 시료의 고유번호와

정확히 연계되어 DB화 되어 유지, 관리되어야만 수집된 시료는 최대한의 가치를 지니게

된다.

▪ 생물자원 시료는 각 분류군별로 나뉘어져 수집되는 경향이 강하므로 수집된 시료의 최대한

활용을 위해서는 각 수집보존기관들을 연결하는 DB 네트워킹이 필요하다. 이러한 네트워

킹은 각 수집보존기관의 관리자나 국가적 생물자원 조정기구가 손쉽게 현재의 상황을 파악

하고 취약부문을 분석하여 국가 생물자원 확보를 위한 로드맵 구상에 도움을 줄 것이며 수

집, 확보된 생물자원 시료가 최대한 활용되게 할 것이다.

▪ 시료에 관한 정보는 공개되어야 하며 적절한 절차를 거쳐 자격을 갖춘 연구자들에게 분양,

이용되어야 한다. 만일 수집, 확보된 생물자원 시료가 활용되지 못하고 단지 보관만 된다

면, 시료 확보의 의미를 찾기는 어려울 것이다. 생물자원 시료 확보의 목적은 현재와 미래

의 연구자들이 이를 이용하여 생물다양성과 보전, 이용에 관한 연구를 돕는 것에 있다. 다

만, 일반적인 형태 표본과는 달리 유전자 시료의 경우, 시료를 이용하면서 시료가 사용되어

없어지게 되므로 현재의 이용과 미래세대를 위한 보존 사이에 적절한 조화를 이루기 위한

지침 개발이 필요하게 된다.
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3. 보존생물학적 측면에서 유전적 분석 자료의 활용방안 제시

3.1. 보전유전학적 관점에서 필요한 유전자 자료의 산출 가이드라인 제시

3.1.1. 보전단위 설정을 위한 유전자 분석 자료의 산출

보전단위 또는 관리단위 설정을 위한 종 이하의 계통분석을 위해서는 해당종이 분포하는

전 지역을 포괄하는 시료를 확보, 분석할 필요가 있다. 대부분의 경우 아종 또는 진화적으로

의미있는 단위(ESU, Evolutionary Significant Unit)를 설정하기 위한 집단 간의 유전적 거리에

는 종에 따른, 또는 분류군에 따른 진화역사의 특이성이 존재하므로 종을 뛰어넘는 일률적인

기준을 적용하기는 불가능하다. 그러므로 아종이나 보전단위 설정을 위한 유전적 거리의 기준

은 개개종이나 분류군마다 달라지며, 정확한 기준을 확립하기 위해서는 종의 분포지역 내 분화

가 가능한 모든 집단의 샘플을 수집하여 주로 변이가 심한 미토콘드리아 DNA 일부 또는 핵유

전자 일부의 염기서열을 결정한 후 전체적인 집단 간 유전적 거리를 계산하고 계통도를 작성

하여 분석 후, 뚜렷이 분화되어 있는 집단 간의 유전적 거리와 유전적 구조에 대한 종합적 정

보에 더하여 생태적, 형태적, 생물지리적 자료와 특징에 근거한 총괄적인 해석과 판단 하에 아

종 또는 보전단위를 제안하게 된다.

많은 경우, 특히 고등척추동물의 경우 한반도 자생종 또는 근연종의 분포범위는 한반도

인근지역인 중국, 러시아 극동지역, 일본은 물론 동남아시아 및 유라시아 대륙을 포괄하는 경

우가 많다. 그러므로 이러한 종들의 보전단위 설정과 계통연구를 위한 유전자 분석 과정이 단

시일에 이루어지기는 어려울 것이며, 멸종 위기종 및 생물자원 보전 및 복원을 위한 장기 계획

하에 해외 유전자 시료 확보와 공동협력연구를 위한 국제 네트워크 기반 구축에 꾸준한 투자

가 필요하다.

3.1.2. 집단유전학적 분석을 위한 유전자 분석 자료의 산출

미토콘드리아 일부 유전자를 이용한 보전단위 설정연구를 위해서는 분화가 가능한 집단

별로 2-5개체 이상 시료를 확보하는 것으로 충분히 종 이하 계통분석이 가능할 수 있다. 물론

가능하다면 더 많은 시료를 확보하는 것이 바람직하다. 해독이 필요한 유전자는 종에 따라 달

라진다. 해당종에서 이미 해독이 되어 있어 비교할 수 있는 염기서열이 많은 유전자나 변이 정

도가 높은 부위를 선택하는 것이 바람직하며, 이것은 종마다 다를 수 있다.
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집단 내 및 집단 간 유전적 다양성의 비교, 유전자 흐름, 집단구조와 분화 등 보전을 위

한 집단유전학적 분석을 위해서는 한 집단 내 최소 20개체 이상, 가능한 경우 50개체 정도의

시료를 확보하고 분석할 필요가 있다. 만일 집단분석을 위해 미토콘드리아 유전자를 사용한다

면 가장 변이도가 심한 control region (D-loop)이 바람직하다. 더 세밀한 집단분석을 위해서는

microsatellite 마커를 이용할 필요가 있으며 이를 위해서는 이미 해당종을 위해 개발된 마커가

존재하는지, 또는 근연종의 마커를 응용할 수 있는지 확인해야 한다. 만일 해당종을 위한 마커

가 존재하지 않는다면 다른 마커를 이용하든지 또는 새로운 microsatellite 마커 개발이 선행되

어야 한다.

집단유전학적 분석을 위한 유전자 시료 역시 그 확보에 있어 오랜 시간과 노력의 투자가

필요한 종이 많다. 특히 멸종위기종이나 서식범위가 넓은 포유류와 같은 고등척추동물의 경우

충분한 크기의 개체군 자체가 존재하지 않거나 시료 채집이 불가능하지 않으면 매우 어려운

경우가 대부분이다. 또한 비교 대상인 집단이 국내에 존재하지 않을 수 있으며, 그렇지 않다

할지라도 한반도 인근지역 또는 다른 지역의 집단과 비교해야 할 필요가 있는 경우가 많다. 더

군다나 집단유전학적 분석을 위해서는 계통분석보다 훨씬 더 많은 수의 개체 샘플이 필요하며

이를 위하여 역시 국내 및 해외 유전자 시료 확보와 공동협력연구를 위한 국제 네트워크 기반

구축이 중요한 선결조건이 된다.

주요 생물종의 국내 및 해외 유전자 시료 확보, 수집, 보전, 이용, 관리, 그리고 유전자 분

석연구를 위한 국제적 연구협력 네트워크는 분류군에 따른 특성을 존중하여 주요 분류군 별로

이루어지는 것이 바람직하며, 주요 분류군 별로 유전자 수집, 보존과 연구에 있어 전문성이 있

고 특성화되어 있는 기존의 우수한 연구집단이나 센터를 지정하거나 지원하는 방안을 생각할

수 있다. (예를 들어 환경부 지정 식물 DNA 연구센터, 곤충유전자연구센터, 포유류 유전자원

연구센터, 등) 이러한 센터에서는 체계적으로 국내 또는 해외 유전자 시료를 수집, 확보한 후

엄밀한 검증과 DB화 작업을 거쳐 일정한 자격을 갖춘 국내 연구자 사이에 공유하도록 하여야

할 것이다. 또한 가능한 경우 시료를 분주하여 동일한 시료를 두 군데 이상의 국내 기관에 분

산 보관, 보존하여 땀흘려 수집한 귀중한 유전자 시료를 안전하게 미래세대에 넘겨 주어 미래

의 생물자원 보전과 복원에 이용될 수 있도록 해야 할 것이다. 이를 위하여 지금 건설 중인 국

립생물자원관 내에 유전자원 관리부서를 설립하여 유전자의 수집과 보존, 분양, 연구 업무를

총괄토록 하는 방안을 고려할 필요가 있다. 국립생물자원관 내 유전자원 관리부서는 환경부 지

정 분류군 별 유전자연구센터들과 협력하여 주요 생물종 유전자 시료 수집, 보존, DB화, 분양

업무를 지원, 감독하며 자체적인 수집과 보존, 연구업무와 이들 센터들의 업무를 총괄조정하는

일을 맡을 수 있을 것이다. 이러한 국가적인 생물자원 유전자 수집, 보존과 연구의 기반이 구

축되어야 생물주권 확립 및 생물자원 보전 및 복원을 위한 장기적인 계획을 이론과 학술적으
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로 뒷받침할 수 있을 것이며, 단단한 보전생물학적 기초 위에 명목상이 아닌 실질적인 생물자

원 보전과 복원이 이루어질 수 있을 것이다.

3.2. 보전유전학적 관점에서 복원에 필요한 유전학적 정보의 활용 방안 제시

유전적 다양성에 문제가 있는 단편화된 서식지의 고립된, 또는 소수 개체군 관리에 있어

서는 다음과 같은 순서의 유전적 원칙들을 고려하여야 한다.

3.2.1. 유전적 문제의 진단

멸종위기 개체군의 적합한 유전적 관리를 위하여는 개체군의 현재 유전적 건강성에 관한

다음 세 가지 질문에 대한 답을 얻어야 하며, 이를 위하여는 집단유전학적 분석이 필요하다.

▪ 해당 멸종 위기종 또는 개체군의 유전적 다양성이 감소 또는 소실되었는가?

▪ 근친퇴화가 일어나고 있는가?

▪ 개체군이 유전적으로 분할되어 있는가?

집단유전학적 분석을 이용한 개체군의 유전적 다양성 비교에 의해 유전적 건강성에 문제

가 있는 개체군을 확인할 수 있으며, 보전과 복원의 우선순위 결정에 있어 이러한 정보는 매우

유용하게 사용된다. 또한 F 통계 기법을 이용한 집단유전학적 분석으로 서식지 단편화에 의한

집단의 분할 및 분화 정도와 유전자 흐름의 정도를 계산할 수 있다. 이러한 집단 분할에 관한

정보는 분할되지 않은 집단과 비교해서 정상적인 유전자 흐름의 정도와 문제 집단의 감소 정

도를 알 수 있게 하며, 서식지 단편화 문제에 대한 대책을 마련하는 기초를 제공해 준다.

3.2.2. 개체군 크기의 증가

멸종위기 개체군 관리의 첫 번째 목표는 개체군 숫자를 증가시키는 것이다. 그럼으로 작

은 개체군이 필연적으로 갖게 되는 확률적(우연적; stochastic) 위협요인들, 즉 개체군 크기의

불안정성에 의한 위협, 환경적 위협, 재난에 의한 위협, 유전적인 위협요인에 의한 영향들을 경

감시킬 수 있다. 개체군 크기의 증가를 위하여는 먼저 개체군 감소가 일어난 원인을 규명 및

제거하며, 개체군 감소 경향을 중단시키고 회복시키기 위한 조치를 취하여야 할 것이다. 여기

에는 밀렵단속, 보호구역 지정, 서식지의 질을 향상시키기 위한 조치, 개체군에 영향을 미치는

오염물질의 경감, 경쟁자나 포식자의 제거, 그리고 필요하다면 먹이자원의 보충과 같은 조치를

생각할 수 있다.
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3.2.3. 유전적 다양성이 감소된 소수 개체군의 복원

작은 개체군 크기로 인하여 근친번식이 일어났고 유전적다양성이 감소된 개체군의 유전

적 건강성을 회복하기 위하여는 다른 개체군으로부터 새로운 개체를 도입하는 적극적인 관리

전략이 필요하다.

(1) 새로운 유전자의 도입을 위한 개체의 선택

새로운 유전자의 도입을 위한 개체는 가능하다면 근친번식이 되지 않은 개체가 바람직하

다. 그러나 설사 근친번식 된 개체라 할지라도 도입될 지역의 작은 개체군과 유전적으로 근연

관계가 없는 개체들을 사용할 수도 있다. 근친번식이 이미 일어난 개체군에서 개체들을 도입하

여야만 할 때에는 서로 간에 유전적으로 분화된 여러 개체군에서 도입을 추진함으로 유전적다

양성을 높일 수 있다. 또는 이들 근친번식이 일어났지만 분화된 여러 개체군의 개체들을 서로

교차 번식시켜 유전적다양성이 증진된 새로운 개체군을 만들고, 이를 도입원으로 삼는 것을 고

려할 수 있다.

만일 복원시키고자 하는 개체군과 같은 아종단위 내에 다른 개체군이 존재하지 않는다면,

같은 종의 다른 아종단위에서의 도입을 고려할 수 있다.

만일 해당 종 전체에 어떤 다른 개체군도 존재하지 않는다면, 서로 교차번식이 가능한 근

연종의 개체를 이용하는 것이 유일한 해결책일 수 있다. 그러나 이종간의 교배 시 심각한 이계

교배퇴화(outbreeding depression) 현상이 나타날 우려가 있기 때문에, 이종간의 교배는 그 필

요성이 매우 클 때에만 시도해야 한다. 또한 교차 번식된 F1과 그 후손들이 완전한 번식능력

을 갖는다는 것을 실험적으로 확인한 후 시행하여야 한다.

(2) 유전적 다양성이 소실된 단일 개체군으로 이루어진 종의 관리

유전적으로 볼 때 최악의 상황은 이미 근친번식이 일어난 단 하나의 개체군으로만 이루

어져 있는 멸종위기종의 경우이다. 이 경우, 도입을 추진할 어떤 다른 아종이나 근연종도 없기

때문에 개체군 관리에 다음과 같은 기본적 원칙을 적용하는 외의 다른 방법이 없게 된다.

▪ 개체군 크기를 증가시킨다.

▪ 가능하면 개체군을 몇 개의 다른 지역으로 분산시킨다. (한 지역의 환경적 재난으로 인하여
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한꺼번에 멸종되는 위험도를 최소화하기 위하여)

▪ 환경적 조건을 우호적으로 만듦으로 번식률을 증가 시킨다. (예를 들어 포식자와 경쟁자를

제거한다)

▪ 비우호적인 환경적 변화가 개체군에게 영향을 주지 않도록 개체군을 보호한다. (예를 들어

외래성 질병의 도입을 막기 위한 검역과 방역을 시행하고, 유해종, 포식종, 경쟁종의 도입

을 막기 위한 조치가 있어야 하며, 이러한 환경적 변화를 조기에 감지할 수 있는 모니터링

체계가 필요할 것이다)

3.2.4. 파편화된 개체군의 유전적 관리

유전자 분석 결과 및 생태 조사 결과가 멸종위기종 개체군이 분할되고 파편화된 서식지

에서 살아가고 있다는 것을 보인다면, 이들의 유전적 다양성을 최대한 보존하고 근친퇴화와 멸

종의 위험도를 감소시키기 위하여 다음과 같은 관리방법을 선택할 수 있다.

▪ 서식지 범위를 증가시킨다.

▪ 가용한 서식지의 적합도를 증진시킨다. (서식밀도를 높인다)

▪ 인위적인 이입(translocation)에 의하여 이주율(migration rate)을 높인다. (개체를 이동시키

거나, 또는 정자를 채취하여 인공수정 시키는 등의 방법으로 배우자만 이동시킬 수도 있다)

▪ 서식지로서 적합하지만 이미 개체군이 멸종된 지역에 새로운 개체군을 확립한다.

▪ 서식지 간의 통로(corridor)를 만든다.

인위적인 개체의 이동, 특히 대형동물의 이동은 대단히 비용이 많이 드는 일이다. 더구

나 그 과정에서 사고, 상해, 질병전파, 사회구조와 행동의 교란 등, 부작용이 있을 수 있으므로

신중히 시행되어야 하며, 세계자연보전연맹 재도입전문가그룹(Reintroduction Specialist Group;

RSG/SSC/IUCN)이 작성한 재도입 지침(IUCN Guidlines for Re-introductions; 한글판, 야생동

물유전자원은행 번역출판 참조)에 따라 시행되어야 한다. 인공수정은 개체의 이동에 비해 비용

이 적게 들 수 있으나 그 방법이 확립되어 있는 종이 제한되어 있다.

개체나 배우자의 인위적 이동에 의해 유전자 흐름을 조절하기 위해서는 다음 사항들을

결정하여야 한다.

▪ 어떤 개체를 이동시킬 것인가.

▪ 얼마나 많은 개체를 이동시킬 것인가.

▪ 얼마나 자주 이동시킬 것인가.

IP : 14.49.138.138, 2017-11-03 17:04:38



▪ 어디에서 어디로 이동시킬 것인가.

▪ 이동을 언제 시작하고 언제 끝낼 것인가.

분할된 개체군 사이의 유전자 흐름을 설계하기 위한 이러한 변수들은 너무 복잡하기 때

문에 컴퓨터를 이용한 가상적 시뮬레이션이 필요하다 (Vortex 등을 이용한 Populaiton

Viability Analysis).

3.2.5. 멸종위기종의 보전을 위한 보호구역 설정에 있어 유전적 문제

보호구역 설계에 있어 고려하여야 할 유전적 문제에는 다음과 같은 것이 있다.

▪ 보호구역의 면적이 해당종의 장기적 생존을 보장할 수 있는 최소한의 개체군을 수용할 수

있는 크기인가.

▪ 해당종이 보호구역의 서식지에 적응되어 있는가.

▪ 한 개의 커다란 보호구역이 나은가 아니면 여러 개의 작은 보호구역이 나은가. [Single

Large or Several Small (SLOSS)]

여러 자료들에 의하면, 장기적인 유전적 생존력을 유지하기 위하여는 최소한 수 백 마리

이상의 유효개체군크기(effective population size)가 필요하다. 대개 유효개체군크기는 실제 개

체군 크기의 10-20%에 불과하므로 최소 수 천 마리 이상의 실제 개체군 크기를 유지할 수 있

는 면적의 보호구역이 필요하게 된다.

유전적 관점으로만 보게 되면, 각각의 보호구역에 멸종위험이 존재하는 작은 보호구역 여

러 개보다는 하나의 큰 보호구역이 유전적 건강성을 유지하는데 더 효과적이다. 그러나 실제에

있어 전염성 질병과 같은 일시의 재난에 취약한 한 개의 보호구역 보다는 여러 개의 보호구역

설정이 더 큰 안전성을 가지게 된다. 이상적인 타협안은 최소한 크기 이상의 보호구역을 여러

지역에 설정하되, 그들 사이에 자연적인 또는 인위적인 유전자 흐름이 이루어지도록 보장하는

것이다. 그러나 실제에 있어 보호구역의 설정에는 생물학적 요인 뿐 아니라 수많은 정치적, 사

회적 요인을 고려하여야만 한다.

3.2.6. 유전자 침투와 잡종화 (Introgression and hybridization)

유전자 침투란 한 종 또는 아종에서 다른 종 또는 아종으로 유전자가 이동하는 것을 말

한다. 이것은 주로 취약한 종이 서식하는 범위 내에 인위적으로 외래종을 도입할 때 일어난다.
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유전자 침투가 일어났는지는 여러 가지 유전자 마커를 검사함으로 확인할 수 있다.

유전자 침투 문제를 해결 또는 경감시키는 방법으로는 1) 외래종 개체를 제거하거나, 2)

외래종과 토착종 사이에 태어난 잡종 개체를 제거하거나, 3) 토착종 개체수를 증가시키거나,

또는 4) 토착종 순종을 격리시키는 방법이 있을 수 있으나 이 모두가 현실적으로 그리 쉽지

않은 방법들이다.

3.2.7. 수확(harvest)의 유전적 영향

흔히 수렵이나 밀렵하는 사람들은 특정한 표현형을 나타내는 개체 또는 특정한 성별의

개체를 선택적으로 수확하기 때문에 개체군의 유전적 구조에 커다란 영향을 미칠 수 있다. 이

러한 영향에는 성비의 변화에 의한 유효개체수의 감소, 번식률과 생존율의 저하, 유전적다양성

의 감소, 유전적 구성의 변화, 표현형의 변화가 포함된다. 이에 대한 대책은 최대한 무작위적인

수확이 이루어지도록 제도를 마련하는 것이다.

3.2.8. 복원을 위한 사육 개체군의 유전적 관리

멸종위기종의 유전자 분석 연구는 동물원이나 식물원과 같은 서식지외 보전기관에서 복

원을 위한 재도입에 사용될 멸종위기종 사육, 번식 관리에 있어서도 응용될 수 있다.

18, 19세기의 동물원은 야생동물의 소비자였으나, 20세기에 들어와 동물원의 사회적 역할

에는 근본적인 변화가 일어났다. 21세기 동물원의 주제어는 “보전(conservation)"이며, 환경센

터 또는 보전센터로서의 사회적 역할이 강조되고 있다. 이러한 경향은 최근 세계동물원수족관

협회(World Association of Zoos and Aquarium, WAZA)에서 발간한 “세계 동물원수족관 보전

전략”에 잘 드러나 있다.

(Building a Future for Wildlife: The Zoo and Aquarium Conservation Strategy. Published

by World Association of Zoos and Aquarium. 2005

http://www.waza.org/conservation/index.php?main=conservation&view=strategies )

3.2.8.1. 사육번식과 재도입 과정에 필요한 단계들

멸종위기종의 사육번식과 복원(재도입)의 전체 과정을 다음과 같이 정리할 수 있다.

▪ 야생개체군의 쇠퇴와 이와 동반하는 유전적 쇠퇴

▪ 사육개체군의 확립 (기반확립; foundation)
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▪ 사육개체군의 크기를 안정된 수준으로 증가시킴 (성장; Growth)

▪ 사육개체군의 안정적, 장기적 관리 (유지관리; Maintenance)

▪ 복원(재도입)을 위한 개체의 선택

▪ 재도입된 야생개체군의 관리

그러므로 사육개체군의 관리단계를 1) 개체군 기반확립, 2) 성장, 3) 유지관리의 세 단계로

나눌 수 있으며 각 단계에서의 관리 지향점은 다르다:

1) 개체군 기반확립 단계에서는 사육기법 개발을 위한 기초적 연구와 번식조건의 확립에 초점

이 맞추어진다.

2) 성장단계에서는 최대한 빠른 증식으로 개체군을 팽창시켜 여러 군데 분산된 개체군을 확립

하는 것이 중요하다.

3) 유지관리 단계에서는 사육개체군의 번식프로그램의 유전적 관리목표에 따라 정해진 개체군

크기를 일정하게 유지시키면서 유전적 다양성을 최대한 보전하는 것이 관리의 핵심이다.

일반적으로 사육개체군이 목표로 한 크기에 도달하기 전까지는 복원과 재도입 등을 위하여 개

체를 소비시키지 않는 것이 원칙이다.

3.2.8.2. 사육개체군의 기반확립 단계

사육개체군을 확립하기 이전에 분류상 불명확한 점을 해소하여야 하며 관리단위(보전단

위)를 명확히 하여야 잡종화를 예방할 수 있다. 혈통이 명확하지 않은 개체들을 서식지외 번식

프로그램에 사용하여 많은 잡종화된 개체를 생산한 뒤에야 기반개체(founders)들이 잘못 분류

되었었다는 사실이 밝혀져 프로그램 자체가 최소된 적도 있다.

야생개체군의 유전적다양성(이형접합율, heterozygosity)의 98% 이상을 사육개체군으로 옮

기기 위해서는 30마리 이상의 기반개체들이 필요하다. 또 0.05 이상의 유전자빈도를 가지는 대

립유전자를 사육개체군에 95%의 확률로 옮기기 위해서도 30마리 이상의 기반개체들이 필요하

다. 그러므로 유전적 bottleneck 현상을 극복하기 위해서는 최소 20 내지 30마리 이상의 유전

적으로 유효한 크기의 기반개체군을 확보하는 것이 바람직하다. 그러므로 이 정도 크기의 기반

개체군을 확립하기 위해서는 아직도 상당한 크기의 야생개체군이 존재하고 있을 때 서식지외

보전프로그램을 시작하여야 하며, IUCN은 멸종위기종의 사육번식 프로그램을 야생개체들이

1000마리 이상 남아 있을 때 시작하도록 권고하고 있다. 그래야만 1) 아직 근친번식되지 않은

기반개체를 야생에서 확보할 수 있고, 2) 사육번식 프로그램을 위하여 야생개체를 포획하게 되

더라도 야생개체군에 큰 영향을 주지 않게 되며, 3) 적합한 사육기법을 개발하는데 필요한 시

간을 벌게 된다.
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3.2.8.3. 사육개체군의 성장 단계

이 단계에서 사육번식 프로그램의 목표는 최단기간 내에 개체군의 크기를 프로그램이 미

리 설정한 크기에 도달시키도록 하는 것이다. 번식가능한 모든 성체에서 최대한의 후손을 생산

하도록 시도한다. 이 과정에서 유전적 관리의 중요성은 그렇게 강조되지 않으며, 아주 가까운

근친끼리의 번식을 억제하는 정도에서 유지된다.

현재 대부분 멸종위기종을 위한 사육번식 프로그램이 설정하는 목표는 향후 100년간 유

전적다양성의 90%를 보전하는 것이다. 이 목표를 달성하기 위하여 필요한 유효개체군 크기는

해당종의 세대 간 간격에 반비례한다. 즉 평균 세대 간 간격이 짧은 종은 세대 간 간격이 큰

종보다 같은 정도의 유전적 다양성을 보전하기 위하여 더 많은 수의 개체를 필요로 하며,

Ne=475/L의 식으로 나타낼 수 있다(L=세대간격의 평균 년수; generation length in years). 또

한 사육번식 개체군 크기의 목표를 어느 정도로 해야 할 것인지를 결정하는데 영향을 주는 요

인으로는 기반개체군 영향(founder effects), 유효 대 실제개체군 크기의 비율, 목표하는 개체군

크기에 도달하는데 걸리는 시간 등이 있다.

3.2.8.4. 사육개체군의 유지에 있어 유전적 관리

사육개체군의 유지과정에서 발생하는 유전적 문제에는 다음과 같은 것들이 있다.

▪ 근친퇴화

▪ 유전적 다양성의 감소

▪ 해로운 돌연변이의 축적

▪ 야생환경에는 해롭지만 사육환경에는 이로운 방향으로의 유전적 적응

▪ 잡종약세

사육개체군의 유전적 관리의 목표은 사육개체군의 기원이 되는 야생개체군의 유전적 다

양성을 최대한 보존시키는 것이 되어야 한다. 즉 사육개체군의 기반개체들은 야생개체군을 대

표하는 샘플로 간주되고, 이 샘플에 유전적 변화가 일어나는 것을 최소한으로 하는 것, 즉 사

육개체군에서의 진화과정을 멈추게 하는 것이 유전적 관리의 목표이다. 이를 위하여는:

▪ 기반개체의 수를 충분히 확보함으로 초기 사육개체군의 유전적 다양성을 최대한 확보

한다.

▪ 나이든 개체를 번식에 사용하든지 또는 냉동보존기법을 이용함으로 세대 간 시간 간격을

최대한 증가시킨다.
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▪ 개체군 크기를 최대한 증가시킨다.

▪ 실개체군에 대한 유효개체군 크기의 비율(Ne/N)을 최대한 증가시킨다.

이 네 가지 중 Ne/N를 증가시키는 것은 사육개체군에서 가장 실용적인 응용이 가능한 항

목이며, 여기에는 다음과 같은 방법이 포함된다.

▪ 가족의 크기(family size)를 고르게 한다. (가족 크기는 한 개체가 일생동안 생산하는 후손

의 수)

▪ 성비를 50:50으로 똑같이 만든다. 예를 들어, 가능하면 하렘(harem) 구조를 피한다.

▪ 세대 간 개체군 크기를 고르게 한다.

▪ 세대 간 시간 간격을 최대한으로 늘린다.

유전적다양성을 보존하고 가족의 크기를 일정하게 하기 위한 번식관리 프로그램 중 가장

효과적인 것은 평균 친척계수(mean kinship coefficient; mk)에 근거한 친척도를 최소화

(minimization of kinship)하는 방법이다. 친척도(kinship or coancestry)는 두 개체 간에 가상의

후손이 태어났을 때 그 후손개체의 근친계수(inbreeding coefficient)를 말한다. 평균 친척계수

는 한 개체와 개체군 내 자기 자신을 포함한 모든 개체와의 사이의 모든 친척도의 평균치를

말한다.

그러므로 개체군 내에서 mk가 낮을수록 유전적으로 중요한 개체이며 번식에 있어 우선

순위를 갖는다. 이러한 번식 전략은 유전적 다양성을 최대한 보존하며 가족 크기를 고르게 하

는 효과를 가져 온다. 가족 크기를 고르게 하는 것은 사육개체군이 유전적으로 사육환경에 적

응되는 것을 경감시키는 효과도 있다. 이때 주의할 점은 첫 째, mk의 차이가 너무 큰 개체들

사이에 짝을 짓지 않는 것이 좋으며, 둘째, mk가 비슷하게 낮다 할지라도 아주 근연관계가 큰

개체들 사이에 근친번식을 시키지 않는 것이 바람직하다.

그룹으로 관리되는 사육개체군은 근친교배를 최대한 억제하는 원칙에 따라 관리한다.

3.2.8.5. 보조번식기법과 유전자원은행

인공수정: 저렴한 비용으로 유전자를 이동시킬 수 있다. 성비와 가족크기를 일정하게 하는

데 유효할 수 있다.

동결보존: 생식세포, 수정란, 씨앗, 조직 등을 동결보존하는 것은 세대 간 시간 간격을 늘

리는 효과가 있다.
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복제: 이론적으로 야생개체의 biopsy 로 얻어진 체세포를 복제한다면 야생개체를 제거하지

않고도 충분한 사육개체군을 확립할 수 있을 것이다. 그러나 이 기법이 실용화되기 위해서는

아직도 수많은 난관을 극복하여야 한다.

3.2.8.6. 멸종위기종의 유전병 관리

열성으로 유전되는 유전병의 잠재적 보인자를 제거하기는 대단히 어려우며 최대한 보인자

로 의심되는 개체들 사이의 교배를 억제함으로 유전병의 표현형이 나타나지 않도록 노력하는

것이 최선의 방책일 수 있다.

3.2.8.7. 사육 상태로의 유전적 적응의 최소화

▪ 사육 상태에서의 세대수를 최소화 한다: 가능한 신속한 재도입 추진; 동결보존기법 이용;

나이든 개체를 번식에 이용 등.

▪ 사육 상태에서 선택을 최소화 시킨다: 사육환경을 최대한 자연환경에 가깝도록 함; mk의

최소화

▪ 사육개체군의 크기를 최소화: 개체군 크기가 클수록 사육 상태에서 유리한 형질이 선택될

확률이 커진다. 그러므로 근친퇴화의 위험을 방지하는 한도 내에서 개체군 크기를 작게 하

거나 또는 전체개체군을 부분적으로 격리된 아개체군으로 분할하는 방안을 고려할 수 있

다.

3.2.8.8. 복원을 위한 재도입에 있어 유전적 관리

▪ 사육개체군이 미리 설정된 크기에 도달하기 전에는 일반적으로 재도입을 시도하지 않는다.

근친계수가 낮고 유전적다양성이 높은 개체가 바람직하다. 근친번식에 의하여 태어난 개체

는 번식 및 생존능력이 약화되어 있을 가능성이 크다.

▪ 사육 상태에서 야생으로 재도입된 개체는 사망률이 높을 것이고, 특히 재도입 프로젝트의

초기에는 더 높을 것이다. 그러므로 재도입에 있어, 특히 초기에 사육개체군에게 유전적으

로 가치 있는 동물을 재도입에 사용하는 것은 현명하지 않다.

▪ 만일 재도입에 사용될 개체군을 선택할 여지가 있다면, 재도입될 지역의 환경과 가장 가까

운 환경을 가진 지역에서 유래한 개체군을 사용하는 것이 바람직하다.

▪ 같은 보전단위에 속한 여러 지역에서 유래한 개체군들의 개체들을 혼합하여 재도입에 사용

함으로 유전적 다양성을 높일 수 있다.
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▪또는 여러 개체군들을 섞어 교차번식 시킨 후손을 사용함으로 생존력의 향상을 기대할 수

있으나, 동시에 잡종약세의 가능성에 주의하여야 한다.

▪자체적 생존능력이 없는 야생개체군을 보충하기 위하여 지속적으로 사육 증식된 개체들을

사용하는 것은 다음과 같은 위험성을 고려하여야 한다.

- 유효개체군 크기를 감소시킨다.

- 사육 상태에 유전적으로 적응시킴으로 야생에서의 생존능력을 약화시킨다.

- 근친퇴화를 일으킨다.

4. 향후 주요 생물종 유전자 분석연구사업의 방향에 대한 정책적 제언-

보전생물학적 관점에서

4.1. 보전과 복원을 위한 유전자 분석의 최우선순위는 종 내 보전 단위의 설정

멸종위기종의 보전과 복원에 응용하기 위한 유전자 분석의 첫 번째 단계는 보전단위

(conservation unit)를 확립하는 일이며, 이는 보전생물학의 기본원칙이다. 대개의 경우 종 내의

유전적 변이를 보전하기 위하여 아종, 품종, 변종 등의 종 이하의 분류단위가 보전단위가 된다.

그러므로 현재 보전에 있어 시급한 문제가 되는 것은 종 이상의 분류보다는 종 이하의 분류단

위이다.

앞에서도 언급한 것처럼 현재 환경부에서 의욕적으로 추진하고 있는 반달가슴곰 복원사

업의 경우, 종 이상의 분류에서 현재 보전에 있어 특히 불명확한 것은 없다. 곰과의 8개의 종

을 기본적으로 구분하는 것은 유전자 분석에 의존할 필요도 없이 외형상으로도 매우 명확한

일이다. 즉 복원을 위한 개체 선정에 있어 이 개체가 반달가슴곰이냐 불곰이냐, 혹은 말레이곰

이냐 느림보곰이냐를 구분하는 것은 누가 보아도 명확하다는 것이다. 문제는 같은 반달가슴곰

종 내에서 이 개체가 어느 아종 또는 보전단위에 속하느냐가 되며, 이것은 외형상으로 명확히

구분하기 어려운 경우가 대부분이기 때문에 유전자 분석의 도움이 절실히 필요한 것이다. 따라

서 종 이상 분류에서 불명확한 부분인 곰과 동물의 서로 다른 종 사이의 근연관계를 명확히

하기 위해 대대적인 유전자 분석계획을 세운다면, 학문적인 목적과 호기심 충족을 위해서는 도

움이 될지는 몰라도 한국의 반달가슴곰 개체군 보전과 복원을 위해서는 그리 큰 도움이 되지

못하며, 따라서 보전과 복원을 위해 효율적으로 사용되어야 할 유전자 분석 재원이 크게 낭비

될 수 있다.
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그러므로 향후 이루어질 어떠한 복원계획에 있어서도 이러한 보전생물학의 원칙은 고수

되어야 하며, 명확한 보전단위 수립을 위한 유전자 분석이 보전과 복원을 위한 유전자 분석의

최우선 목표가 되어야 한다. 이러한 보전단위 설정을 위한 연구는 복원사업이 시작되기 적어도

수 년 전에 시작하는 것이 바람직하다. 보전단위 설정을 위한 연구는 대개 여러 국가와 지역에

걸친 해당 멸종위기종의 유전자 시료를 수집하고 공동연구 네트워크를 구축해야 하며, 여기에

수 년의 시간이 걸리는 것이 보통이기 때문이다. 그러므로 환경부가 수립한 멸종 위기종 복원

의 대상종이 역시 유전자 분석의 최우선 대상종이 되어야 한다.

4.2. 보전과 복원을 위한 종 내 보전단위의 설정에 필요한 마커 유전자 선정

종 내의 보전단위를 확립하기 위한 유전자 분석에는 주로 미토콘드리아 유전자 마커가

사용된다. 미토콘드리아 유전자는 핵 유전자보다 진화속도가 빠르며 모계 유전을 하고 재조합

이 일어나지 않아 종 이하의 계통분석에 유리한 이점을 갖고 있다. 미토콘드리아의 어느 유전

자나 부위를 사용할 것인가는 해당 분류군 또는 종마다 다른 특이성을 갖고 있다. 대개 해당

분류군이나 종의 계통연구를 위해 이미 밝혀져 있는 유전자를 사용하는 것이 다른 종 또는 집

단과의 비교분석을 가능하게 하기 때문에 문헌 및 Genbank와 같은 데이터베이스를 검색해서

해당 분류군을 위해 이미 사용된 마커 유전자를 확인할 필요가 있다.

미토콘드리아 전체 게놈 염기서열을 읽어서 유전자 분석에 사용하는 것도 앞으로의 경향

이며 계통분석의 중요한 도구가 될 수 있다. 그러나 아직도 미토콘드리아 전체 게놈 해독과 분

석은 상당한 시간과 인력, 자금이 필요한 일이기 때문에 이 방법은 종 이상의 계통분석과 연구

를 위해 주로 사용되며, 종 이하의 보전단위 설정을 위해서는 아직까지 거의 응용되지 않고 있

다. 종 이하의 보전단위 설정을 위해서는 광범위한 지역의 많은 시료들의 염기서열을 결정하

고 변이가 있는 부분을 비교해야 하는데, 그 모든 개체의 미토콘드리아 게놈을 분석하는 것은

시간과 비용의 낭비일 뿐 아니라 그 효용성도 별로 크지 않다. 같은 종 안에서 미토콘드리아

DNA 중 변이가 있는 부분은 그렇게 많지 않기 때문이다.

또한 비록 한반도 내 자생종 또는 고유종의 미토콘드리아 게놈 서열을 확보하였다 할지

라도 그 근연종이나 아종의 게놈 서열이 확보되지 않는 이상 보전이나 계통연구에 있어 그 효

용가치는 매우 제한적이 될 것이다. 오히려 해당 종에서 많은 연구자들이 이미 광범위하게 사

용하고 있는 특정 유전자 서열만 제한적으로 읽어서 분석에 사용함으로써 더 적은 비용과 노

력으로 더 많은 샘플을 분석하는 것이 보전단위를 확립하기 위한 유전자 분석의 효율적인 방

법이 될 수 있다. 그러므로 미토콘드리아 전체 게놈 분석을 계획한다면 그 목적을 명확히 하고

IP : 14.49.138.138, 2017-11-03 17:04:38



필요하다면 게놈 분석이 필요한 특정 분류군을 위주로 하여 장기적으로 계획, 실행하는 것이

한정된 유전자 분석 자원을 효과적으로 사용하는 길이 될 것이다.

4.3. 유전적 다양성 측정, 비교, 및 집단분석을 위한 마커 선정 및 개발

야생동식물에게 있어 유전적 다양성이 종과 개체군의 장기적 생존에 있어 중요한 인자의

하나라는 것은 이미 많은 연구결과에 의하여 입증되어 있기 때문에 한 집단의 유전적 건강성

과 장기적 생존능력을 판단하는 수단으로서 유전적 다양성을 측정하는 일은 보전생물학에서

매우 중요한 의미를 갖는다. 또한 유전적 다양성과 관련하여 집단유전학적 분석에 의한 집단구

조와 유전자 흐름의 연구 데이터는 보전을 위한 관리에 필수적인 정보를 제공한다.

세계적으로 최신 보전유전학 연구에 있어 유전적 다양성의 측정과 집단분석을 위한 유전

자 마커는 microsatellite이 대세를 이루고 있다. Microsatellite은 그 길이가 매우 짧기 때문에

아주 적은 양의 DNA 시료로도 PCR 증폭에 의하여 안정적으로 분석할 수 있다는 장점이 있

다. 이것은 그 본질상 다량의 혈액이나 조직 샘플을 구하는 것이 매우 어려운 멸종위기종의 보

전유전학 연구에 있어 매우 중요한 이점이다. 멸종위기종의 유전자 분석에 사용되는 샘플은 비

침습적인 방법(non-invasive method)으로 수집되는 분변, 털 등의 시료가 주가 되며 이러한 소

량의 유전자 시료를 분석하기 위해서는 PCR에 의한 안정적인 증폭이 가능해야 한다. 또한

microsatellite은 매우 높은 집단 내 다양성과 공우성(co-dominance)을 보이기 때문에 RAPD나

AFLP 등에 비해 명료한 해석이 가능하고 실험의 반복성과 안정성이 높아 신뢰성 있는 마커로

멸종위기종의 보전유전학과 집단유전학적 분석에 의한 집단구조와 유전자 흐름의 연구에 널리

사용되고 있다 (Beaumont and Bruford, 1998; Bruford and Wayne, 1993; Buchanan et al.,

1996; Bowcock et al., 1994).

또 microsatellite 마커는 개체 간에 매우 변이도가 높고 소량의 시료로도 분석이 가능하

기 때문에 몇 개의 유전자 마커를 조합하면 높은 신뢰도의 개체식별에 이용할 수 있다. 멸종

위기종을 포함한 야생동식물의 관리에 있어서도 microsatellite에 의한 개체식별법과 유전자 분

석에 의한 성감별법을 이용하여 개체군의 크기, 서식행동범위 및 암수비율 결정, 사회구조, 복

원을 위해 방사된 개체의 추적조사 등 생태적 연구에 널리 이용되고 있는 실정이다. 이러한 생

태적 정보는 전통적인 생태조사 방법으로는 얻을 수 없었거나 얻기가 매우 어려웠던 자료들이

며, 이제 생태조사연구에서 이러한 유전적 분석도구를 이용하는 것은 세계적인 경향이 되고 있

다. 여기에서 핵심적인 역할을 하는 유전자 마커가 바로 microsatellite이며, 따라서 향후 보전

생물학적 관점에서 생물종의 유전자 분석연구를 계획함에 있어 microsatellite marker의 개발과

응용은 필수적인 위치를 차지하여야 할 것이다 (Innan et al., 1997; McCouch et al., 1997;
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Taberlet et al., 1997; Foran et al., 1997; Nsubuga et al., 2004; Ruiz-Garcia et al., 2005).

다만 microsatellite은 각 종마다 마커 개발이 독립적으로 이루어져야 하며, 이 마커 개발

에는 상당한 시간과 비용이 필요하다는 특수성이 있다. 어떤 분류군에서는 가까운 근연종에서

개발된 microsatellite 마커를 이용할 수 있는 경우도 있다. 예를 들어 한국산양(Korean goral,

Nemorhaedus caudatus)에서 개발된 마커는 가까운 속인 일본산양(Japanese serow,

Capricornis crispus)의 유전자 분석에도 이용되었다 (An et al., 2005). 그러나 많은 경우 연구

대상종의 마커를 새로 개발해야만 하는데, 마커 개발 기술의 진보로 개발에 필요한 시간과 비

용이 계속 낮아지고 있다 (An et al., 2005). 그러므로 향후 국내 생물자원 및 멸종 위기종 보

전과 복원을 위한 유전자 분석 정책수립에 있어 보전유전학의 필수적인 도구로 자리 잡고 있

는 microsatellite marker 개발을 위한 계획이 반드시 포함되어야 할 것이다.

4.4. 주요 분류군별 유전자연구센터의 지정 및 지원, 네트워크화

주요 생물종의 유전자 분석연구를 통하여 우리나라 고유종을 확인하여 생물주권을 확립

할 수 있고 멸종위기종의 보전과 복원사업을 위한 학문적 토대를 다질 수 있다. 이 사업은 장

기적으로 일관성 있게 추진해야 할 국가적 사업으로서 수 년간의 용역연구로 그 목표를 이루

기는 어렵다고 본다. 유전자 분석연구 사업을 성공적으로 수행하기 위해서는 추진주체가 다음

과 같은 전제조건을 갖출 필요가 있다:

▪ 주요 분류군 별로 체계적이고 장기적인 국내 및 해외 유전자 샘플 수집, 보존, 관리 체계와

국제협력 네트워크가 구축되어야 하고,

▪ 유전자 분석, 그리고 계통학적, 집단유전학적 및 보전유전학적 해석과 응용이 가능한 해당

분류군의 전문가가 있어야 하며,

▪ 유전자 분석을 위한 고가의 시설과 기구, 장비, 공간이 갖추어져 있어야 한다.

어느 한 기관에서 모든 분류군의 유전자 분석연구 사업을 위한 조건을 갖추고 추진하는

것은 불가능하며, 주요 분류군 별로 이러한 조건을 갖춘 센터들을 지정하고 지원하여 이들을

연결하는 네트워크를 구축하는 것이 효과적인 방안의 하나로 생각된다. 다행히 오래 전부터 국

가적인 유전자 분석연구사업의 중요성을 인식하고 국내외 샘플 수집과 보존․관리 네트워크

및 전문가 양성 체계 구축, 유전자 마커 개발을 추진해 온 몇 군데의 대학 내 우수한 센터들이

존재하기 때문에(예; 한국 식물 DNA 은행 및 야생동물유전자원은행), 이들을 중심으로 주요

분류군 별 유전자연구센터를 환경부에서 지정하고 장기적으로 지원할 수 있는 방안이 필요해
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유전자원 시료 수집, 
보존, 연구 네트워

크 지원 관리

국립생물자원관
(가칭)유전자원관리실

행정 및 예산
지원

환경부

식물 DNA 수집, 보존
식물 유전자 분석연구; 마커 개발

식물 DNA
연구센터

포유류/조류/양서파충류 유전자
원 수집, 보존, 연구; 마커 개발

야생동물
유전자원센터

곤충 유전자원 수집, 보존, 
연구; 마커 개발

곤충유전자
연구센터

무척추동물 유전자원 수집, 
보존, 연구; 마커 개발

무척추동물
유전자센터

어류 유전자원 수집, 보존, 
연구; 마커 개발

어류유전자
연구센터

기타 분류군 유전자원 수집, 
보존, 연구; 마커 개발

기타 분류군
유전자센터

주요 생물종 유전자 분석연구 국가체계 제안

보인다. 그럼으로 한 두해의 용역연구가 끝나면 추진주체가 교체될 때마다 예상되는 샘플 확보

및 수집 그리고 전문가 연구 네트워크 체계의 불안정성과 혼란을 방지하고 장기간 일관성 있

는 사업수행이 가능할 수 있을 것이다. 이러한 주요 분류군 별 (가칭)유전자연구센터와 국립생

물자원관의 협력관계를 그림 VI-2에 도시하였다.

그림 VI-2. 분류군별 유전자연구센터의 네트워크
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