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Soil microbial communities are immensely diverse and complex with respect to species richness and 
community size. These communities play essential roles in agricultural soil because they are responsible for 
most of the nutrient cycles in the soil and influence the plant diversity and productivity. However, the majority 
of these microbes remain uncharacterized because of poor culturability. Next-generation sequencing 
techniques have revolutionized many areas of biology by providing cheaper and faster alternatives to Sanger 
sequencing. Among them, amplicon pyrosequencing is a powerful tool developed by 454 Life Sciences for 
assessing the diversity of complex microbial communities by sequencing PCR products or amplicons. This 
review summarizes the current opinions in amplicon sequencing of soil microbial communities, and provides 
practical guidance and advice on sequence quality control, aligning, clustering, OTU- and taxon-based 
analysis. The last section of this article includes a few representative studies conducted using amplicon 
pyrosequencing
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총설

       

서     언

토양미생물은 토양 양분 순환에 관여하고, 식물 다양성

과 생산성에 영향을 미치기 때문에 농업 시스템 중 가장 중

요한 요인 중 하나이다. Van der Heijden et al. (2008)에 

따르면 미생물은 토양의 탄소순환에 50%까지, 분해과정에

는 100%까지 관여한다. 질소순환의 탈질 과정에는 60%까

지, 인 순환의 경우에는 90%까지 미생물이 기여하고 있다. 

따라서 토양미생물이 없다면 토양의 양분순환과 작물의 생

육도 불가능하다.

토양은 지구상에서 종 다양성과 군집 크기의 측면에서 

가장 크고 복잡한 미생물의 서식지로, 토양 1 g에는 10
9
-10

10

의 미생물이 살고 있고, 약 2,000-18,000 개의 유전체가 있

는 것으로 추정된다 (Torsvik et al., 1996; Torsvik and 

Ovreas, 2002). 그러한 복잡한 다양성 때문에 토양미생물 

군집은 표현형과 유전학적으로 특성을 파악하기가 매우 어

렵다. 비록 분자생물학적 접근법으로 미생물 군집 연구가 

되었지만, 토양의 미생물 다양성을 파악하는 것은 여전히 

제한적이다. 더욱이 환경에 존재하는 미생물의 대부분 (>99%)

은 실험실에서 배양이 되지 않기 때문에 (Amann et al., 

1995), 그들의 유전 및 대사 특성, 생화학 기능, 생태학적 

기능을 파악하는 것은 더욱 힘들다. 

최근 454 FLX (Roche, USA), HiSeq (Illumina, USA), 

SOLiD (Life technologies, USA) 등의 대용량 염기서열 기

법이 개발되었다. 이들 차세대 염기서열 분석 기술은 비용

이 저렴하고 속도가 빠르기 때문에 Sanger sequencing의 

대체물로서 생물학의 여러 분야에 혁명과도 같은 영향을 주

고 있다. 본 논문에서는 차세대 염기서열 분석 기술 중 증폭 

파이로시퀀싱에 초점을 맞추어, 미생물의 다양성 분석 원리

와 실제를 고찰하고자 한다.

본     론

최근 미생물 생태 분야에서는 전통적인 배양법에 의존하

지 않고, 16S rRNA 유전자 분석 등의 분자생물학적 방법이 

일반적으로 사용되고 있다. 세균 군집 구조의 비배양적 방

법은 모든 세균 군집 DNA의 분리, 16S rRNA 유전자의 증

폭, 대장균 숙주 내로 클로닝 (cloning), 클로닝된 증폭 유
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Table. 1. List of NGS sequencing platforms and their expected throughputs, error types and error rates. Each platform has 
distinct advantages owing to cost, error rate, read length, and so on (adapted from Scholz et al., 2012).

Platform Run time Read length Throughput per run Error type Error rate
h bp Mb %

Roche
454 FLX+ 18–20 700 900 Indel 1
454 FLX Titanium 10 400 500 Indel 1
454 GS 10 400 50 Indel 1

Illumina
GAIIx 14 2 × 150 96,000 Substitution >0.1
HiSeq 2000 8 2 × 100 400,000 Substitution >0.1
HiSeq 2000 V3 10 2 × 150 <600,000 Substitution >0.1
MiSeq 1 2 × 150 1000 Substitution >0.1

Life technologies
SOLiD 4 12 50 × 35 71,000 A-T Bias >0.06

SOLiD 5500xl 8
75 × 35 PE
60 × 60 MP

155,000 A-T Bias >0.01

Ion torrent
PGM 314 Chip 3 100 10 Indel 1
PGM 316 Chip 3 100+ 100 Indel 1
PGM 318 Chip 3 200 1000 Indel 1

Pacific biosciences
RS 14/8 Smart Cells 1500 45/SC Insertions 15

전자의 염기서열 분석을 수반한다. 그러나 이와 같은 연구

방법은 시간이 많이 소요되고, 처리할 수 있는 시료수의 제

한이 있을 수 밖에 없다. 최근 이 방법은 클로닝 과정이 필요 

없는 차세대 염기서열 분석 기술로 빠르게 대체되고 있다.

차세대 염기서열 분석 기술은 가동시간, 염기서열 길이, 

처리량에 따라 다양한 기종이 출시되어 있다 (Table 1). 

Roche 454는 염기서열의 해독 길이가 길고, Illumina 기종

은 한 번 가동 시 대량의 염기서열을 얻을 수 있다는 장점이 

있다. 이들 방법들은 유전체학, 메타유전체학, 메타전사체

학, 증폭 시퀀싱 등의 다양한 생명과학 분야에 장단점을 살

려 널리 사용되고 있다. 특히 Roche 454의 파이로시퀀싱은 

분석된 염기서열이 길기 때문에 미생물생태 분야의 증폭 시

퀀싱 분야에서 독보적인 위치를 차지하고 있다. 반면 Illumina 

HiSeq 2000의 경우는 파이로시퀀싱보다 많은 염기서열수를 

생성하지만 염기서열 길이가 짧아 미생물 분류를 위한 정보

량이 상대적으로 부족하다는 단점이 있다. 그러나 향후 해

독되는 염기서열 길이의 길어진다면 군집분석을 위한 더 강

력한 도구가 될 가능성을 배제할 수 없다. Caporaso et al. 

(2012)은 이 플래폼의 가능성을 제시하고 있으며, 이미 여러 

연구자에 의해 이용된 바 있다 (Bartram et al., 2011; 

Knight et al., 2011; Zhou et al., 2011).

1. 파이로시퀀싱을 이용한 다양성 분석

가. 파이로시퀀싱의 원리

파이로시퀀싱은 DNA 중합효소가 뉴클레오티드 한 개를 

합성할 때 생성되는 pyrophosphate를 검출하여 염기서열을 

해독하는 기술이다 (Fig. 1). 즉, pyrophosphate가 방출되면

서 sulfurylase에 의해 APS (adenosine-5’-phosphosulfate)

가 ATP (adenosine triphophate)로 전환되고, 생성된 ATP

는 luciferase에 의해 빛을 방출한다. 이 때 빛의 양은 삽입

된 뉴크레오티드의 수에 비례한다. GS-FLX platform은 clonal 

amplification을 위해 emulsion PCR을 이용하며, 이 과정을 

통해 bead에서 증폭된 DNA 단편이 loading된다. 이때 하나

의 reactor에 한 개의 bead만 들어가도록 reactor의 반경이 

최적화 되어 있기 때문에 하나의 reactor에서 나온 신호는 

하나의 DNA 단편에서 유래한 신호라고 판단할 수 있다.

파이로시퀀싱은 소위 바코드 전략, 즉 PCR 프라이머에 

독특한 염기서열 (바코드)을 삽입함으로써, 시퀀싱 반응을 

할 때, 동시에 많은 시료를 혼합하여 분석할 수 있다. 파이

로시퀀싱은 유전체 DNA 또는 증폭산물을 이용하는 방법이 
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Fig. 1. 454 Workflow: library construction ligates 454-specific adapters to DNA fragments and couples amplification beads 
with DNA in an emulsion PCR to amplify fragments before sequencing. The beads are loaded into the picotiter plate (PTP). 
The bottom panel illustrates the pyrosequencing reaction that occurs on nucleotide incorporation to report sequencing by 
synthesis (adapted from Mardis, 2008).

Fig. 2. Illustration of the 16S rRNA subunit showing possible candidate variable region coverage (adapted from www.roche.com).

있다. 전자의 경우는 Fig. 1의 초기단계에 DNA의 단편을 만

들고 적당한 어댑터를 부착시킨 후 파이로시퀀싱을 하는 방

법이다. 반면 후자는 PCR 증폭산물 (증폭체)을 이용하기 때

문에 증폭 시퀀싱이라 정의할 수 있다 (편의상 이후부터는 

파이로시퀀싱이란 용어를 사용하기로 하겠다). 즉 Fig. 2 

(16S rRNA 유전자를 이용한 예)와 같이 바코드가 부착된 적

당한 프라이머를 이용하여 마커유전자를 증폭한 후 단방향 

또는 양방향으로 파이로시퀀싱을 수행하는 방법이다.

나. 다양성 분석에 사용되는 유전자

세균과 고세균 다양성 분석에는 리보솜 RNA (ribosomal 

RNA, rRNA)의 소 단위체 (16S rRNA) 영역의 염기서열이 

이용된다. 16S rRNA 유전자는 다른 유전자에 비해 다양성 

분석에 있어 많은 이점을 갖고 있다. 1) 변이가 적은 (보존

이 잘된) 영역은 PCR 프라이머 디자인에 사용되며 2) 변이

가 많은 영역을 통해서 군집 구성원의 정확한 분류학적, 계

통학적 동정이 가능하며 3) 분류군 사이의 수평적 유전자 

전이 (horizontal gene transfer)가 드물며 4) 광범위한 16S 

rRNA 염기서열 데이터가 데이터베이스로 축적되어 있어, 

정확한 분류가 가능하다. 진균의 경우는 18S rRNA 유전자나 

ITS 영역 (internal transcribed spacer region)이 이용된다.

다. 파이로시퀀스 분석 절차

파이로시퀀싱을 통해 한 시료 당 얻을 수 있는 염기서열

의 수는 몇 개의 시료를 한 번의 분석에 투입하느냐에 따라 

달라지지만, 보통 수 천 개에서 수 만개에 이른다. 따라서 

컴퓨터의 도움 없이는 분석이 불가능하다. 파이로시퀀싱 데

이터의 해석을 위해 다양한 종류의 프로그램 및 알고리즘이 

개발되었으며, 이에 따라 문헌에 나타난 파이로시퀀싱 데이

터의 분석 방법도 다양하다. Fig. 3에 파이로시퀀싱으로 얻

은 데이터를 이용하여 미생물의 군집 구조를 분석할 때의 

일반적인 분석 경로 (pipeline)를 도식화하였다.

파이로시퀀싱을 통해 얻어진 염기서열은 먼저 스크린 과

정 및 키메라 염기서열 제거 과정을 통해 PCR 및 파이로시

퀀싱 과정의 오류로 생성된 염기서열 (artifact)을 제거해야 

한다. 이들로 인해 실제 미생물 다양성이 과대 평가될 수 있

기 때문이다. 다음으로 염기서열을 정렬 (alignment)하는 

과정을 수행한다. 공통 조상 (common ancestor)에서 유래



안재형 ·김병용 ·김대훈 ·송재경 ·원항연1076

Fig. 3. General scheme of the amplicon pyrosequencing 
analysis of microbial community.

한 유전자는 오랜 시간 진화를 겪으면서 염기의 종류가 변

할 뿐만 아니라 (substitution), 새로운 염기가 삽입 (insertion)

되거나 삭제 (deletion)되면서 그 길이가 변한다. 따라서 염

기서열 간의 유사도 비교를 위해서는 염기서열 내의 각각의 

염기가 그 본래의 위치 (homologous position)에 오도록 모

든 염기서열들을 정렬해야 한다. 이는 실제로 각 염기서열 

내에 틈 (gap)을 삽입함으로써 이루어진다.

다음으로 시료 안에 미생물 종류와 그 비율을 알기 위해 

각각의 염기서열들을 특정한 기준에 따라 분류하는데, 이 

과정은 크게 두 가지가 있다 (Schloss and Westcott, 2011). 

첫째는 기존의 미생물 분류학에 따라 명명된 염기서열과의 

유사도에 근거하여 시료에서 얻은 염기서열을 동정하는 것

이다 (미생물분류학 기반 군집구조 분석). 둘째는 시료에서 

얻은 염기서열 간의 유사도에 근거하여 염기서열들을 묶고, 

이를 한 단위로 하여 시료 내의 미생물 다양성을 평가하는 

것이다. 이러한 단위를 조작상분류단위 (Operational taxonomic 

unit, 이하 OTU)라고 하며, 이때 사용하는 유사도는 연구자

가 임의로 정의할 수 있다 (OTU 기반 군집구조 분석).

마지막 단계는 위에서 얻은 결과를 바탕으로 시료 내의 

미생물 다양성을 평가하고 서로 다른 시료의 미생물 군집구

조를 비교한다.

1) 스크리닝 (선별과정)

스크리닝 단계에서는 본래 시료 내에 존재하지 않았지만 

PCR 과정과 파이로시퀀싱과정에서 발생한 오류 염기서열 

(artifact)을 제거한다. PCR 과정에서 발생하는 오류는 사용

한 중합효소의 종류 및 PCR 사이클 수에 영향을 받는다 

(Acinas et al., 2005). 파이로시퀀싱 역시 반응 고유의 성질

에 의해 염기서열을 읽는 과정에서 오류가 발생하며 그 비

율은 0.5-1.1%인 것으로 알려져 있다 (Gilles et al., 2011; 

Huse et al., 2007). Huse et al. (2007)은 GS20 시스템을 

이용한 분석 결과에 근거하여 파이로시퀀싱 과정에서 생기

는 오류를 0.5% 이하로 낮추기 위한 방법으로서, 1) 정확히 

결정되지 않은 염기 (N)를 하나라도 가진 염기서열의 제거, 

2) 길이가 평균으로부터 많이 벗어난 염기서열의 제거, 3) 

프라이머 부분의 염기서열에 오류가 있는 염기서열의 제거

를 제시했다. 이 기준은 여러 연구에서 표준 스크리닝 방법

으로 사용되었으며, 그 외에 파이로시퀀싱은 반응의 특성상 

같은 염기가 연속된 경우 (homopolymer), 염기서열을 잘못 

읽는 경우가 많은데 (Gilles et al., 2011; Huse et al., 2007), 

16S rRNA 유전자의 경우 homopolymer의 길이는 일반적으

로 8개 이하이므로 9개 이상의 homopolymer를 가진 염기서

열을 제거하는 것이 좋다.

2) 키메라 제거

키메라는 PCR 과정에서 두 종 이상의 염기서열이 합쳐져

서 새로운 염기서열이 생성되는 경우에 발생한다. 이는 프

라이머가 미생물 A의 DNA와 결합한 후 중합효소에 의해 염

기를 연장시키는 과정이 중단되었을 때 발생한다. 즉, 불완

전하게 연장된 DNA가 새로운 프라이머로 작용하여 미생물 

B에서 유래한 DNA에 결합하고, 그 뒤로 염기가 신장되면 A

와 B의 염기서열이 혼합된 새로운 DNA가 생성된다 (von 

Wintzingerode et al., 1997). 파이로시퀀싱으로 얻은 염기

서열의 길이가 200 bp 이하였던 초기에는 키메라가 거의 발

생하지 않는 것으로 생각되었으나 (Huse et al., 2008), 현

재 ~500 bp까지 분석이 가능한 버전 (454 FLX Titanium)이 

출시되면서 키메라 제거 과정이 미생물 군집 분석에 있어서 

중요해졌다. 키메라는 다른 파이로시퀀싱 에러와 같이 미생

물의 종 다양성을 증가시키고, 실제로 존재하지 않는 미생

물을 군집분석에 포함시키기 때문에 반드시 제거되어야 한

다. 키메라 스크리닝은 일반적으로 16S rRNA 유전자를 두 

부분으로 나눈 후 각 부분에 대하여 유사도가 가장 높은 염

기서열을 16S rRNA 유전자 데이터베이스 상에서, 또는 같

은 시료 안에 있는 다른 16S rRNA 유전자에 대하여 찾고, 

이 두 염기서열 간 유사도를 비교하여 키메라 여부를 판정

한다. 즉 두 염기서열의 유사도가 낮을 경우 본래의 염기서

열은 키메라 확률이 높다고 판정할 수 있다. 키메라 염기서

열 제거용 프로그램으로서 Bellerophon (Huber et al., 

2004), Pintail (Ashelford et al., 2005), Chimera slayer (Haas 

et al., 2011), Perseus (Quince et al., 2011), UCHIME (Edgar 

et al., 2011), DECIPHER (Wright et al., 2012) 등 다양한 

프로그램들이 개발되었으나, 키메라의 완벽한 제거는 어렵다.

3) 정렬 (alignment)

염기서열을 정렬하는 방법에는 pairwise alignment, multiple 

alignment, profile-based alignment가 있다 (Schloss, 2009). 

Pairwise alignment는 두 개의 염기서열을 정렬하는 방법이

고, multiple alignment는 3개 이상의 염기서열을 정렬하는 
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방법이다. Pairwise aligner로는 BLAST (Altschul et al., 

1990)와 ESPRIT (Sun et al., 2009) 등이 있으며, multiple 

aligner로는 ClustalW (Chenna et al., 2003), MUSCLE 

(Edgar, 2004) 등이 있다. 다수의 염기서열 간에 의미 있는 

유사도 분석을 위해서는 multiple alignment 과정이 필수적

이지만 (Schloss, 2009), 이 방법은 컴퓨터에 대한 부하가 

높고 16S rRNA의 2차 구조를 고려하지 않는다는 단점이 있

다. 16S rRNA 염기서열의 정렬에 있어 RNA 2차 구조의 고

려는 중요하다 (Peplies et al., 2008). Profile-based aligner

는 rRNA의 2차 구조를 고려한 정렬 방법으로서 RDP aligner 

(Cole et al., 2009), ARB fast aligner (Ludwig et al., 

2004), SINA aligner (Pruesse et al., 2012), Greengenes 

aligner (http://greengenes.lbl.gov) 등이 있다. 

4) 미생물 군집구조 분석

가) 미생물 분류학 (taxonomy) 기반

데이터베이스의 분류된 염기서열을 이용하여 동정한 후 

군집구조를 분석하는 방법이다. 이 방법은 OTU에 근거한 

방법에 비해 컴퓨터에 대한 부하가 적다는 장점이 있다. 반

면 순수분리가 안되었거나 어려운 미생물의 경우 연구자 또

는 데이터베이스 간 분류 체계의 차이가 있을 수 있다는 단

점이 있다 (DeSantis et al., 2006). 아래에 온라인 상에서 

이용 가능한 데이터베이스들을 간략히 소개하였다.

RDP   미국 미시건 주립대학에서 관리하는 데이터베이

스로 2012년 12월 현재 세균 2,518,232개, 고세균 120,405

개 및 미분류된 520개의 염기서열을 포함하여 총 2,639,157

개의 16S rRNA 염기서열을 보유하고 있다. 이 중 97,919개

는 표준균주로부터 유래한 것이며 2,274,924개는 비배양 

(uncultured) 미생물로부터 얻어진 것이다. 데이터베이스는 

DDBJ, EMBL, GenBank로부터 매달 업데이트된다. 미생물

은 Garrity et al. (2007)의 체계에 따라 분류되고, Acidobac-

teria, Verrucomicrobia, OP11 등은 개별 연구자들의 연구 

결과들을 기반으로 하고 있다 (http://rdp.cme.msu.edu/). 

GenBank   미국 국립보건원의 NCBI (National Center for 

Biotechnology Information)에서 관리하는 데이터베이스로 

유럽의 EMBL, 일본의 DDBJ와 매일 데이터 교환을 한다. 

또한 이들과 협력하여 염기서열에 기초한 생물분류법을 수

립하여 각 염기서열에 분류명을 부여하였다. 380,000 종 이

상의 생물 (세균, 고세균, 진핵생물, 바이러스 포함)에서 유

래한 염기서열을 포함하고 있으며 매달 3,800개 이상의 새

로운 분류군이 추가된다. 다른 데이터베이스와는 달리 

GenBank에서는 염기서열에 대한 품질 검사와 염기서열의 

정렬이 수행되지 않는다. BLAST 프로그램들을 이용하여 

GenBank 상에서 유사한 염기서열을 검색할 수 있다 

(Benson et al., 2011) (http:// www.ncbi.nlm.nih.gov/).

Greengenes   미국 버클리 대학의 Lawrence Berkeley 

National Lab에서 운영하고 있고, 2012년 12월 현재 세균 

및 고세균의 16S rRNA 염기서열 1,049,116개를 포함하고 

있다. 모든 염기서열은 NAST aligner를 이용하여 정렬되어 

있고, Bellerophon 프로그램을 이용하여 키메라 검사가 수

행되며 정해진 기준에 따라 키메라 여부를 표시하고 원본으

로 추정되는 염기서열 및 그 유사도가 표시된다. 여섯 곳의 

관리자 (Pace, Hugenholtz, Ludwig, NCBI, G2_Chip, RDP)

에 의해 제시된 분류체계가 모두 표시되며, 이들 간 비교도 

가능하다. Greengenes 데이터베이스에서는 분류의 단위로서 

속 (genus) 아래에 OTU가 위치하며 (DeSantis et al., 2006), 

OTU 아래에는 순수분리된 미생물 또는 비배양된 미생물의 

16S rRNA 유전자가 위치한다 (http://greengenes.lbl.gov/).

Silva   독일 막스프랑크 해양미생물연구소의 미생물 유

전체 그룹이 관리하는 데이터베이스로 세균, 고세균, 진핵

생물을 모두 포함하며, small subunit rRNA 뿐만 아니라 

large subunit rRNA도 포함하고 있다. 모든 염기서열은 품

질 확인 과정을 거치며, Pintail 프로그램을 이용하여 키메

라를 검사한다. 2차 구조를 고려하여 수작업으로 정렬된 

58,795개의 염기서열을 참조 염기서열 (reference sequences)

로 하여 Silva INcremental Aligner (SINA) 프로그램을 이

용하여 모든 염기서열이 정렬되어 있다 (Pruesse et al., 

2012). Silva 데이터베이스는 Parc, Ref, NR의 세 개의 데이

터베이스를 제공하는데, Parc 데이터베이스는 300 bp 이상

의 염기서열을 포함하며 미생물다양성 분석에 적합하다. 

Ref 데이터베이스는 Parc 데이터베이스에서 특정 길이 이

하의 염기서열 및 정렬 품질이 낮은 염기서열을 제외한 데

이터베이스로서 계통분류학적 분석 및 probe 디자인에 적

합하다. NR 데이터베이스는 Ref 데이터베이스의 염기서열

들을 98% 유사도를 기준으로 묶고 각 그룹에 대하여 한 개

의 대표 염기서열만을 추출하여 만들어 진다. 2012년 11월 

현재 각각의 데이터베이스는 3,194,7782개, 739,633개, 

286,858개의 small subunit rRNA 염기서열을 포함하고 있

다. 미생물 분류는 ENA-EBI (EMBL)의 분류법을 기반으로 

하며, Greengenes와 RDP의 미생물 분류체계도 표시되어 

있다. 염기서열 데이터베이스 관리 및 분석 프로그램인 

ARB (Ludwig et al., 2004)에서 사용 가능한 형식을 제공되

며 4-8개월 단위로 업데이트된다 (http://www.arb-silva.de/).

EzTaxon-e   한국의 천연구소에서 제공하는 데이터베이

스로 유효 출판되었거나 출판 중인 표준 균주와 Candidatus 

상태인 염기서열을 포함하며, 비배양 미생물의 경우 3% 유

사도를 기준으로 하여 그 대표 염기서열을 포함하고 있다. 
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세균, 고세균, 진핵생물 모두 망라하며 총 37,333개의 염기

서열이 데이터베이스로 구축되어 있다. EzTaxon-e에서는 

모든 염기서열이 종 (species)부터 문 (phylum)까지 분류되

어 있으며 분류명이 없는 경우, 임시로 분류명이 부여된다. 예

를 들어 과 (family) 명이 알려지지 않은 Xenohaliotis 속은 

Xenohaliotis_f 과로 표기하며, 비배양 미생물에서 유래한 경우 

그 염기서열의 GenBank 등록 번호 (accession number)를 이용

하여 나타낸다. 예를 들어 AB177171_g는 등록 번호 AB177171를 

기반으로 하는 속을 가리킨다 (http://eztaxon-e.ezbiocloud. 

net/).

파이로시퀀싱으로부터 얻은 염기서열을 데이터베이스의 

염기서열과 비교하고 동정을 하기 위한 알고리즘을 몇 가지 

소개하면 다음과 같다.

Global Alignment for Sequence Taxonomy (GAST)  
 GAST (Huse et al., 2008)에서는 rRNA 데이터베이스 상에 

있는 16S rRNA 유전자 염기서열에서 파이로시퀀싱에 사용

된 영역 (예, V3)만을 추출해서 새로운 데이터베이스를 만

든다. BLAST를 이용하여 분석하고자 하는 염기서열과 유사

도가 높은 100개의 염기서열을 새로운 데이터베이스 상에

서 추출하고 MUSCLE 프로그램을 이용하여 multiple 

alignment를 수행한 후 염기서열 간의 거리를 계산한다. 이 

때 거리가 가장 가까운 염기서열의 분류명을 분석하고자 하

는 염기서열의 분류명으로 부여한다. 거리가 동일한 염기서

열이 둘 이상 있을 경우 일치하는 분류 수준까지만 분류명

을 부여한다. 즉 두 염기서열이 과 수준까지만 일치한다면 

그 과까지만 분류명을 부여한다.

Naïve Bayesian classifier   Naïve Bayesian classifier 
(Wang et al., 2007)는 RDP의 미생물 분류 프로그램에서 사

용하는 방법이다. 먼저 알려진 표준균주의 16S rRNA 염기

서열에 대하여 8개의 염기로 정렬 가능한 64,000여 개의 염

기서열 (단어, word)이 나타나는 빈도를 계산한다. 다음으

로 분류하고자 하는 염기서열에 나타나는 8개의 염기로 구

성된 염기서열 중 일부를 취하여 이 염기서열이 각각의 표

준균주에서 발견될 확률을 구하고, 확률이 가장 높은 표준

균주의 속 명을 부여한다. 이 작업은 100회 수행되며, 이 중 

그 표준균주로 할당된 횟수를 계산하여 그 신뢰값을 %로 나

타낸다. 속 이상의 분류군에 대해서는 각 분류군에 포함된 

모든 속에 대한 결과값을 합산한다. 이 방법은 염기서열의 

정렬이 필요하지 않다는 장점이 있고, 속까지만 분류를 수

행한다.

CLcommunity 동정법   미생물 군집분석 프로그램인 

CLcommunity에서 사용하는 방법으로 EzTaxon-e 데이터

베이스의 염기서열과의 유사도를 비교하여 다음 규칙에 의

해 분류명을 부여한다.

유사도가 97% 이상일 경우 같은 종 (species)

유사도가 97% 미만 94% 이상일 경우 같은 속 (genus)

유사도가 94% 미만 90% 이상일 경우 같은 과 (family)

유사도가 90% 미만 85% 이상일 경우 같은 목 (order)

유사도가 85% 미만 80% 이상일 경우 같은 강 (class)

유사도가 80% 미만 75% 이상일 경우 같은 문 (phylum)

염기서열이 특정 종으로 동정되지 않을 경우 해당되는 

분류군에 _uc를 붙여 새로운 분류군을 만든다. 예를 들어 

가장 높은 유사도를 가지는 염기서열이 Nocardia asteroides

이고 그 유사도가 92%일 경우 이 염기서열은 Nocardiaceae 

_uc라는 새로운 속으로 동정된다 (http://www.chunlab.com/i).

나) 조작상분류단위 (Operational taxonomic units, OTU) 

기반

OTU에 근거하여 미생물의 군집구조를 분석하는 과정은 

1) 각 염기서열간의 거리를 계산하는 과정과 2) 염기서열들

을 OTU로 할당하는 과정으로 나눌 수 있다. 각 염기서열간

의 거리는 염기서열을 정렬한 후 계산된다. 거리 계산에 있

어 정렬된 염기서열에서 연속된 틈 (gap)을 어떻게 처리할 

것인가를 고려해야 한다. Schloss (2010)는 연속된 틈을 하

나의 틈으로 간주할 것을 추천하고 있다.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Sequence A : A T G C A T G C A T G C

Sequence B : A C G C - - - C A T C C

위의 예에서 A, B 두 염기서열간의 거리는 3/10=0.30으

로 계산된다. 즉 2번과 9번 위치에 일치하지 않는 염기가 

있으며, 5번 위치의 3개의 연속된 틈은 1개의 불일치로 간

주하여, 총 10개의 염기 중 3개가 불일치하는 하는 것으로 

계산한다. 다수의 염기서열에 대한 거리 계산 결과는 아래

와 같이 거리 행렬로 나타낼 수 있다. 여기서 A, B, C, D, E

는 서로 다른 염기서열을 의미하고 내부의 숫자는 각 염기

서열간의 거리를 나타낸다.

A B C D E

A 0.00

B 0.02 0.00

C 0.04 0.06 0.00

D 0.09 0.10 0.11 0.00

E 0.11 0.10 0.09 0.01 0.00

다음으로 이 계산결과를 이용하여 각 염기서열들을 OTU

로 묶는다. 이 때 1) 염기서열들을 묶어 나가는 방식 (클러

스터링 알고리즘)과 2) OTU간의 최소 거리를 얼마로 할 지
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Fig. 4. Three clustering algorithms. D represents the 
distance between two clusters.

Fig. 5. A dendrogram obtained from the distance matrix in 
the example by using average neighbor method.

를 고려해야 한다.

클러스터링은 거리가 가장 가까운 두 염기서열부터 시작

하여 클러스터링 알고리즘에서 정의한 거리를 이용하여 염

기서열들을 하나의 클러스터로 묶어 나가는 과정이다. 일반

적으로 사용되는 클러스터링 알고리즘에는 1) nearest neighbor, 

2) furthest neighbor, 3) average neighbor가 있다. Nearest 

neighbor에서 두 클러스터간의 거리는 각 클러스터 안에 있

는 염기 서열들간의 가능한 모든 거리 중 가장 가까운 거리

로 정의한다 (Fig. 4a). Nearest neighbor 방법을 사용하고 

OTU 간의 최소 거리를 3%로 정한다면, 한 OTU에 포함된 

각 염기서열들은 거리가 3% 이하인 염기서열을 최소 한 개 

이상 같은 OTU에서 찾을 수 있다. Furthest neighbor에서 

두 클러스터간의 거리는 각 클러스터 안에 있는 염기 서열

들간의 가능한 모든 거리 중 가장 먼 거리로 정의한다 (Fig. 

4b). Furthest neighbor 방법을 사용하고 OTU 간의 최소 거

리를 3%로 정한다면, 한 OTU에 포함된 각 염기서열들 간의 

거리는 모두 3% 이하이다. Average neighbor에서 두 클러스

터간의 거리는 각 클러스터 안에 있는 염기 서열들간의 가

능한 모든 거리의 평균으로 정의한다 (Fig. 4c).

초기에는 furthest neighbor를 기본 방법으로 사용하였

으나 (Schloss and Handelsman, 2005), 최근 연구 결과 이 

방법이 실제 미생물의 다양성을 과대 평가하는 것으로 나타

났으며 (Huse et al., 2010), 이에 대한 대안으로서 average 

neighbor (Schloss and Westcott, 2011) 또는 nearest neighbor 

적용 후 average neighbor (Huse et al., 2010) 방법을 적용

하는 것이 제안되었다.

세균 군집분석의 경우 OTU간의 최소 거리는 일반적으로 

3%가 권장된다. 이는 1) 16S rRNA 유전자를 이용하여 종을 

구분 짓는 경계선인 97% 유사도 (Stackebrandt and 

Goebel, 1994), 2) 한 염색체 내 rRNA operon의 변이 정도, 

3) 파이로시퀀싱 과정에서 발생하는 염기서열의 인위적 변

이들을 고려한 결과이다 (Kunin et al., 2010).

Fig. 5는 앞서 언급한 거리 행렬에 average neighbor 알

고리즘을 적용하여 클러스터링을 수행한 결과이다. 여기서 

아래에 표시한 숫자는 각 염기서열 간, 또는 클러스터 간의 

거리를 의미한다. OTU간의 최소 거리를 3%로 정의한다면 

A와 B, D와 E가 각각 하나의 OTU가 되며 C는 단독으로 하

나의 OTU가 된다. 결국 다섯 개의 염기서열은 총 3개의 

OTU로 분류된다.

염기서열 간 유사도를 계산하고 클러스터링을 수행하는 

프로그램으로서 Cd-hit가 있다 (Li and Godzik, 2006). 

Cd-hit에서는 염기서열을 정렬하지 않는다. 대신 공유되는 

특정 염기서열의 갯수를 조사하여 염기서열 간 유사도를 구

하고 클러스터링을 수행한다. 이 프로그램은 계산과정이 빠

르고 컴퓨터에 대한 부하가 적어 대량의 염기서열을 분석하

는데 사용될 수 있다.

2. 파이로시퀀스 분석 시 고려 사항

토양미생물 생태 연구에 있어 의미 있는 데이터를 도출

하기 위해서는 시료채취 시간, 위치, 계절, 시료량, 혼합, 

복합시료 조제, 반복 등을 고려해야 한다. 보통 DNA는 소

량의 시료 (0.1-5g 정도)에서 추출되기 때문에 추출 전 균

질화 및 충분한 반복을 두어 시료가 대표성을 가지도록 해

야 한다. 또한 시료는 현장과 실험실에서 분석되는 시간 사

이에 변화가 없어야 하고 의도하지 않게 다른 시료와 섞인

다거나 조제, 이송, 분석 도중에 다른 시료와 접촉으로 오염

되지 않아야 한다.

가. 시료의 보존

미생물 DNA는 시료 채취 즉시 추출하는 것이 원칙이며, 

이것이 가능하지 않다면 시료는 동결시켜야 된다 (Rochelle 

et al., 1994). 토양 세균 군집 구조는 보존 조건에 큰 영향

을 받지 않는다는 보고도 있으나 (Dolfing et al., 2004; 

Klammer et al., 2005) Tzeneva et al. (2009)은 저장조건

에 따라 토양시료는 미생물 군집 다양성과 조성이 크게 영

향을 받는다고 하였다.

Lauber et al. (2010)은 시간과 온도를 달리하여 보존한 

토양, 인체피부, 인체 분 시료를 대상으로 파이로시퀀싱 방

법을 이용하여 계통 및 분류학적 군집분석을 수행하였다. 

그 결과, 시료 출처와 종류가 DNA 추출 전 보존방법 (온도, 

기간)에 비해 미생물 군집구조에 더 큰 영향을 줄 수 있다고 
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보고하였다. 

Wu et al. (2010a)은 분석 전 시료 보존 방법과 DNA 추출

방법의 영향을 조사한 결과, i) 보존방법에 따른 군집조성 

변이에 대한 영향은 시료 간 변이에 비해 작기 때문에, 보존

방법은 시험 성격에 맞게 선택될 수 있고 ii) DNA 추출 방법

은 군집구조 해석에 큰 영향을 줄 수 있다는 결론에 도달하

였다.

나. DNA 추출

토양 군집의 분자생물학적 분석을 저해할 수 있는 중요

한 화학적 인자 중에는 양이온 또는 음이온 교환능을 지닌 

부식산, 점토, 유기물 등이 있다. 토양 점토 입자와 유기물

은 음전하를 띠고 있으며, 음전하를 띤 점토 입자는 수화된 

양이온에 둘러싸이게 되어 양전하의 편재화된 영역을 만들

게 된다. 여기에 일반적인 토양 pH에서 알짜 음전하를 띤 

미생물이 부착된다. 세균이 고체 표면에 부착하게 되면, 토

양 매질에서 세포 유래의 DNA/RNA와 세포를 분리하기 어

렵다. 토양 유형은 DNA/RNA 추출 효율에 큰 영향을 끼친

다. 즉 점토, 유기물, 부식산 등이 많을 경우 핵산 추출에 

문제가 되며, 특히 PCR을 수행할 때 Taq DNA 중합효소를 

저해할 수 있다. 따라서 부식산은 DNA를 정량하거나 증폭

하기 전에 제거되어야 한다.

환경시료에서 DNA를 추출하기 위해서는 물리적, 화학

적, 효소학적 방법 등을 사용하며, 이 세 가지 방식이 단독 

또는 조합하여 사용되고 있다. 그 외에 상용화되어 있는 것

들도 위의 방법을 변형하거나 조합한 방법이다 (Yoo et al., 

2009). 한편 Ranjard et al. (2003)은 토양 시료량이 분자 

미생물생태 분석에 미치는 영향을 평가하여 유전적 군집구

조의 대표성를 가지기 위해서는 최소 1 g의 토양에서 DNA

를 추출할 것을 권하고 있다.

다. 증폭 조건

증폭 파이로시퀀싱은 특정 유전자만을 증폭하기 위해 

PCR을 사용한다. 즉 파이로시퀀싱을 통해 분석되는 염기서

열은 본래 시료에 존재했던 16S rRNA 유전자가 아니라 

PCR을 통해 새롭게 생성된 염기서열이다. 따라서 분석된 

염기서열은 본래의 것과 다를 수 있으며, 이는 크게 두 가지 

원인에 기인한다. 첫째는 키메라 염기서열의 생성이나 DNA 

중합효소의 오류로 인해 염기서열이 변하는 경우로서, 이는 

앞 절에서 설명하였다. 둘째는 서로 다른 염기서열 간의 상

대적인 풍부도가 PCR 과정 동안 변하는 경우이다.

서로 다른 염기서열 간의 상대적인 풍부도가 PCR 후 변

하는 것은 프라이머와의 결합력 차이 (Hongoh et al., 

2003; Polz and Cavanaugh, 1998)와 PCR 과정에서의 포화 

정도의 차이에 기인한다 (Suzuki and Giovannoni, 1996). 

즉, 전자는 특정 프라이머 염기서열이 미생물 A와는 일치하

지만 B와는 일치하지 않기 때문에 미생물 A가 선택적으로 

증폭되기 때문에 발생한다. 반면 후자는 PCR이 대수단계에

서 포화단계로 진행됨에 따라 초기 농도가 높은 염기서열은 

re-annealing 빈도가 높아 증폭속도가 감소하는 반면, 농도

가 낮은 염기서열은 계속 증폭이 되어 두 종 간 풍부도의 차

이가 감소되기 때문에 발생한다.

이러한 문제점들은 적절한 프라이머를 선택하거나 

(Watanabe et al., 2001), annealing 온도를 낮추거나 PCR 

반복 횟수를 감소시켜 해결될 수 있다 (Acinas et al., 2005; 

Ishii and Fukui, 2001). 특히 PCR 반복 횟수의 감소는 PCR 

과정에서 발생하는 다양한 변이를 감소시키는데 중요하다 

(Qiu et al., 2001; Suzuki and Giovannoni, 1996; Wu et 

al., 2010b). 그러나, 아직까지 표준화된 프로토콜은 없으

며, 연구자가 각자의 실험목적, 신뢰성, 비용, 효율성을 판

단하여 적절한 PCR 조건을 선택해야 할 것이다.

라. 분석 경로

파이로시퀀싱을 통해 생산된 데이터의 분석은 한 종류의 

응용프로그램만으로 수행될 수 없으며, 앞 절에서 제시된 

분석경로의 각 단계별로 여러 연구자들이 개발한 응용프로

그램들을 선택하여 이용해야 한다. Mothur 프로그램 (Schloss 

et al., 2009)은 현재 가장 많은 명령어와 옵션을 포함하고 

있기 때문에 유연성이 가장 높다고 할 수 있다. 그러나 명령어 

방식이라 사용자 편의성이 낮고, 그래프 등의 시각화는 별도

의 작업이 필요하다. 또한 특정 명령어는 높은 사양의 컴퓨터 

장비를 이용해야만 실행이 가능하다. RDP (rdp.cme.msu.edu)

는 온라인상에서 파이로시퀀싱 데이터를 분석할 수 있는 

Pyrosequencing Pipeline을 제공한다. 염기서열 정렬, OTU 

생성, 다양성 지수 계산, 미생물분류 등 기본적인 분석을 수

행할 수 있어 초보자에게 가장 적합할 것으로 판단된다. 

RDP에서 생성된 결과 파일은 SPADE, EstimateS, R, mothur 

등의 다른 프로그램에서도 사용이 가능하다. QIIME (Caporaso 

et al., 2010)은 기본적인 분석도구 외에도 출판을 위한 고

화질의 그래프까지 출력할 수 있고 분석속도도 빠르다. 천

연구소에서 제공하는 CLcommunity
TM

 프로그램은 사용자가 

직접 분석을 수행할 필요 없이 제공되는 결과 파일을 실행

하여 일반적인 분석을 수행할 수 있다.

이 외에도 다양한 분석 패키지들이 있지만 표준화된 방

법은 아직 없으며, 분석의 각 단계에서 어떤 프로그램, 어떤 

세부 옵션을 선택하느냐에 따라 분석결과가 달라질 수 있다 

(Hamp et al., 2009; Sun et al., 2012). 따라서 연구자들은 

자신의 연구 여건에 맞는 분석경로와 옵션을 선택하고, 비

교하고자 하는 모든 시료에 동일한 방법을 사용하는 것이 

중요하다. Mothur 프로그램의 개발자인 Schloss는 분석 경

험을 통하여 도출된 최상의 분석경로를 온라인 상에서 제공

하고 있으며, 이는 수시로 갱신된다 (www.mothur.org/wiki/ 
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Schloss_SOP). 이 Schloss SOP는 각 연구자가 자신만의 분

석경로를 선택하는데 있어 유용한 기준이 될 수 있다.

3. 토양미생물 분야의 응용사례

파이로시퀀싱을 이용한 미생물다양성 및 군집구조분석을 

토양에 응용해서 출판된 논문은 많지 않으나 증가하는 추세

에 있다. 미농무성 농업연구청의 Acosta-Martinez et al. 

(2008)은 토양관리와 토지이용이 세균 다양성에 미치는 영

향을 구명하고자 미 텍사스주의 해발 800-1,100 미터에 위

치한 Hale county와 Floyd county의 평원에서 교란되지 않

은 초지[초지 단작 (P)과 다양한 잔디 혼작 (CRP)]와 2개의 

농경지 [목화-겨울보리-옥수수 윤작 (Ct-W-Cr)과 목화 연

속 단작 (Ct-Ct)]에서 세균 다양성을 조사하였다. 3%의 비

유사도 수준에서 3개의 다양성 추정치를 사용한 결과, OTU 

(대략 종 수준에 해당)는 4,500을 넘지 않았으며, 다양성은 

목화-겨울보리-옥수수 윤작에서 가장 높았고 목화 단작에

서 가장 낮았다 (Ct–W–Cr > P = CRP > Ct–Ct). 이 토양의 

우점 문은 Actinobacteria, Bacteroidetes, Fermicutes 순이

었다. Bacteroidetes 비율은 초지 시스템 (P와 CRP)에 비해 

농경시스템 (Ct–W–Cr, Ct–Ct)에서 더 높았으나, Actinobacteria

는 교란되지 않은 초지 단작 포장과 다양한 잔디 혼작 포장 

(P와 CRP)에서 더 높았다. 연구팀은 파이로시퀀싱 분석이 

세균의 분포뿐만 아니라 존재 유무의 측면에서, 토양 관리

와 토지 이용에 따른 세균다양성의 특성 변화를 파악하는데 

강력한 방법임을 역설하였다.

다른 연구에서는 반건조 지역의 가축 (소)-목화 생산 시

스템이 토양 세균 개체군의 특성에 미치는 영향을 분석하고 

목화연작과 비교하였다 (Acosta-Martínez et al., 2010b). 

건조지대 작부체계와 경운이 토양 군집조성에 미치는 영향

을 분석한 연구에서는 수수-겨울호밀 윤작 포장이 수수-목

화 윤작, 목화-겨울호밀-수수 윤작 포장에 비해 Bac-

teroidetes와 Proteobacteria의 비율이 높고 Actinobacteria

는 낮으며, Chloroflexi, Gemmatimonadetes, Verrucomicrobia

는 무경운에 비해 경운 재배시 높았다 (Acosta-Martínez et 

al., 2010a). 결론적으로 미생물 군집은 경운의 이력보다는 

작물 윤작에 의한 영향이 큰 것으로 보고하였다.

Eilers et al. (2010)은 저분자량 탄소기질이 세균 군집구

조에 미치는 영향을 축소판시험 (microcosm)으로 수행하였

다. 포도당, 글리신, 시트르산을 초지, 활엽수림, 침엽수림 

토양에 첨가한 결과, 모든 탄소기질이 α-Proteobacteria, γ
-Proteobacteria, Actinobacteria의 상대비율을 증가시켜, 

전체 군집구조에 영향을 주었다. 특히 시트르산은 세균군집

에 더 큰 영향을 주었다. 이러한 결과는 기질과 시험 토양에 

따라 다를 수 있겠지만, 군집 수준에서 첨가 기질에 우선적

으로 반응하는 특이적인 세균 분류군이 있다는 것을 의미한다.

대륙적 규모로 토양 세균 군집구조를 조사하는데 파이로

시퀀싱이 이용되기도 하였다. Lauber et al. (2009)은 북아

메리카, 남아메리카를 아우르는 88개 토양을 수집하여, 총 

152,359개 (토양 당 평균 1,501개)의 염기서열을 이용하여 

세균군집의 특성을 연구하였다. 전체 세균 군집 조성은 토

양 pH와 고도로 유의성 있는 상관관계 (r=0.79)가 있으며, 

이는 토양 pH 범위에 따라 Acidobacteria, Actinobacteria, 

Bacteroidetes의 상대 풍부도의 변화에 의한 것으로 해석하

였다. 계통분류학적 다양성은 중성 부근의 pH에서 최대값

을 보였고, pH와 높은 상관관계 (R
2
=0.50)가 있었다. 결론

적으로 토양 세균 군집의 구조는 큰 공간 스케일에서도 어

느 정도 예측이 가능하다고 하였다. 이 연구는 콜로라도 대

학의 Noah Fierer 연구팀에 의해 수행되었으며, 2010년에

는 pH 기울기가 있는 경작지를 대상으로 pH가 세균과 진균 

군집에 미치는 영향을 보고하였다 (Rousk et al., 2010). 즉 

pH가 4.0-8.3의 범위에 있는 영국 로담스테드시험장의 장

기 석회시험구 (Hoosfield acid strip)에서 채취한 27개의 시

료를 qPCR과 파이로시퀀싱으로 분석한 결과, 세균의 상대 

풍부도와 다양성은 pH와 정의 상관관계를 보인 반면 (다양

성은 pH 8.0이 pH 4.0에 비해 2 배 높았음), 진균의 상대 

풍부도는 pH에 의한 영향이 작고, 다양성은 pH와 상관관계

가 낮았다. 따라서 진균과 달리 세균 군집 구조가 형성되는

데 pH가 큰 영향을 끼친다는 것을 재차 확인하였다. 

유기농법와 관행농법의 미생물 군집 차이를 구명하기 위

해 파이로시퀀싱을 이용한 연구 (Sugiyama et al., 2010)는 

미국 콜로라도의 감자재배지에서 수행되었다. 진균의 18S 

ribosomal RNA 유전자를 분석한 결과, 유기농지는 관행농

지에 비해 미생물군집의 다양성과 균등도가 다소 높고, 

OTU 추정치는 농법 간 차이가 관찰되지 않았다. 그러나 16

개의 OTU 중 7개는 관행에 비해 유기농지에서 상대풍부도

가 증가한 반면 9개는 감소하였다. Alternaria속의 상대풍

부도는 관행농지에서 높았고 (30.2:7.8%), Pythium ultimum

은 유기농지에서 더 높았다 (0.25:0.05%). A. solani, Phoma 

foveata, P. ultimum에 특이 프라이머에 의한 qPCR 결과는 

파이로시퀀싱과 유사하였는데, 이는 파이로시퀀싱 분석으

로 OTU의 상대풍부도를 정량할 수 있다는 것을 의미한다.

바이오숯 (biochar)을 토양에 시용하면 장기적으로 탄소

가 격리되고 작물 생산성이 개선되기 때문에 친환경적이

다. 바이오숯의 시용이 시설재배 파프리카의 근권 세균 군

집구조에 미치는 영향에 관한 연구는 Kolton et al. (2011)

에 의해 수행되었다. 총 20,142의 염기서열 중 92-95%는 

Proteobacteria, Bacteroidetes, Actinobacteria, Firmicutes문

으로 동정되었으며, 바이오숯을 처리함에 따라 Bacteroi-

detes문의 상대풍부도는 12%에서 30%로 증가한 반면, Proteo-

bacteria는 71%에서 47%로 감소하였다. Bacteroidetes문 Flavo-

bacterium속은 바이오숯에 가장 강하게 반응하여 상대 풍부

도는 바이오숯을 처리 했을때 대조구 4.2%에서 19.6%로 증



안재형 ·김병용 ·김대훈 ·송재경 ·원항연1082

가되었다. 그 외 바이오숯에 의해 키틴 분해균 (Chitinophaga), 

섬유소 분해균 (Cellvibrio), 방향족화합물 분해균 (Hydrogenophaga, 

Dechloromonas)이 민감하게 반응하였다.

Cui et al. (2012)은 8년에서 500년까지 다양한 간척역

사를 가진 농경지에서 파이로시퀀싱 분석을 통해 장기적인 

세균 군집의 천이를 증명하였다. 해수 소택지가 농경지로 변

하면서 세균군집구조는 초기 수십 년에 걸쳐 급격히 변화하였

으며 그 이후는 완만하였다. 문 수준에서는 Proteobacteria

의 감소와 Verrucomicrobia의 증가가 뚜렷하였고, 논의 경우

는 Chloroflexi와 Acidobacteria의 증가가, 밭의 경우는 

Actinobacteria와 Firmicutes의 증가가 관찰되었다. 또한 

세균 다양성은 초기에 급격히 증가하는 것으로 나타났다. 

Ahn et al. (2012)은 57년간 동일 비료를 연용한 논토양의 

세균 및 고세균 군집구조를 파이로시퀀싱을 이용하여 분석

하였다. 그 결과, 논토양에서는 Chloroflexi, Proteobacteria, 

Actinobacteria, Crenarchaeota문이 우점하였고, 세균과 고

세균의 군집구조는 계절과 시비형태에 주로 영향을 받는 것

으로 나타났다. 특히 시비형태 자체보다는 그로 인한 토양 

pH 변화가 세균과 고세균의 군집구조에 더 큰 영향 주었으

며, 이 결과는 토양 pH가 원핵생물의 군집구조 변화에 중요

한 인자라는 것을 다시 한번 입증하였다.

이상의 연구결과는 파이로시퀀싱 방법이 그 동안 널리 

사용해왔던 유전자지문 분석 (DGGE, T-RFLP) 등에 비해 

대량의 유전자 염기서열을 이용하기 때문에 분류 해상도가 

더 높을 뿐 아니라 cloning-sequencing에 비해 시간과 비용

이 절약되고 종 추정치, 다양성 지수, 균등도 지수 등의 신

뢰성이 높은 데이터를 생성할 수 있다는 것을 증명하였다.

결     론

최근까지, 미생물 군집 분석은 이용 가능한 기술의 부족

이 큰 장애요인이었다. 2005년 이후 차세대 염기서열 분석 

기술의 출현으로 많은 연구자들은 다양한 서식지의 시료를 

이용하여 폭발적으로 염기서열을 해독하고 있으며, 이 기술

은 미생물 생태 분야에 가히 혁명적인 영향을 주고 있다. 염

기서열 해독 비용은 감소되고 처리량은 증가되고 부가적인 

기술이 진보함에 따라 미생물 생태 연구의 환경이 변화되고 

있다. 그러나 아직도 우리는 토양미생물 다양성에 대해서 

빙산의 일각을 보고 있을 뿐이며, 증폭산물의 오류, 차세대 

염기서열 분석 기술 자체의 문제, 표준화된 분석경로의 부

족 등의 해결해야 할 난제들이 남아 있다. 결론적으로 미생

물 다양성연구에 사용되는 파이로시퀀싱을 통해 우리는 실

험실 조건에서 배양될 수 없는 것을 포함하여 토양미생물에 

대해 유례 없이 많은 정보들을 생산하고 있으며, 이 기술을 

통해 미생물다양성에 대해 더 완전하고 편향되지 않은 시각

을 가질 수 있을 것으로 전망한다.
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