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ABSTRACT

Scientific trust and quantification of traditional species investigation and results that have been used

in ecology for decades has always been a problem and concern for ecologists. Global ecologists have
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proposed DNA-based species investigation studies to find answers to problems. In this study, we re-

viewed the global trend of research on environmental DNA(eDNA), which is a method for monitoring

species by detecting DNA of organisms naturally mixed in environmental samples such as water, soil,

and feces. The first eDNA research confirmed the possibility of species investigation at the molecular

level, and commercialization of NGS(Next Generation Sequencing) and DNA metabarcoding elicits ef-

ficient and quantitative species investigation results, and eDNA research is increasing in the filed of

ecology. In this study, mammals and birds were detected using MiMammal universal primers from 23

samples(3 natural reserves; 20 water bowls) out of 4 patches to verify eDNA for urban ecosystems

in Suwon, and eDNA was verified by performing camera trapping and field survey. Most terrestrial

species were detected through eDNA, and particularly, mice(Mus musculus), and Vinous-throated

Parrotbill (Sinosuthora webbiana) were identified only with eDNA, It has been confirmed to be highly

effective by investigating techniques for small and internal species. However, due to the lack of reso-

lution of the primer, weasels(Mustela sibirica) and squirrels(Melanochromis auratus) were not detected,

and it was confirmed that the traditional investigation method was effective only for a few species,

such as Mogera robusta(Mogera robusta). Therefore, it is judged that the effects of species inves-

tigation can be maximized only when eDNA is combined with traditional field survey and Camera

trapping to complement each other.

Key words： DNA Metabarcoding, PCR(Polymerase chain reaction), Camera trapping, OTU(Operational

Taxonomic Unit), MiMammal, NGS(Next Generation Sequencing), Suwon city

I.서 론

도시생태계는 인간의 편리함과이익을 위한물

리적 개발과 교란으로 기존 생물종의 서식처와

먹이사슬이붕괴등과같은생태계의 균형과질서

가 흔들리게 되었다(Levine et al., 2003; Pogieter

et al., 2017). 이처럼 도시 생물종은 지속적으로

직·간접적인 인간의 영향을 받고 있어 생물다양

성의 건강성 확보가 우려되며, 보전을 위한 꾸준

한 관리가 필요하다(Stokes et al., 2006). 도시 생

물종의 생태적 온전성을 보전하기 위해서는 도시

생태계의 특수성을 반드시 이해하여야 하며, 특히

환경변화에 민감한 생태계 내 주요 종 등의 생물

자원에 대한 현황을 정확히 파악할 필요가 있다.

국가 및 지자체에서는 도시생태현황지도, 환경영

향평가, 전국자연환경조사와 같은 제도를통해 생

물자원 DB를 주기적으로 구축하여 도시계획 및

환경보전 계획에 활용하고 있다(NIER, 2015;

Ministry of Environment, 2017).

그러나, 1986년 환경부 및 국립환경과학원에

서 시작된 전국 규모의 자연환경조사 이래로 국

내에도 다양한 분류군에 대한 생물자원 DB가

축척되고 있으나, 아직까지 전통적인 조사 기술

이 주로 활용되고 있는 것이 현실이다(Ministry

of Environment, 2012). 이제껏 활용된 전통적인

생물종 모니터링의 기술과 결과는 연구 및 정책

에 활용되기까지 다양한 현실적인 제약이 따르

는데, 대표적으로 조사를 위해 분류군별 전문가

를 필수적으로 동반해야 함은 물론이고, 전문가

개인 역량에 따라 모니터링 결과의 차이가 매우

다를 수 있다. 또한 종에 따라 계절별 모니터링

이 필수적으로 수반되므로 조사 기간이 매우 길
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수밖에 없으며, 그 외에도 연구자가 직접 현장에

서 생물종을 포획 및 채집하는 경우 불가피하게

생태계에 교란이 발생할 수 있으며, 조사 과정에

서도 연구자가 안전을 보장받지 못하는 것도 결

코 적지 않은 문제이다. 마지막으로 복잡하고 빠

르게 변화하는 도시생태계 특수성이 고려되지

않은 채, 일반적인 종 조사 지침을 따라 진행하

기 때문에 도시생태계 내 생물상을 정확히 반영

하기는 어려운 현실이다. 이처럼 도시생태계에

서 전통적인 생물자원의 조사 기술은 비용적․

시간적 한계를 가질 뿐만 아니라, 조사 결과에

대한 표준화와 과학적 신뢰성 보장이 어렵기에,

이를 보완할 수 있는 다차원적인 시각으로 모니

터링 기술에 대한 검토가 필요한 시점이다.

최근 생물다양성협약(CBD) 및 국내·외 생태학

자들은 생물자원의 효율적인 조사와 과학적인 모

니터링 결과를 확보하기 위해 분자생물학

(Molecular biology) 분야의 DNA(Deoxyrib

oNucleic Acid) 기반 생물종 조사 기법을 적극 권

장하고 있다(Krishnamurthy and Francis, 2012).

DNA 기반 생물종 모니터링 기술은 지구 대부분

존재하는 생물체가 DNA 분자를 보유하고 있으며

(Watson and Crick, 1953), 종간 유전적 거리

(Genetic distance)가 일반적으로 같은 분류군, 같

은 종끼리 가깝고 다른 종, 분류군 간에 차이가

크다는 분자생물학의 일반적이고 기초적인 이론

에서 시작됐다(Herbert et al., 2003). 나아가 유기

체가 자연 환경에 흘리는 털이나 각질, 배변 등이

유역처럼 모이는 물이나 토양에서 시료를 채취하

고, DNA를 추출하여 생태계를 구성하는 생물종

을 확인하려는 연구가 시도되었다(Taberlet et al.,

2012a). 이는 환경DNA(eDNA; Environmental

DNA)라는 개념으로 점차 구체화 되었으며, 분자

생태학(Molecular ecology) 분야의 응용 학문을

급속도로 발전시켰다(Kelly, 2016).

그럼에도 불구하고 생태학자들이 eDNA 기술

을 생물종 군집 조사에 접목하기 쉽지 않았는

데, eDNA의 전반적인 연구 과정이 생태계 연구

에서 기본적인 이해가 요구되는 경관생태학, 보

전생물학 및 환경계획 분야와 함께 DNA 분자,

그리고 DNA 중합효소를 이용해 DNA 서열을

증폭하는 중합효소 연쇄반응(PCR; Polymerase

chain reaction) 기술과 같은 전반적인 분자생물

학에 대한 이해도가 필요했기 때문이었다

(Mullis and Faloona, 1987). 나아가 수십-수백만

길이의 염기쌍(bp; base pair)으로 증폭된 염기

서열 정보를 토대로 수십만종 이상, 수백만개

이상의 염기서열 DB가 등록된 라이브러리에서

검색하고, 최종적으로 목표종을 검출하는 생물

정보학(Bioinformatics) 분야를 거쳐야만 일련의

eDNA 실험이 완료되었다(Ruppert and Kline.,

2019). 이처럼 생태학, 분자생물학, 생물정보학

으로 이어지는 eDNA의 융합 연구 프로세스는

생태학자들에겐 미지의 영역이었으나, 이제는

전 세계적으로 생태학자와 환경을 관리하는 사

람들에게 eDNA는 생물자원 조사 분야에서 핵

심 요소가 되고 있는 것이 현시대적 흐름임에는

분명하다(Taberlet et al., 2018).

따라서 본 연구는 eDNA가 발전해온 연구의

시대적 흐름을 살펴보고, 생태학 분야에 활용된

국내·외 eDNA 연구들을 고찰하고자 하였다. 나

아가 국내 도시생태계에서 eDNA 메타바코딩

(metabarcoding) 기술을 포유류와 조류와 같은

육상 종 검출에 직접 적용하고 현장 조사 및 카

메라 트래핑을 통해 교차 검증해봄으로써, 장기

적으로 eDNA가 도시생태계 생물자원 모니터링

에 활용 및 보완될 수 있는 방안을 모색하고자

진행되었다.

II. 환경DNA의 연구 동향

eDNA는 토양, 물, 심지어 배설물과 같은 환경

시료에서 발견되는 다양한 유기체들의 혼합된 게

놈 DNA(Genomic DNA)를 의미한다(Taberlet et

al., 2012a). 최초의 eDNA 연구는 Ogram et

al.(1987)이 퇴적물에서 발견한 DNA에 대한 추출
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Figure 1. Overview of the emergence of eDNA studies (Tarberlet et al., 2018; modified)

프로토콜을 제안하면서 시작하였다(Figure 1). 최

초의 eDNA 연구 3년 이후, 차세대염기서열분석

(NGS; Next Generation Sequencing)을 이용한 최

초의 eDNA 메타바코딩 연구가 보고되었으나

(Giovannoi et al., 1990), PCR에 비해 상대적으로

높은비용과 하나의시료에서 여러종을추출하는

범용 프라이머의부재및 eDNA 분석한계등으로

인해 eDNA 메타바코딩 연구는 10여년간 지연되

었다. 이후 Willerslev et al.(2003)에 의해 eDNA

메타바코딩을 활용한고생물군집분류및 분석으

로 연구가 재개되었으며, Ficetola et al.(2008)이

습지시료내 DNA 추출 및 PCR을 통해황소개구

리(Rana catesbeiana)의 검출 유무를 확인하면서,

생태계 내 생물종 조사로서 eDNA 연구가 최초로

보고되었다. 이후 Valentini et al.(2009), Deagle

et al.(2010)은 종의 배설물을 환경 시료로 활용하

여 eDNA 메타바코딩을 통한 종의 먹이원을 분석

하는 연구를 진행하였으며, 이렇듯 최근에는

eDNA를 활용해 미생물을 분류하는 것을 넘어,

어류를비롯한포유류, 조류등거대생물종을검출

하기위한프라이머개발및모니터링연구가꾸준

히 증가함이 확인되고 있다(Oskam et al. 2010;

Miya et al., 2015; Ushio et al. 2016).

1. 표적 PCR(Quantitative PCR; qPCR)

eDNA 기술을 통해 종을 식별하기 위해서는

분자생물학의 기본 개념인 PCR 기술에 기초한

두가지접근방식이 고려되고있다(Figure 2; Saiki

et al., 1985; Mullis and Faloona 1987). 먼저멸종위

기종, 외래종, 복원목표종등 단일종의 존재유무

를 검출하기 위한 것이 목적일 경우(Bergman et

al., 2015; Evans et al., 2016; Minamoto et al.,

2017), 200~600bp 정도 길이를 증폭할 수 있는

종 특이적 마커(Species specific marker)와 같은

프라이머 개발을 통해 단일 종을 검출할 수 있는

표적 PCR(qPCR; Quantitative PCR) 기술이 활용

되었다(Logan et al., 2009; MacDonald and Sarre,

2017). qPCR 기술은 다양한 종을 한 번에 검출할

수 없는 한계가 있으나, 시간과 비용이 요구되는

NGS 기술이 생략될 수 있어 경제적인 측면에서

복원 및 생태학 분야에서도 적극 활용되고 있다.

대표적으로 Hempel et al.(2019)에 의해 하천 복원

공사에도 qPCR이직접적으로활용되었는데, 복원

직후하류에 솜뱅이과인 Cottus rhenanus를 방생하
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Figure 2. Process in detecting species

and communities through eDNA

고, 하천상·하류에걸친 14곳에서 1년간물시료를

채취하여, 미토콘드리아 12s rRNA 유전자를 표적

으로하는프라이머를활용해목표종의 DNA 검출

을 성공적으로 진행했다. 이처럼생태학에서 활용

된 eDNA 연구는 시료채취가 용이한 수생태계에

서단일어류종을 검출하는목적으로 주로 활용되

기 시작하였다.

2. 차세대 염기서열 분석(NGS; Next Gener-

ation Sequencing)

두 번째로 차세대 염기서열 분석이 기술의 개

발됨에 따라, 대규모 병렬 염기서열(Massive

Parallel Sequencing) 분석이 가능해져(Brenner

et al., 2000; Margulies et al., 2005), 하나의 시

료에서 100종 이상이 검출 가능한 eDNA 메타

바코딩(eDNA metabarcoding) 기술의 활용도가

높아지고 있다(Pompanon et al., 2011; Riaz et

al., 2011; Lopes et al., 2017). eDNA 메타바코

딩 기술은 이론적으로 기존 PCR 기술보다 분석

시간을 극적으로 감소시키는 매우 효과적인 장

점이 있었으나, 초기에는 PCR보다 훨씬 높은

분석 비용과 모든 종의 염기서열을 증폭할 수

있는 그룹 특이적 마커(Group-specific marker)

와 같은 범용적 프라이머(Universal primer)의

개발 부재로 DNA 메타바코딩 연구가 지연되었

다. 그러나 고비용의 NGS 분석이 Illumina사의

Hiseq, Miseq, NextSeq 등과 Thermo Fisher사의

Ion GeneStudio 시리즈 등 여러 회사들의 다양

한 플랫폼 마련됨에 따라 상용화가 이루어져 누

구든지 eDNA 연구를 시도하고 접근할 수 있는

발판이 마련되었다(Shendure and Ji, 2008).

마찬가지로 여러 분류학적 그룹을 증폭하고 여

러 종을 검출할 수 있는 범용적 프라이머 개발도

생태학 분야에서 eDNA 연구를 증가시켰다

(Drummond et al., 2015). 대표적으로 Miya et

al.(2015)는 12S rRNA 163-185bp 구간을 표적으로

하여 어류 880여종을 식별할 수 있는 유니버셜

프라이머인 MiFish를 개발하였으며, 최근에는

Web기반의 MiFish Pipeline을이용할 수있어쉽고

무료로 eDNA 메타바코딩 기술을 통해어류 종을

검출할 수 있게 되었다(Table 1; Sato et al., 2018).

이후전세계적으로 MiFish 및기타범용프라이머

를 활용한 어류 군집 모니터링이 진행되었으며

(Schmidt and McDougall, 2018; Closek et al., 2019;

Zhang et al., 2019), 국내에서도 최근 MiFish 어류

범용 프라이머를 활용하여 황구지천의 어류 생물

상에 대한 군집 모니터링한 연구가 발표되었다

(Song et al., 2019).

어류에 비해 육상 생물종 eDNA 메타바코딩에

대한연구가늘부족한상황이다. 그러나육상생물

종역시생존을위해물과필수적으로접촉하므로

하천, 저수지, 자연형 웅덩이와 같은 곳에서 육상

생물종의 DNA가수집될수있음이제안되고확인

되었다(Rodgers and Mock, 2015). Riaz et al.(2011)

은 척추동물(Vertebrates)과 양서류(Amphibians),

파충류(Reptiles) 모니터링을 위해 12S rRNA

(73-110bp)를 표적으로 하는 12SV5F-R 프라이머
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Taxa Example citation Primer pair Region amplified

Fish Miya et al. 2015 Mifish-U/E
12S rRNA

(163-185bp)

Vertebrates

Riaz et al. 2011
12SV5F (TAGAACAGGCTCCTCTAG)

12SV5R (TTAGATACCCCACTATGC)

12S rRNA

(73-110bp)
Amphibians

Reptiles

Birds

Haile et al. 2007
12Se (CCCACCTAGAGGAGCCTGTTC)

12Sh (CCTTGACCTGTCTTGTTAGC) 12S rRNA

(~125bp)

Oskam et al. 2010

12sf5 (CTAACAAGACAGGTCAAGGTAT)

12sr4 (CCTATTTTACTGCTAAATCCG)

12sa (CTGGGATTAGATACCCCACTAT)

12sh (CCTTGACCTGTCTTGTTAGC)

12S rRNA

(~250bp)

Patel et al. 2010 COI primers
COI

(130-328bp)

Mammals

Andersen et al. 2012

16S A&M Fv2 69

(CCCCGAAACCAGACGAGCTA)

16S A&M Rv2 short

(TCACTATTTTGCNACATAGA)

16S rRNA

(23–31bp)

Boessenkool et al. 2012
16Smam1 (CGGTTGGGGTGACCTCGGA)

16Smam2 (GCTGTTATCCCTAGGGTAACT)

16S rRNA

(~120bp)

Ushio et al. 2016

MiMammal F

(GGGTTGGTAAATTTCGTGCCAGC)

MiMammal R

(CATAGTGGGGTATCTAATCCCAGTTTG)

12S rRNA

(~170bp)

Leempoel et al. 2020
M12S primers

M16S primers

12S rRNA

(~210bp)

16S rRNA

(~70bp)

Table 1. Primers proposed to detect species from fish and terrestrial animals

를 설계하였으며, Haile et al.(2007)은 조류 분류군

을 검출하기 위해 12S rRNA(~125bp)를 표적으로

하는 12Se-h 프라이머를 제안하였다. Oskam et

al.(2010)은 조류 분류군 검출을 위해 12S

rRNA(~125bp)를 표적으로 하는 12sf5-r4 프라이

머와 12S rRNA(~250bp)를 표적으로 하는 12sa-h

프라이머 2가지를 설계하였다. Patel et al.(2010)은

조류검출을위해 rRNA가 아닌단백질암호유전

자인 COI(130-328bp)를 표적으로 하는 COI 프라

이머를 제시하기도 하였다. 포유류검출을 위해서

도 다양한 프라이머가 제시되었는데, Andersen et

al.(2012)은 16S rRNA(23-31bp)의 짧은 구간을

표적으로하는 16S A&M Fv2 69-Rv2 short 프라이

머를 설계하였으며, Boessenkool et al.(2012) 역시

포유류 검출을 위해 16S rRNA(~120bp)를 표적으

로 하는 16Smam1-2 프라이머를 제안하였다.

Ushio et al.(2017)은 MiFish 어류 범용 프라이머를

수정·보완하여, 12S rRNA(~170bp)를 표적으로 하

는 포유류 프라이머인 MiMammal을 설계하여 수

조및자연상태의물시료에서포유류모니터링을

확인하였다.

다양한 유니버셜 프라이머 개발과 함께 최근

eDNA 메타바코딩을 이용하여 육상 생물종 모

니터링을 진행한 연구도 많이 제안되고 있다.

Haper et al.(2019)는 우리 안 포유류들의 거주

형태(반수생, 지상, 수목)에 따른 eDNA 리드 수

의 차이를 확인하였으며, 카메라 트래핑(camera

trapping)을 통해 포유류가 물을 활용하는 방법
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Figure 3. Study area. Sample points of 23 (3 Natural reserves; 20 Water bowls) were selected

in 4 types of green patch area with physical distance from Gwanggyo new town in Suwon city.

(식수, 수영, 배설, 긁기, 달리기, 소리내기 등)을

관찰하고 eDNA 리드 수에 미치는 영향을 확인

하였으나 거주형태, 물의 이용 행태 등은 eDNA

리드 수에 통계적인 영향을 미치지 않는 것으로

확인되었다. Leempoel et al.(2020)은 포유류에

대한 조사를 1,132일간 카메라 트래핑과 총 100

개의 토양 시료에서 eDNA 실험을 비교하였으

며, 16S rRNA (~70bp)와 12S rRNA(~210bp) 두

가지 메타 바코드를 적용하여 프라이머 간 검출

결과를 비교하였다. 카메라와 eDNA 조사 결과

간 상당한 불일치를 확인하였으며, 특히 소형종

의 경우 대부분 eDNA에서만 검출이 확인되었

다. 프라이머 간 차이는 대부분의 포유류가 과

(Family) 수준에서 16S, 12S rRNA 구간이 거의

일치하였으나, 종(Species) 수준에서 분류학적

해상도(Taxonomic resolution)는 12s rRNA가

16S rRNA보다 높아 육상종 모니터링 시 효율

적인 eDNA 조사 방법론을 제안하였다.

이처럼 PCR 및 메타바코딩 등을 활용한

eDNA 기술이 다양한 분류군에 대한 조사에서

활용성이 인정받고 있음이 확인되고 있다. 그러

나 아직까지 대부분의 eDNA 연구 사례는 자연

생태계 생물종 조사에서 진행되었으며 인간과

밀접한 관련이 있는 도시생태계에서 적용 사례

는 미미한 한계가 있다. 그나마, 도시 하천에서

어류종이나 연체동물에 대한 목표종, 침입종 등

의 검출을 위한 eDNA 연구가 실시되었으나

(Clusa et al., 2017; Hempel et al., 2019; Song

et al., 2019), 이마저도 파편화된 패치가 다양하

고 교란이 우려되는 도시 육상생태계에 서식하

는 생물종에 대한 모니터링한 연구는 거의 전무

했다(Staley et al., 2018).

도시생태계 내 파편화된 녹지 및 공원의 패치

들은 경관생태학 관점에서 생물의 이동을 실현

시킬 수 있는 거점이나 서식처로서 중요성이 확

인되고 있으며(Song et al., 2012), 도시생태계

내 서식하며 생태적 균형을 유지하는 중요한 위

치를 갖는 지표종 혹은 외래종을 정량적으로 모

니터링하여 DB를 구축할 필요가 있으며, 이제

eDNA를 활용한 도시 육상종 조사 기술은 전통

적인 조사 기술을 상호 보완하여 효율적이며 과

학적인 연구 및 조사로써 높은 활용가치가 있을

것으로 생각된다.

III. 국내 적용 및 고찰

1. 연구대상지

검토된 eDNA 기술의 도시 내 육상생태계 적

용 가능성 검토를 위해 도시 내 녹지와 수변 지

역이 함께 개발된 경기도 수원시 영통구 광교신

도시 일대를 연구의 공간적 범위로 선정하였다.

녹지 패치 및 육상 생물종의 이동성을 고려하여
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Figure 4. eDNA sampling process. DNA was collected using a water bowl and verified by camera trapping.

광교호수공원, 혜령공원, 광교중앙공원 및 매봉

산 일대 등 4개의 녹지 패치 유형에서 DNA 샘

플을 채취하였다(Figure 3). 연구대상지는 약

200만㎡의 녹지와 육상 생물종의 산림 패치 간

이동을 위한 생태통로 10개소가 조성되어 있으

며, 약 50만㎡의 원천호수와 신대호수의 수생태

계를 포함하고 있어, eDNA를 통해 도시 내 육

상 종을 모니터링하기 적합한 대상지로 판단하

였다.

2. 샘플링 방법

eDNA 시료는 일반적으로 물(Valière and

Tabrlet, 2000; Civade et al., 2016; Valentini et

al., 2016) 혹은 멸균 증류수에 용해된 토양

(Taberlet et al., 2012b; Zinger et al., 2016), 침

전물(sediment; Giguet-Covex et al., 2014; Pansu

et al., 2015), 낙엽층(litter; Yang et al., 2014) 등

을 채취하여 게놈 DNA를 추출하는 방법을 거

친다. 본 연구에서는 육상 종이 식수나 목욕, 수

영 등으로 이용한 물 시료를 수집하여 eDNA 분

석을 진행하였다. 현장에서 발견한 3곳의 자연

형 웅덩이와 20곳에서 증류수 2L의 인공 수조

를 설치하여 총 23곳에서 물 시료를 취득하였다

(Figure 3). DNA는 자연 상태 노출된 후 빠르게

분해되기 때문에(Shapiro, 2008; Dejean et al.,

2011), DNA 손실을 최소화하고자 인공 수조를

2019년 7월 22일부터 2019년 7월 30일까지 총

8일간만 설치하고 시료를 채취하였다. 샘플 취

득 당일 물에 가라앉아 있는 DNA를 효과적으

로 채수하고자 멸균 일회용 막대기로 저은 후

(Turner et al., 2015), 오염 방지를 위해 멸균 장

갑과 보관팩, 일회용 주사기를 이용하여 흙과

같은 고분자 성분에 의해 여과기에 투석이 안될

때까지 1-2회에 걸쳐 30-60㎖를 채수했다. 채수

된 시료는 0.45㎛ 필터에 여과하여 냉동 보관하

였다(Figure 4). 추가로 자연적으로 발생한 웅덩

이 이외에 수조를 설치한 곳에서 동일 기간 무

인카메라(HC-801A, Suntekcam)를 함께 설치하

여 대상종의 물 접촉 여부를 파악했으며, 2019

년 10월 14일과 22일, 이틀에 걸쳐 전체 대상지

에서 생물종의 흔적조사 및 목견 등의 현장조사

를 병행하였다. 설치된 모니터링 카메라는 야생

동물의 움직임이 포착되는 순간 3장의 연속 사

진과 10초간 동영상이 함께 촬영되도록 설정하

고, 동일 개체의 중복촬영 방지를 위해 모니터

링 카메라는 1회 촬영 이후 5분 이내에 다시 촬

영을 제한하였다. eDNA 시료 채취 당일 카메라

내 SD 카드를 함께 수집하여 연구실에서 종 동

정을 진행하였다.

3. eDNA 메타바코딩 분석

수집된 시료는 QIAgen blood & Tissue kit &

EZ column(Qiagen, Germany)를 이용하여 Miya

et al. (2015)에서 제안한 방식으로 DNA 추출을

진행했다. 이후 23개 샘플에서 추출한 DNA를

증폭하기 위해 쌍으로 된 2개(forward, reverse)

의 범용 프라이머인 MiMammal을 사용하여 2

단계 PCR을 진행했다. Ushio et al.(2017) 연구

에서 Miseq 시퀀싱 분석과 low diversity를 개선

하기 위해 6개의 랜덤 염기(N)와 결합된 혼합

MiMammal-mix 프라이머를 사용하였으나,

7base부터 다시 동일한 프라이머 서열이 시퀀싱
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되기 때문에 low diversity가 우려되어, 본 연구

에서는 MiMammal 프라이머의 랜덤 염기 수를

0부터 3까지 상이하게 프라이머를 수정하여 문

제점을 개선하고자 하였다. 또한 표적으로 증폭

하고자 하는 구간이 길지 않다고 판단하여

HiSeq 2500(Illumina) 플랫폼에서 시퀀싱하였다.

1차 PCR은 표적 영역을 증폭시키기 위해 진

행되었으며, 1차 PCR의 생성물을 정제하여 2차

index PCR의 주형으로 사용하였다. 1차 PCR은

6.0㎕의 KAPA HiFi HotStart ReadyMix (KAPA

Biosystems, USA)를 통해 35회 반복 수행되었

다. 또한 1차 PCR는 각각 0.36㎕씩 MiMammal

프라이머(10μM)과 3.28㎖의 멸균된 증류수, 2㎕

의 DNA으로 총 12㎕으로 혼합되어 진행되었으

며, DNA 변성을 위해 98℃에서 20초, 어닐닝

을 위해 65℃ 15초, 프라이머 신장을 위해 75℃

에서 각각 15초씩 진행을 35회 반복한 후 , 동일

한 온도에서 5분간 유지시켰으며, 4℃로 보관하

였다. 2차 PCR은 6.0㎕의 KAPA HiFi HotStart

ReadyMix를 통해 12회 반복 진행되었다. 1차

PCR로 생성된 PCR 산물애 각각의 index 프라

이머 2.0㎕(1.8μM)와 멸균된 증류수 1.0㎕, DNA

1.0㎕(0.1ng/㎕)로 총 12㎕로 혼합되어 진행되었

다. DNA 변성을 위해 95℃에서 20초, 어닐닝

을 위해 65℃ 15초, 프라이머 신장을 위해 72℃

에서 15초간 진행 후, 동일한 온도에서 5분간

유지시켰으며, 4℃로 보관하였다.

HiSeq 판독 결과 도출된 서열 DB의 분류학

적 분류를 위해 FASTP(Chen et al., 2018) 프로

그램를 이용하여 OTU(Operational Taxonomic

Unit) 분석을 진행하였다. 서열 정보에서 어댑터

서열을 제거하였으며, 두 서열 읽기 정보가 겹

치는 영역에 대해서 오류 교정(error-correction)

을 진행하였다. 각 시료별로 구분된 페어드-엔

드(paired-end) 데이터는 FLAHS (Macgoč and

Salzberg, 2011)를 사용하여 하나의 서열로 조립

하였다. 하나의 조립된 서열의 길이가 100bp 미

만인 서열들은 제거하였으며, 얻어진 서열은

CD-HIT-EST 기반의 OTU 분석 프로그램인

CD-HIT-OTU(Li et al., 2012)를 이용하여 시퀀

싱 에러로 간주되는 낮은 품질의 서열과 모호한

(Ambiguous) 서열, 키메라(Chimera) 서열 등을

제거한 후, 97% 이상의 서열 유사성을 갖는 서

열끼리 클러스터링(clustering)하여 종 수준의

OTU를 형성하였다.

각 OTU의 대표 서열은 NCBI NT의 참조 DB

에서 BALSTN(Zhang et al., 2000)를 수행하여,

유사성이 가장 높은 분류군의 유기체(organism)

정보로 분류 할당(taxonomic assignment)을 수

행하였다. 이 때, NCBI DB에서 매칭된 서열 정

보의 최적 유사성을 보여주는 best hit의 query

coverage와 매칭된 영역의 identiy가 85% 미만

이면 분류체계(taxonomy)를 정의하지 않았다.

위의 OTU 정보는 QIIME (Quantitative Insights

Into Microbial Ecology; Caporaso et al., 2010)

를 이용하여, 군집 비교 분석을 실시하였다.

4. 분석 결과 및 고찰

23개의 시료에 대해 eDNA 메타바코딩 분석

결과, 8일간 총 20,337,242개의 염기서열 리드 수

를 확인하였다. 시퀀스 클러스터링 등 전처리 과

정을 거쳐, 시료별로 최소 332개에서 최대

682,669개가 확인되어 총 9,760,935개(평균 :

424,388; 표준편차 : 141,216)가 8일간 수집되었

다. 자연형웅덩이중한곳에서확인된서열수는

332개의 미소량의 리드 수가 확인되어, 시료 채

취 및 eDNA 분석 과정에서 오류가 발생한 것으

로 해석하였으나, 해당 지점에서도 너구리 서열

이 검출되어 분석 결과에서 제외하지는 않았다.

NCBI 라이브러리와 비교하여 분류군 및 종을

도출한결과, 전체분류군에서총 8목 12과 14종이

검출되었다. eDNA 주요 검출 종은 인간(Homo

sapiens)을 포함해, 개과(Canidae), 너구리

(Nyctereutes procyonoides), 청설모(Sciurus vul-

garis), 쥐(Mus musculus) 등 5종의 포유류가 검출

되었으며, 조류는 꿩과(Phasianidae), 청둥오리
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(Anas platyrhynchos), 집비둘기(Columba livia),

파랑새(Eurystomus orientalis), 어치(Garrulus

glandarius), 노랑턱멧새(Emberiza elegans), 붉은

머리오목눈이(Sinosuthora webbiana), 까치(Pica

pica), 직박구리(Hypsipetes amaurotis) 등 9종이

검출되었다. 특히 회색늑대(Canis lupus) 및 적색

야계(Gallus gallus)와 같이 국내 미출현종이나 대

상지에서 출현이 전무한 종이 검출된 경우, 검출

에활용된프라이머가종 수준까지분류해상도가

떨어진 것으로 판단하여, 해당 종을 과(Family)

수준에서 분류하였다(Lucek et al., 2019). 따라서

활용한 범용 프라이머가 특정 종에 대해 종 단위

까지 해상력을 갖지 못할 경우, 단일종에 대한

qPCR을 추가적으로 활용하여 검출 유무를 검증

하는 것이 바람직할 것으로 사료된다. 또한 인간

서열 비율이 전체 검출 서열 가운데 가장 높은

약 12%에 해당하는 수치를 보였으며, 이는 DNA

분자가 매우 민감하여 시료 채취 혹은 실험실 분

석 과정에서 오염이 발생한 것으로 판단된다. 해

양 및 담수생태계에 비해 육상 생물종의 eDNA

연구 및 오염에 대한 연구는 비교적 검증되지 않

았으나, 육상생태계 eDNA 연구에서도 샘플링,

DNA 추출, PCR, 시퀀싱 및 데이터 분석과 같은

일련의 eDNA 실험전 과정에서인간에의한오염

은 지속적으로 보고되고 있다. 본 연구처럼 수조

를 설치한 상황에서 인간 염기 서열 오염의 비율

을 확인한 Ushio et al.(2017) 연구에서도 본 연구

결과보다 높은 약 35%의 인간 서열이 검출이 확

인된 바 있다. 그 외, 자연 하천 및 토양에서의

인간 서열 발생 비율을 확인한 Ushio et al.(2017)

연구에서는약 62%가 인간염기 서열이확인되었

으며, Leempoel et al.(2020) 연구에서는 100개의

토양 시료에서 타겟 구간이 16S rRNA의 경우 약

49%, 12S rRNA의경우약 35%의 높은 인간 염기

서열이 확인되었다. 일반적으로 수조설치 실험보

다자연환경에서수집한 시료에서높은인간서열

비율이 나타난 것으로 해석되며, 본 연구에서는

도시생태계 내 수조실험을 통해 시료를 채취하여

인간 서열 오염에 대해 우려가 있었으나, 1주일

간도시민들의눈에띄지않는페쇄적인 대상지에

수조를 설치하였기 때문에오염정도가다른연구

에 비해 높지 않은 것으로 판단되며, 향후 연구에

서도 수조 혹은자연환경에서 채취 여부, 시료 채

취기간, 시료유형에따른인간서열오염의차이

를 확인해야 할 필요가 있다.

또한, 인간 서열 오염 이외에도 검출된 종의

결과가 위음성(false negative) 혹은 위양성(false

positive) 등이 발생될 수 있음이 보고 되었으며

(Ficetola et al., 2016), 이와 같은 오류들을 제어

하기 위해서 일반적으로 양성 및 음성 대조군을

함께 설정하여 eDNA 연구 전 단계의 프로세스

에서 오염 유무를 확인하는 것과 전기영동 실험

이 향후 연구에서 수반되어야 할 것으로 판단된

다(Lahoz-Monfort et al., 2016).

시료 유형별로는 인공 수조에서 포유류가 3

목 4과 5종, 조류가 5목 8과 9종이 검출되었다.

자연형 웅덩이에서는 포유류가 3목 3과 3종이

확인되었으며, 조류 서열은 미검출된 특징이 있

다. 추가로 자연형 웅덩이에는 주변 유역 환경

에서 확산된 DNA들이 혼합되어 시료에 5목 7

과 10종의 어류 서열이 추가로 검출되었는데,

본 연구에서 활용한 MiMammal 프라이머가 어

류 검출을 위한 MiFish 범용 프라이머를 포유류

특이적 변이에 적용, 수정하여 개발된 프라이머

로 해당 bp에 겹치는 구간에 한해 어류 혹은 조

류의 검출이 가능하기 때문에, 본 연구 결과에

함께 제시하였다. 그러나, 본 연구에서 활용한

프라이머로 포유류와 함께 검출된 조류 및 어류

분류군의 종 탐지 결과는 과학적으로 신뢰할 수

있다고 판단되나, MiMammal 프라이머가 해당

분류군의 전체 종에 대한 해상력을 갖지 못한

한계가 있어, 본 연구 결과가 연구 대상지의 조

류 및 어류의 종다양성을 대표할 수는 없을 것

으로 사료된다. 따라서 향후 연구에서는 동일

시료 내에서 다양한 분류군을 검출할 수 있도

록, 여러 구간의 프라이머들을 함께 활용하여
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Figure 5. Exemplar camera trap photos taken at Water Bowls.

Water deer(a), Siberian weasel(b), Ring-necked Pheasant(c), Eurasian Jay(d)

종을 검출하는 것이 바람직할 것으로 판단된다.

eDNA 결과를 검증하기 위해 수행된 카메라

트래핑 데이터는 8일간 총 1,268장의 사진 및

영상이 취득되었다. 전체 카메라 이미지에서 연

구원이 수동으로 생물종을 직접 식별하였으며,

전체 약 30%인 380여장이 최종 분류되었다. 종

별로는 인간을 포함하여, 고라니(Hydropotes in-

ermis), 너구리, 족제비(Mustela sibirica), 고양이

(Felis silvestris catus), 청설모, 다람쥐(Tamias

sibiricus), 멧토끼(Lepus coreanus), 까치, 직박구

리, 박새(Parus major), 곤줄박이(Parus varius),

꿩(Phasianus colchicus), 어치, 청딱따구리(Picus

canus) 등으로 포유류는 8종 32개체가 확인되었

으며, 조류는 7종 99개체로 확인되었다(Figure

5). 카메라 트래핑으로 종을 관찰한 결과, 포유

류보다 조류의 인공 수조 이용이 높은 것으로

확인되었다. eDNA와 카메라 트래핑 결과 중복

으로 검출된 종은 약 31%(7종)으로 매우 상이했

으며, 이는 Leempoel et al.(2020) 연구와 비슷한

결과로 생쥐 등 소형 육상종이나 파랑새, 붉은

머리오목눈이와 같이 육안 검토가 어려운 내부

종을 검출할 때 유용한 것으로 확인되었다

(Figure 6). 또한 집비둘기와 같이 도시민 주변

에서도 쉽게 관찰되는 종이 카메라 트래핑에서

누락된 경우가 발생하였는데, 이는 카메라가 갖

는 기술적인 문제로 적은 움직임으로 인한 미포

착하였을 수 있으며, 촬영 직후 동일종 탐지 방

지를 위해 5분 촬영이 정지되는데 그 사이 종의

방문 가능성이 있을 것으로 판단된다. 또한 조

류의 경우 수목 위, 하늘에 날아다니면서 떨어

지는 각질이나 털의 영향을 받았을 수도 있어,

이는 카메라 트래핑 기술을 보완하는 eDNA 조

사 기술로 해석된다. 본 연구 결과를 바탕으로

eDNA 조사는 나아가 소형 크기의 멸종위기종

혹은 지표종 등의 탐지 및 보전에도 효과적으로

활용될 수 있을 것으로 판단되며, 생물종 조사

분야에서 새로운 통찰력과 가능성을 보여준 연

구로 사료된다.

물리적 거리로 분류된 4개의 녹지 패치 유형

에 따라 eDNA 및 카메라트래핑으로 확인된 종

의 출현 차이는 거의 없었으나, 포유류의 경우

다람쥐, 족제비, 멧토끼 등이 한 곳의 패치에서
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Figure 6. Venn diagram between species recorded by camera trapping, eDNA, and field survey. Only 50%

of all species were detected by traditional survey methods such as field survey. Gray-treated

species had low primer resolution and detected species at the family level.

만 검출된 특징이 있어, 도시생태계에서 조류에

비해 이동성이 크게 제한된 것으로 확인되나

(Figure 7), 본 연구의 모니터링 기간이 DNA 손

실 우려로 인한 1주일로, 한정적이기 때문에 추

후 연구 기간 및 횟수를 늘려 장기간 모니터링을

통해 실제 도시 내 육상종이 녹지 패치를 거점

혹은 서식처로서 활용 여부를 파악할 필요가 있

다고 판단된다. 나아가 eDNA 및 카메라트래핑

이외에 최근에는 0.3g 이하의 VHF(Very High

Frequency; 초단파) 및 GPS 기반의 초소형 추적

기의 개발이 진행됨에 따라, 중대형 이외에 소형

종에 대한 개체 단위에서 패치 내 행동권 및 이

동 특성이 규명되고 있으며(Kim et al., 2018;

Song, 2020), 무인항공기(Unmanned Aerial

Vehicle; UAV) 등을 이용한 개체 분류(Kim et

al., 2019) 등 신기술을 접목한 생물종 정보 취득

기술 및 결과에 대한 정량화가 지속적으로 이루

어지고 있어, 본 연구에서 도출된 생물종 조사

결과와 함께 종의 출현 및 행동 특성이 종합적으

로 고려된다면 도시 생물종에 대한 최적의 관리

전략이 마련될 수 있을 것으로 기대된다.

추가로 대상지 전체 산림에서 육상 생물종에

대한 현장 조사를 수행한 결과, 인간, 고라니, 다

람쥐, 청설모를 비롯해 다수의 두더지(Mogera
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robusta) 굴 등의 흔적이 확인되었며, 조류는 직

박구리, 까치, 멧비둘기(Streptopelia orientalis),

집비둘기, 말똥가리(Buteo buteo), 꿩, 박새, 쇠

박새(Poecile palustris), 딱새(Phoenicurus auror-

eus), 큰부리까마귀(Corvus macrorhynchos), 노

랑턱멧새, 청딱따구리 등 6목 9과 11종을 주로

목견으로 확인하였다. 현장조사 결과, 포유류 가

운데 두더지만 새롭게 확인되었는데, 이는

eDNA 혹은 카메라트래핑 조사기법이 포유류의

대부분의 종을 조사할 수 있는 것을 의미하지

만, 그럼에도 불구하고, 두더지와 같이 굴에서

주로 생활하거나 그 외 비슷한 생활사를 갖는

종들을 모니터링할 때는 여전히 전통적인 현장

기반의 필드 조사가 가장 효과적임을 보여주는

결과로 해석된다. 조류 역시 땅에 빈번히 착륙

하는 종들에 대해서 카메라 트래핑이나 eDNA

기술이 본 연구를 통해 검증되었으나, 주로 수

목과 하늘에서 주로 생활하는 조류에 대해서는

목견 등을 통한 조사가 여전히 효과적임이 입증

되었으며, 장기적인 관점에서 본 연구가 제시한

생물종 조사 기법들이 상호보완적으로 구축된

다면 높은 정확성을 갖은 최적의 조사 결과 데

이터를 축적할 수 있을 것으로 기대된다.

그럼에도 불구하고, 고라니, 고양이, 다람쥐,

족제비, 멧토끼, 꿩, 박새, 청딱다구리 등은 카메

라 트래핑 결과에서 수조와 직접적인 접촉이 확

인되었으나 오히려 해당 종들은 eDNA 결과에

서 검출이 미확인되었다(Figure 7). 이와 같은

대표적인 원인으로 국외 연구자들은 시료 채수

과정 중 DNA 분자의 침전 문제로 인한 미채취

혹은 시료 내 DNA의 조기 손상으로 인한 품질

저하로 인한 미검출 등으로 보고되고 있으나,

여전히 eDNA 조기 손상을 지연시키기 위한 최

적의 조건에 대한 연구는 아직 미비하다

(Magurran and Mcgill, 2011; Barnes and Turner,

2016). 높은 여름철의 온․습도는 eDNA 분자가

2주 이상 지속되기 어려운 것이 확인되었으나

(Bithell et al., 2014), 그 이외에 DNA 분자는 물

리적, 화학적, 생물학적 특성의 요인들이 서로

복합적으로 영향을 미치기 때문에 시료 유형과

시료 채취 방법, 분류군 혹은 종에 따라 eDNA

손상에 미치는 영향들이 규명되어야 할 필요가

있다. 또한 본 연구에서 활용한 MiMammal 프

라이머가 국내 육상 종에 대한 해상력 부족으로

인해 몇몇 종을 종 수준에서 분류할 수 없는 한

계가 발생하였기 때문에, 우선적으로 국내 생물

종에 대한 서열 DB 라이브러리가 반드시 확보

되어야 하며, 이를 판독할 수 있는 국내형 생물

종 프라이머 개발이 수반되어야 eDNA 기반 생

물종 조사의 활용성이 높아질 것으로 판단된다.

결과적으로 본 연구를 통해 제안된 eDNA 연

구 기술은 기존의 일반적인 생물종 조사 방법의

표준화 및 비용적․시간적 한계를 상당 부분 해

소할 수 있음이 증명되었으며, 특히 기존 생물

종 조사에서 누락되어 보호 대상에서 제외된 종

들에 대한 보전 전략이 가능해질 것으로 판단된

다. 그럼에도 불구하고, 여전히 해결되지 못한

eDNA의 기술적인 한계가 있으며 몇몇 분류군

및 종의 생활 특성에 따라 현장 기반의 조사와

카메라 트래핑이 유일하게 갖는 장점도 확인되

었다. 따라서 본 연구에서 제안한 eDNA 기술과

함께 현장조사, 카메라트래핑 조사기법이 상호·

보완적으로 병행되어야만 가장 효율적이며 과

학적인 조사 결과를 도출할 수 있을 것으로 사

료된다.

특히 도시생태계는 개발로 인한 급격한 서식

처 변화, 인간의 교란, 패치 단절 등으로 기존

생물종 조사와 차별화되는 다차원적인 조사가

필요했으며, 도시생태계 생물종 조사 분야에서

eDNA 기술의 도입은 내부종 등 육안으로 확인

하기 어려운 종 파악 및 하나의 비오톱 및 유역

단위의 종의 분포를 공간적으로 파악할 수 있어

도시 계획, 도시생태현황도 및 보전 지역 설정

등의 기준을 제시할 수 있어 활용 가치가 높을

것으로 사료된다.



82 김휘문․김성열․박일수․이현정․김경태․김영․김혜정․곽민호․임태양․박찬․송원경

Figure 7. Tile plot showing species presence-absence at individual Water Bowl(WB) and Nature Reserves(NR)

by camera trapping, and eDNA metabarcoding and, both methods. The point where all species were

not detected was excluded from the tile plot, and divided into 4 types of green area considering

connectivity
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V. 결 론

본 연구는 종 조사 분야에서 세계적으로 활용

성이 높아지고 있는 eDNA 기술에 대한 주요 연

구 동향을 살펴보고, 국내 도시생태계에 eDNA

기술을 직접 적용하고 검증한 시범적인 연구로서

의의가 있다. 생태계 종 모니터링 연구에서 최초

로 eDNA가 도입된 이래로 주로 수생태계 내 어

류 종다양성 탐지를 위한 연구가 실시되었으나,

최근땅에 사는육상 생물종 역시토양혹은 웅덩

이와 같은 환경에 DNA 분자를 남김에 따라 육상

생물종을 eDNA 기술로 검출하고자 하는 노력이

진행되고 있다. 본 연구는 수원시 도시생태계를

대상으로 8일간 축적된 물 시료를 채취하여

eDNA 기술을 적용하여 육상 종을 검출했다. 실

험 결과, 대부분의 육상 종이 eDNA로 검출되었

으나 아직 프라이머의 해상력 부족 및 eDNA 분

석오류및오염등으로인해미검출된종이있어,

카메라 트래핑이나 현장조사 등의 조사 방법론이

함께 병행되어야 누락 되는 종 없이 최적의 종

조사 결과를 도출할 수 있을 것으로 해석하였다.

그러나 국내 육상 종에 대한 서열 DB의 구축

과 프라이머의 개발 그리고 오염방지 및 샘플링

전략 등 eDNA 연구 프로세스에 대한 표준화가

진행된다면, 가까운 미래에는 eDNA 기술을 이

용한 종 조사의 신뢰성을 더 높여 비용과 시간

의 한계를 갖는 기존의 종조사 방법의 약점을

해소할 수 있을 것으로 판단된다. 나아가 생태

학, 분자생물학, 생물정보학 등의 새로운 융합

기술인 eDNA의 발전은 먼 미래에 조사 현장에

서 몇 번의 채수만으로 즉시 생태계를 구성하는

종과 종의 밀도, 종다양성까지도 확인할 수 있

지 않을까 기대해본다.
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