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서     론

동물플랑크톤은 수생태계 초식먹이망 (grazing food web) 

내 중간자적 위치에 존재하여 식물플랑크톤을 섭식하고 저

서성 대형무척추동물 유생 및 어류 치어들의 먹이원으로 소

동물플랑크톤 연구에 있어 DNA 분석 기법의 활용 방법과 과제:  
개체 동정에서 군집 분석, 생물학적 상호작용 분석까지
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Abstract Traditional morphological identification difficulties, such as phenotypic plasticity, misidentification 
of cryptic species, and larval stage species, can be compensated for by using DNA analysis techniques, such 
as DNA barcoding, in surveying zooplankton populations, including species identification. Recently, the 
rapid development of DNA sequencing techniques has allowed DNA-based community analysis not only for 
zooplankton assemblages in various aquatic ecosystems but also for the gut contents of zooplankton that are 
limited by conventional methods such as visual and microscopic identification. Therefore, the application of 
DNA sequencing can help understand biological interactions through the analysis of zooplankton food sources. 
The present paper introduces the major DNA-based approaches in zooplankton research topics, including 
taxonomic approaches by DNA barcoding, community-level approaches by metabarcoding, and gut content 
analyses, summarizes the analysis methods, and finally suggests the methodological topics that need to be 
considered for future applications.
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비되는 과정을 통해 저차 생물군집의 물질·에너지를 고차 생

물군집으로 전달하는 역할을 수행한다. 이들은 생활사가 짧

은 특징이 있어 무생물학적 (abiotic) 및 생물학적 (biotic) 환

경 요인의 직·간접적인 영향에 따라 종 조성, 개체 밀도, 그

에 따른 생산성 등이 빠르게 반응하기 때문에 수생태계 환경

을 평가하는 지표로서 활용 가능하며, 특히 해양생태계에서

는 어족 자원 유지를 위한 먹이원으로서 동물플랑크톤 군집

을 보다 효과적으로 모니터링하기 위해 지속적인 연구가 이

루어지고 있다.

일반적으로 생물 군집 분석은 분류학적 동정 (taxonomic 

identification)을 바탕으로 이루어지고 있으나, 육안 관찰

을 통해 동정 가능한 분류학적 특징을 가지는 대형 무척추

동물 또는 어류·양서파충류를 포함하는 척추동물과는 달

리 동물플랑크톤은 작은 개체 크기로 인해 광학 현미경

을 통한 관찰이 필요하다. 많은 유사종과 자매종 (cryptic & 

sibling species)을 가지는 동물플랑크톤은 세분화된 동정키 

(identification key)를 기반으로 분류되며, 유생기를 가지는 

요각류 (copepods)의 경우 해당 시기에 형태적 특성이 뚜렷

하게 나타나지 않기 때문에 종을 식별하기 위해서는 상대적

으로 많은 분류학적 전문 지식과 자료를 필요로 한다 (Kim et 

al., 2021). 또한 동물플랑크톤의 표현형 가소성 (phenotypic 

plasticity)과 유전적 변이는 연구자의 주관적인 판단을 불가

피하게 하여 때때로 오동정을 유발하는 요인이 될 수 있기 때

문에 보다 정확한 동물플랑크톤 군집 분석을 위한 방법이 모

색되어왔다.

단순한 형태를 가지는 미생물 (e.g. 박테리아)로부터 시작

된 분자계통학적 연구를 바탕으로 1980년대 말 고안된 DNA 

(deoxyribonucleic acid) 기반의 종 동정 방법은 현재에 이르

러 크기를 막론한 다양한 생물들의 종간 근연 관계와 같은 

분류계통학적 연구 및 특정 종의 분포에 관한 생물지리학적 

연구 등에 활발하게 적용되고 있다 (Pace, 1997; Lee et al., 

2011; Taberlet et al., 2012). DNA 기반의 종 동정 방법은 개

체로부터의 DNA 추출, DNA 증폭, 서열 분석에 필요한 기본

적인 실험 스킬 (lab skills)만 있다면 비교적 빠르고 객관적인 

데이터를 얻을 수 있기 때문에, 크기가 작고 동정이 어려운 

동물플랑크톤에 적용할 경우 오동정의 가능성을 줄여 보다 

정확한 군집 분석을 가능하게 한다 (Shokralla et al., 2012; 

Bucklin et al., 2016; Makino et al., 2017; Kim et al., 2021). 

뿐만 아니라 개체가 훼손되어 육안으로 동정이 불가능한 경

우, 특히 위 내용물과 같은 섭식 관계에 있어 주요 먹이원을 

동정하는 경우 DNA 분석 기법의 적용이 가능하므로, 수생태

계 구성 생물 중 선택적 섭식에 대한 객관적 증거가 비교적 

부족한 동물플랑크톤의 먹이망 내 역할과 일차생산자 군집

에 미치는 섭식 영향을 분석하는 데 활용될 수 있다 (Craig et 

al., 2013; Ho et al., 2017; Oh et al., 2020a). 

따라서 본 논문에서는 과거 수행된 국내외 연구 내용을 바

탕으로 동물플랑크톤 연구에 DNA 분석 기법이 적용된 사례

를 소개하고 연구 목적에 따른 분석방법을 정리하여, 향후 동

물플랑크톤 연구에 DNA 분석 기법을 활용하고자 하는 연구

자들에게 연구 접근성을 높일 수 있도록 방법론적인 기초 지

식을 제공하고자 하였다. 동시에 현재 DNA 분석 기법의 적

용 한계점과 연구 목적에 따라 고려해야 할 과제 등을 제시

하여 보다 적절하게 유전자 기법을 적용하고 정확한 연구 결

과를 도출하는 데 도움이 되고자 하였다.

DNA 바코딩 (DNA barcoding)을  

이용한 동물플랑크톤 연구

DNA 바코딩 (DNA barcoding)은 유전체 DNA (genomic 

DNA, gDNA) 중 짧고 표준화된 조각 (fragment)을 이용하여 

생물종을 식별하는 분석 기법으로, gDNA의 특정 영역 내 분

자 상이성 (molecular divergence), 즉 DNA 염기서열의 차이

를 기반으로 조작상 분류 단위 (operational taxonomic unit, 

OTU)를 제공하기 때문에 전통적인 종 동정 방법의 대안으

로 활용되고 있다 (Hebert et al., 2003; Elías-Gutiérrez et al., 

2018). 생태학 분야에서 DNA 바코딩 기법은 넓은 범위의 분

류군으로부터 종을 동정하거나 새로운 종 혹은 미기록종의 

발굴, 종분화 (speciation)와 같은 생물분류학적 연구뿐만 아

니라 환경시료로부터 계통분류학적 다양성을 추정하고 지역

에 따라 발생하는 유전적 변이를 비교하는 등 다양한 연구 목

적을 위해 활용되고 있다 (DeSalle and Goldstein, 2019). 

동물플랑크톤의 경우, 전통적인 동정 방법으로 구분이 어

려웠던 유사종 및 자매종의 분류 (e.g. 지각류- Elías-Gutiérrez 

and Valdez-Moreno, 2008; Quiroz-Vazquez and Elías-

Gutiérrez, 2009; Duggan et al., 2012; Maruoka et al., 2018; 

Conde-Porcuna et al., 2021, 요각류- Montiel- Martínez et al., 

2008), 휴면란 및 유생 시기의 종 동정 (e.g. 전분류군-Briski 

et al., 2011, 요각류-Makino et al., 2013; Park et al., 2018, 

지각류 및 요각류-Bryant and Arehart, 2021)을 포함하여 담

수 생태계부터 기수·해양 생태계까지 보다 빠르고 정확한 지

각류, 요각류 및 윤충류의 종 동정을 위한 DNA 바코딩 연구

가 수행되어왔다 (Elías-Gutiérrez et al., 2008; Bucklin et al., 

2010a; García-Morales and Elías-Gutiérrez, 2013; Blanco-

Bercial et al., 2014; Baek et al., 2016; Makino et al., 2017).

DNA 바코딩 기법의 분석 과정은 일반적으로 (1) 시료

의 채집 및 보존, (2) 표본으로부터 DNA 추출, (3) PCR 

(polymerase chain reaction) 증폭, (4) 서열분석 과정으로 나
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누어 볼 수 있다 (Fig. 1).

1. 동물플랑크톤 DNA 바코딩을 위한  

시료의 채집 및 보존 방법

DNA 바코딩에 사용되는 동물플랑크톤 시료는 분석하고

자 하는 대상 개체가 채집될 수 있도록 적절한 망목 (mesh 

size)과 형태의 동물플랑크톤 네트를 사용하여 채집한다. 일

반적으로 동물플랑크톤 채집 시 윤충류-60 μm, 지각류 및 요

각류-100 μm, 해양 요각류와 같은 대형종-200 μm 망목의 동

물플랑크톤 네트를 사용할 수 있으며, 지각류와 요각류의 경

우, 수직 분포를 고려하여 저층에서 수표면으로의 수직끌

기 (vertical towing)가 채집에 효과적일 수 있다 (Oh et al., 

2020b).

일반적으로 채집한 시료는 가능한 한 빠르게 DNA 바코

드 분석에 사용되어야 하지만, 상황이 여의치 않을 경우 시

간이 지남에 따라 발생하는 DNA 분해 (degradation)를 최소

화하기 위해 시료를 고정 (fixation)하여 보존해야 한다. 시료

를 얼리거나, 사이안화물 (cyanide) 혹은 에탄올 (ethanol)을 

첨가하는 방법이 DNA 보존에 친화적인 것으로 알려져 있으

며 (Hajibabaei et al., 2005), 이 중 에탄올 (최종 농도 90% 이

상)을 이용한 시료 고정 방법이 가장 보편적이다. 고정된 시

료는 실험실로 운반되어 현미경 하에서 목표로 하는 동물플

랑크톤 종의 개체를 분류 (sorting), 동일 조건 하에서 DNA 

추출 직전까지 개별적인 표본 (specimen) 상태로 분리 보존

한다. 이때, 표본은 열과 빛을 피해 보관해야 하며 산화로 인

한 DNA 분해를 방지하기 위해 주기적으로 고정액을 교체

해주거나 (e.g. 24시간에 한번씩) 완충해줘야 할 필요가 있

다. 한편, 아세트산에틸 (ethyl acetate) 혹은 폼알데하이드 

(formaldehyde)의 경우 DNA를 손상시킬 수 있기 때문에 고

정액으로서 사용되기에 부적절하다 (Prendini et al., 2002; 

Lee et al., 2011). 

2. 동물플랑크톤 표본으로부터 DNA 추출 방법

동물플랑크톤 표본의 gDNA는 페놀 (phenol) 추출 및 에

탄올 침전법 (Bucklin, 2000), 알칼리 용해법 (alkaline lysis 

method) (Sambrook et al., 1989)과 그에 기반한 HotShot (hot 

sodium hydroxide and Tris)법 (Truett et al., 2000; modified 

by Montero-Pau et al., 2008) 등에 의해 추출 가능하다. 최

근 DNA 추출 키트의 개발로 보다 편리하게 표본으로부터의 

gDNA 추출이 가능하게 되었으며, 여러 추출 키트 중 Qiagen

사의 DNeasy Tissue & Blood kit가 주로 사용된다 (Geller 

et al., 2013; Blanco-Bercial et al., 2014; Baek et al., 2016; 

Bhavan et al., 2016). 키트 사용 시 일반적으로 제조사의 매뉴

얼에 따라 추출 과정을 수행하며, 필요에 따라 표본을 사전에 

균질화시키거나, 키트 내 시약의 용량 조절, 특정 단계를 반복 

수행하는 등의 과정을 거쳐 DNA 추출 효율을 높일 수 있다.

3. 추출한 DNA의 PCR 증폭

유전체의 특정 영역과 관련된 DNA 단편을 의미하는 분

자 마커 (molecular marker)는 연구 목적 및 대상에 따라 

핵, 미토콘드리아, 엽록체 등의 유전체 내의 변이 (e.g. 크

기, 염기서열)를 기반으로 선정된다. 동물플랑크톤을 포함

하는 동물계의 종 동정을 위한 분자 마커로는 미토콘드리아 

DNA (mitochondrial DNA; mtDNA)의 COI (Cytochrome c 

oxidase subunit I) 영역이 보편적으로 사용되고 있다 (Hebert 

et al., 2003).

Fig. 1. Process of DNA barcoding analysis for zooplankton.
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mtDNA는 하나의 세포에 여러 개의 사본 (copy)이 있어 

PCR을 통한 증폭이 용이할 뿐만 아니라 핵 유전체 (nuclear 

DNA; nDNA) 대비 진화 속도가 빠르고 모계 유전으로 종

내 및 종간 구분에 효과적이기 때문에 동물계의 DNA 바코

드 판별에 주로 사용되며, 대부분의 진핵생물에 존재하기 때

문에 동물플랑크톤을 포함하는 무척추동물 및 어류와 같은 

수생태계 생물 분류군들의 계통유전학적 위치와 진화적 근

연관계, 분류학적 연구에도 적용되어지고 있다 (Zhu et al., 

1994; Hillis et al., 1996; Kang et al., 2010). mtDNA의 다양

한 유전자 영역들 중 단백질 암호 유전자인 COI은 1,500 bp 

내외의 길이 중 600 bp 내외만으로도 충분히 동물계 생물종 

식별이 가능한 해상도를 보이는 것이 특징으로, 본 영역을 바

탕으로 동물플랑크톤 DNA 바코딩 마커로서 고안된 범용 프

라이머 (universal primer)는 대표적으로 Folmer primers와 

Zplank primers가 있다 (Table 1).

Folmer primers는 무척추동물의 계통 연구를 위해 고안

된 마커로 동물플랑크톤을 포함한 다양한 생물군집의 계통

분류 및 생태학적 연구에 활용되어왔다 (Folmer et al., 1994). 

Folmer primers를 활용한 동물플랑크톤 DNA 바코딩 연

구는 2000년대 초반부터 활발하게 수행되었으며, 최근까

지도 극지를 포함한 세계 여러 해양-담수생태계 내 요각류 

(copepeods), 지각류 (cladocerans) 및 윤충류 (rotifers)의 신

종 연구, 종 식별을 통한 동정 기초 자료 확보 및 그에 따른 

다양성·분포 연구에의 활용 등에 계속적으로 사용되고있다 

(Elías Gutiérrez et al., 2008; Montiel-Martínez et al., 2008; 

Quiroz-Vazquez and Elías Gutiérrez, 2009; Bucklin et al., 

2010a; García Morales and Elías Gutiérrez, 2013; Bhavan et 

al., 2016; Bryant and Arehart, 2021). 한편, Folmer primers

는 범용 프라이머 특성상 종에 따라 프라이머가 결합되는 부

위의 서열 변동으로 증폭이 원활하지 않은 경우도 있어 프

라이머의 일부 서열을 수정하거나 특정 프라이머를 대체하

는 등 연구 대상종에 적합한 보완이 요구되기도 한다 - e.g. 

dgLCO/dgHCO (Meyer et al., 2005); HCO2198 → HCO2607 

(ACATAGTGGAAATGTGCTACAACATA) (Bucklin et al., 

2010b). 또한 다양한 수체의 동물플랑크톤 DNA 바코딩 연

구에 적용한 결과, 연안·해양 대비 담수 생태계에서 동물플

랑크톤의 COI 영역 증폭의 성공이 가변적인 것으로 나타

나 Prosser et al. (2013)에 의해 Zplank primers가 고안되었

다 (Elías Gutiérrez and Valdez-Moreno, 2008; Jeffery et al., 

2011).

Folmer primers의 결합 부분을 기반으로 하는 Zplank 

primers는 혼합 염기 (base) - S = G 또는 C, W = A 또는 T, 

R = A 또는 G로 구성되어 있으며, 프라이머 서열의 5′ 방
향에 뉴클레오타이드 꼬리 (nucleotide tail) - modified M13 

sequence (Messing, 1983)의 추가를 통해 최종적으로 Table 

1의 tailed Zplank primers의 서열을 갖추게 된다. 이러한 보

완 과정을 거쳐 프라이머 결합 부위의 서열 변동으로 인

한 증폭 문제를 해결함과 동시에 오염 DNA (contaminating 

DNA)의 동시 증폭 (coamplifying)을 최소화하여 염기서열

분석 (sequencing)의 질을 향상시켜 결과적으로 담수 동물플

랑크톤의 COI 영역 증폭 성공률이 평균적으로 20% 정도 증

가하는 효과를 보였으며 (Prosser et al., 2013), 이를 바탕으

로 담수 동물플랑크톤의 DNA 바코드 레퍼런스 라이브러

리 (reference library) 구축, 다양성 모니터링과 같은 연구에 

사용되고 있다 (Elías Gutiérrez et al., 2018; Valdez-Moreno 

et al., 2021). 하지만 일부 적용 가능성에 대한 검증이 이루

어지지 않은 분류군이 존재하기 때문에 담수 동물플랑크톤

의 경우, Folmer primers와 Zplank primers를 동시에 적용하

여 상호 단점을 보완하는 식으로 연구가 진행되는 추세이다 

(Makino et al., 2017; Zhang et al., 2020).

한편, Table 1의 프라이머를 비롯한 범용 프라이머를 적용

하여 증폭된 특정 유전자 영역 (e.g. COI; ribosomal RNA)의 

서열을 바탕으로 종 특이 프라이머 (species-specific primer)

의 고안이 가능하다. 종 특이 프라이머의 적용은 동물플랑

크톤의 하위 군집 또는 속 및 종 수준에서 보다 높은 효율

의 DNA 바코딩 연구를 가능하게 한다 (Fig. 2). 동물플랑크

톤 분류군별 연구목적에 따라 고안된 종 특이 프라이머를 정

리한 내용은 Table 2와 같다. 종 특이 프라이머는 종 특이성 

Table 1. Summary of representative universal primers binding mitochondrial COI region for zooplankton DNA barcoding analysis.

Primers Sequences (5′ → 3′) Reference Remark

Folmer 
primers

LCO1490 GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG Folmer 
et al., 1994

Various types of 
waterbodyHCO2198 TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA

tailed 
Zplank 
primers

ZplankF1_t1* tgtaaaacgacggccagtTCTASWAATCATAARGATATTGG
Prosser 

et al., 2013
Specialized in 
freshwaterZplankR1_t1* caggaaacagctatgacTTCAGGRTGRCCRAARAATCA

* Lowercase bold font: tails from modified M13 sequences (Messing, 1983)
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(species-specificity)에 따라 잠재적 분류 대상을 축소시켜 보

다 정확한 종 동정 결과를 도출하거나 대상 분류군과의 일치 

여부 또는 표적 (target) 종의 존재 여부 등을 분석하는 데 활

용될 수 있다.

선정한 프라이머는 PCR 반응액 (reaction buffer), 증류수, 

뉴클레오시드3인산 (dNTP), Tap 중합효소 (polymerase), 추출

한 DNA 주형 (template) 등과 적정량 배합되어 PCR 증폭에 

사용되며, 편의에 따라 반응액, dNTP, Tap 중합효소와 같이 

PCR 수행에 필요한 구성성분을 혼합하여 1회 분량씩 진공 

건조시킨 제품을 사용할 수 있다 (e.g. AccuPower® Taq PCR 

PreMix, Bioneer). PCR은 DNA의 변성 (denaturation), 프라

이머의 결합 (annealing), DNA의 신장 (elongation)의 과정을 

반복하여 추출한 DNA의 목표한 영역을 증폭시키는 원리로, 

각 단계의 온도와 시간을 적절히 설정하는 것이 중요하다. 특

히, 프라이머의 결합 온도 (annealing temperature, Ta)는 너무 

낮을 경우 비특정 DNA 조각 (non-specific DNA fragment)이 

증폭되어 전기영동 시 여러 개의 밴드 (band)가 나타날 수 있

으며, 높을 경우 증폭하고자 하는 DNA의 수율 (yield)이 낮

아지고 프라이머가 잘못 결합되어 순도가 낮아질 수 있기 

때문에, 이중 가닥의 DNA가 단일 가닥으로 분리되는 온도 

(melting temperature, Tm)를 기반으로 적절한 Ta를 설정해

야 할 필요가 있다 (Rychlik et al., 1990).

PCR 산물 (product)은 아가로스겔 (agarose gel, 1~2%)을 

이용하여 전기영동 (electrophoresis) 실시, 밴드 (band)의 유무

를 통해 시각적으로 확인할 수 있다.

4. PCR 증폭 산물의 염기서열 분석

PCR 산물의 염기서열분석, 즉 시퀀싱을 위해서는 정제 키

트 (e.g. Qiagen사의 QIAQuick PCR purification kit), 혹은 밴

드 상태라면 겔 추출 키트 (e.g. Qiagen사의 QIAquick Gel 

extraction kit)를 이용한 정제 과정이 필요하다. 시퀀싱에 사

용되는 대표적인 분석 키트로는 thermofisher사의 BigDye© 

Terminator v.3.1 Cycle Sequencing kit가 있으며, 본 키트

로 표지된 (labelled) PCR 산물은 capillary 시퀀서 (capillary 

sequencer)에서 PCR 증폭에 사용된 동일한 프라이머 세트

에 의해 단방향 또는 양방향으로 염기서열분석이 이루어진

다 (Elías-Gutiérrez et al., 2008; Garcia-Morales and Elías-

Gutiérrez, 2013; Baek et al., 2016; Makino et al., 2017). 본 

과정은 업체 (e.g. Macrogen, Bioneer)에 의뢰하여 수행 가능

하며, 이때, 단방향 대비 양방향으로 시퀀싱 할 때보다 정확

한 서열을 바탕으로 종 동정이 이루어질 수 있다.

분석된 서열은 Molecular Evolutionary Genetics Analysis 

(MEGA)와 같은 프로그램을 사용하여 정렬 (alignment) 과정

을 통해 보정 가능하며, 프로그램 내 Kimura two parameter 

(K2P) 거리 모델 (Kimura, 1980)을 이용하여 서열의 편차 

(divergence)을 계산하고 이를 바탕으로 계통수 (phylogenetic 

tree)를 구성하는 등 종내, 종간 유사도 분석이 가능하다. 이

때, 비교 분석에 필요한 동일종 혹은 타종의 서열 정보는 

National Center for Biotechnology Information (NCBI)의 

GenBank에서 추출 가능하다.

메타바코딩 (metabarcoding)을 통한  

동물플랑크톤 군집 분석

초기 종 동정을 위해 설계된 바코딩 기법은 DNA 단일 

Fig. 2. Process of DNA metabarcoding analysis for zooplankton community using next-generation sequencing.
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가닥 (single stand)의 염기서열을 분석하는 생어법 (sanger 

sequencing, Sanger et al., 1977)을 기반으로 하기 때문에 식

별 가능한 표본 수에 제한이 있어 복수의 종을 포함하는 벌

크 (bulk) 시료 및 환경 시료와 같이 높은 처리량을 필요로 

하는 군집 수준의 종 동정 작업에는 한계가 있다 (Shokralla 

et al., 2012). 하지만 이후 기술이 발전함에 따라 유전체 

(genome)를 무수히 많은 조각으로 나누어 각각의 DNA 주

형으로부터 염기서열을 병렬로 읽어내 그 조각을 조립하여 

전체 유전체의 정보를 얻을 수 있는 차세대 염기서열 분석법 

(next-generation sequencing, NGS)이 도입되었으며, 이는 

다수의 표본으로부터 여러 생물종을 동시에 식별하는 메타

바코딩 (metabarcoding) 분석을 가능하게 하였다.

동물플랑크톤의 경우, 어류 생산량과 관련하여 군집 연구

가 활발히 이루어지고 있는 해양생태계에서 비교적 빠르게 

메타바코딩 기법을 적용하여 벌크 시료를 분석, 기존의 형태

학적 분류 체계에 따른 결과와 비교를 통해 DNA 바코드 레

Table 2. Introduction to species-specific primers by zooplankton classification, (A)~(E) refer to the target gene region of each primer - (A) 
small-subunit ribosomal RNA (SSU rRNA) & cytochrome b (cyt b) of mitochondrial gene; (B) mitochondrial cytochrome 1 oxidase subunit 
I (mtCOI); (C) large-subunit ribosomal RNA (LSU rRNA) of nuclear gene; (D) MT-ND2 (mitochondrial gene NADH dehydrogenase sub-
unit 2); (E) 18S SSU rRNA.

Classification
Target 
gene

Primers Sequences (5′ → 3′) Reference Research objective

Copepods (A) L13337-12S YCTACTWTGYTACGACTTATCTC Machida 
et al., 
2002

Construction of more 
effective genetic marker 
in a harpacticoid 
copepod biology - 
Tigriopus japonicus

H13845-12S GTGCCAGCAGCTGCGGTTA

(B) L1384* GGTCATGTAATCATAAAGATATTGG Machida 
et al., 
2004

Amplification of 
calanoid copepod 
species DNA sequences 
- Eucalanus bungii, 
Neocalanus cristatus

H2612 AGGCCTAGGAAATGTATMGGGAAA

(B) Cop-COI-
1498F

GGGTGACCAAAAAATCARAA Bucklin 
et al., 
2010b

Analysis of copepod 
species diversity

Cop-COI-
2198R

AAYCATAAAGATATYGGDAC

Cladocerans (C) 5.8SF ACCCTGAACGGTGGATCACTAGGCTC Taylor 
et al., 
2002

Molecular systematic 
investigation of 
bosminids

5.8R TAGGATTAGCGCACTTTGCTGC

(D) (a) MetF1 TAAAGCTAGTGGGTTCATGCCCC Ishida 
et al., 
2006

Description of a 
genetically divergent 
species of Daphnia - 
(1) D. magna; 
(2) D. longispina; 
(3) other species

CysR AGTTGAAAAGAGTCAACGTCGCA

(b) MetF2 TGGGTTCATGCCCCATTTATA

(c) MetF3 GTTCATGCCCCATTTATAGGTTA

(b); (c) TrpR GAAGGTTTTTAGTTTAGTTAACTTAAAATTCT

(B) Chy-f TTGGGGATGATCAAATTTATAATGT Belyaeva 
and Taylor, 
2009

Phylogenetic framework 
for the diversity of 
cladoceran species
 - Chydorus sphaericus

Chy-r AGAGGTATTCAGATTTCGATCTGT

Rotifers (E) Bdel_2** CGGCTCATTACATCAGCTATAACTT Robeson 
et al., 
2009

Absence/Presence 
and diversity study of 
bdelloid rotifers

(B) 30F HACTAATCAYAARGATATTGGWAC Zhang 
et al., 2021

Phylogenetic study of 
specific rotifer species885R RAACATATGATGAGCYCAWACAAT

*It is almost identical to the LCO1490 sequence (Folmer et al., 1994) with some modifications at the 5′ end.
**In this case, the universal eukaryotic 18S2A (5′-GATCCTTCCGCAGGTTCACC-3′) was used as the reverse primer (Nishida and Sugiyama, 1993).
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퍼런스 라이브러리를 구축 및 보완하기 위한 연구가 수행되

어왔으며 (Lindeque et al., 2013; Abad et al., 2016; Harvey 

et al., 2017; Hirai et al., 2017a, 2017b; Djurhuus et al., 

2018; Bucklin et al., 2019; Schroeder et al., 2020), 최근 국

내에서도 우리나라 근해를 대상으로 분류학적 동정 데이터와 

DNA 바코드 데이터를 비교 검토하려는 노력이 이루어지고 

있다 (Kim et al., 2019; Kim et al., 2020; Kim et al., 2021). 

담수생태계에서 또한 해양생태계와 유사하게 분류학적 불확

실성을 없애고 종 동정의 어려움이 존재하는 유생 시기의 종

을 특정하거나, 부차시료 (subsample) 추출로 확인의 한계가 

존재하는 저밀도의 종을 확인하여 온전한 종 조성과 다양성

을 측정하는 데 DNA 바코딩 기법을 활용될 수 있도록 동물

플랑크톤 벌크 시료를 이용한 메타바코딩 연구가 수행되고 

있다 (Chain et al., 2016; Makino et al., 2017; Xiong et al., 

2020).

뿐만 아니라 메타바코딩 기법은 형태 기반의 종 동정 결

과와의 비교 검토 과정을 통해 구축된 고해상도의 동물플

랑크톤 DNA 바코드 라이브러리를 바탕으로 환경 유전자 

(environmental DNA, eDNA)의 분류학적 조성을 분석 가

능하게 함으로써, 효율적인 생물다양성 (biodiversity) 조사와 

전통적으로 수행되고 있는 형태학적 분류 체계의 한계를 보

완한 생물평가 (bioassessment)를 수행할 수 있는 기회를 제

공한다 (Xie et al., 2017; Yang and Zhang, 2020). 

동물플랑크톤 메타바코딩을 위한 시료의 채집-보존-전

처리 및 DNA 추출 방법은 Table 3에 요약하여 제시하였다 

(Lindeque et al., 2013; Abad et al., 2016; Harvey et al., 2017; 

Hirai et al., 2017a; Xie et al., 2017; Djurhuus et al., 2018;  

Bucklin et al., 2019; Schroeder et al., 2020; Yang and Zhang, 

2020; Kim et al., 2021). 

추출된 DNA는 분광 측광법 (spectrophotometry, e.g. 

Nanodrop)과 투시측정법 (fluorometry, e.g. Qubit)을 통해 

이중 가닥 DNA (double-stranded DNA)의 양을 확인한 뒤, 

메타바코딩을 실시한다. 메타바코딩 시 두 차례의 PCR이 수

행되는데, 1차 PCR은 표적하는 특정 영역을 증폭시키기 위

한 과정으로 사용하고자 하는 NGS 플랫폼 (platform)의 어

댑터 (adaptor)를 붙이는 작업을 제외하고는 DNA 바코딩의 

PCR 증폭부터 증폭 산물의 정제 과정과 대체로 유사하게 진

행된다.

단, 주로 mtCOI 영역을 분자 마커로 사용했던 DNA 

바코딩과는 달리, 메타바코딩의 경우 18S 리보솜 RNA 

(18S ribosomal RNA, 18S rRNA), 28S 리보솜 RNA (28S 

ribosomal RNA, 28S rRNA), mtCOI 등의 다양한 영역을 분

자 마커로 사용한다 (Table 4). 한편, 18S rRNA 영역은 분

류 해상도를 목 (Order)-과 (Family) 수준으로 제한하는 반면, 

28S rRNA 및 mtCOI은 속 (Genus)-종 (Species) 수준의 해상

도를 갖는다는 연구 결과가 있다 (Pearman et al., 2014; Hirai 

et al., 2015b; Harvey et al., 2016). 따라서 메타바코딩을 통

한 동물플랑크톤 시공간적 군집 분석 시 여러 마커의 복합적

인 사용은 종 조성 및 다양성의 해상도를 높일 수 있는 방안

이 될 수 있다 (Meredith et al., 2021).

2차 PCR은 1차 PCR 산물의 시료 구분을 위해 인덱스 

(index)를 부착하여 1차 PCR과 동일 조건 하에 수행된다. 2

Table 3. Summary of sample collection-preservation-pretreatment and DNA extraction methods for zooplankton metabarcoding.

Sample type Bulk sample Environmental DNA sample*

Collection
Vertical towing using zooplankton net 
with proper mesh size

1.  Collecting surface water samples (~0.5 m depth)  
(e.g. triplicate 1 L)

2.  Filtering on to filter papers 
(e.g. 0.22 µm PVDF Sterivex filter, Millipore;  
5 µm microporous filter, Millipore)

Preservation
- Ethanol fixation (final conc. 90%~)
-  Frozen at -80℃~-20℃;  

in this case, thaw step is needed
Frozen at -80℃~-20℃

Pretreatment
1. Pelleting by centrifugation (e.g. 3000 g for 5 min)
2. Removing the supernatant with a sterile pipette
3. Homogenizing

Homogenizing

DNA extraction
Using commercial kit (e.g. DNeasy Blood & Tissue Kit, Qiagen; PowerSoil® DNA Isolation Kit, MO BIO Labora-
tories) following the manufacturer’s instructions

*When collection eDNA sample, pre-filtering process for reduction of biases associated with capturing whole animals is not recommended (Djurhuus et al., 
2018) 
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차 PCR 산물은 NGS 플랫폼을 이용하여 대량의 염기서열을 

분석하는 데 사용되며, 이 과정은 주로 유전자 분석의 전문기

술을 가진 연구자와의 협업 또는 분석기관에 의뢰하여 분석

을 수행할 수 있다. 플랫폼에 따라 시퀀서 (sequencer)를 통

해 자동으로 읽어진 한 라이브러리의 염기서열 정보 - i.e. 리

드 (read)의 길이, 1회 가동 (run) 시 리드 수 및 가동시간 등

이 상이하기 때문에 연구 목적에 따라 적절한 플랫폼의 선

정이 필요하며, 최근 가장 보편적으로 사용되는 NGS 플랫

폼은 Illumina사의 MiSeq이다 (Abad et al., 2016; Banerji et 

al., 2018; Bucklin et al., 2019; Kim et al., 2021; Meredith 

et al., 2021). 분석 추출된 대량의 양방향의 염기서열은 파

이프라인 (pipeline, e.g. Mother, Qiime)을 이용, 표적 유전

자 영역의 레퍼런스 데이터베이스 (database)를 기반으로 선

정한 파이프라인의 튜토리얼 (tutorial)에 따라 리드 데이터를 

OTU로 처리할 수 있다. 이때, OTU를 종 수준으로 해석하기 

위해서는 Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) 검

색을 통해 NCBI의 GenBank에서 유사 분류군의 염기서열을 

추출, OTU와의 염기서열 유사성 (identity)이 97%~99% 이

상일 경우 종 수준으로 동정하는 것이 일반적이며, 그 이하의 

유사성을 가질 경우 속, 과, 목 수준으로 넓게 판단되며 보다 

정확한 종 동정을 위해서는 계통수 분석이 추가적으로 요구

된다. OTU는 다양한 통계 프로그램 (e.g. R)을 사용하여 종 

조성 및 군집 내 상대적인 비율, 다양도 지수 분석 등에 활용 

가능하다. 반면, 분석 결과는 염기서열의 유사성에 기반한 종

들을 순위로 제공하므로 이들 정보로부터 정확한 종을 선별

하기 위해서는 분류학적 지식과 시료가 채집된 수역의 생물 

정보를 고려할 필요가 있다 (Fig. 2).

메타바코딩 (metabarcoding)을 통한 

동물플랑크톤 섭식 먹이원 분석

NGS 플랫폼에 의해 리드 길이의 호환성이 다양해짐에 따

라 메타바코딩 기법을 통해 생물의 위 내용물 (gut content)과 

같이 분해되어 비교적 짧은 길이의 DNA를 포함하는 시료

의 분석 또한 가능하게 되었다 (Taberlet et al., 2012; Yang et 

al., 2017). 포식자의 소화기관에 존재하는 먹이생물의 흔적

은 포식자의 섭식 성향과 먹이 선택성을 유추할 수 있게 해 

주는 중요한 단서로, 육안 또는 현미경 하에서 대상 생물이 

섭식한 먹이를 직접 확인하는 위 내용물 분석 방법이 가장 

보편적으로 사용된다 (Harris et al., 2000; Yoon et al., 2016). 

하지만 이 경우, 위 내용물에 잔존해 있는 개체 또는 개체의 

흔적을 기반으로 분석이 이루어지기 때문에 소화효소에 대

한 내성의 차이, 섭식 이후 시간 경과 등 다양한 요인에 의해 

확인이 불가능한 개체가 발생, 섭식된 생물조성의 편차가 발

생하고, 결과적으로 해석의 오차가 크게 발생할 수 있다. 이

런 측면에서 소화기관에 남아 있는 먹이 생물의 유전자를 분

석하는 방법은 이와 같은 오차를 크게 줄일 수 있으며, 유전

자량에 기반한 상대적으로 객관적인 해석을 가능하게 한다 

(Symondson, 2002; Carreon-Martinez et al., 2011; Jo et al., 

2016; Oh et al., 2020a).

먹이망 내 생물학적 상호작용 분석 및 해석에 중요한 위 

내용물의 유전자 분석은 먹이생물의 분류군을 고려한 분자 

마커의 선정만 이루어진다면 기본적으로 앞서 설명한 DNA 

바코딩/메타바코딩 방법과 동일한 과정을 거쳐 수행 가능하

다 (Fig. 3). 단, 동물플랑크톤의 경우, 개체의 크기가 작아 해

부를 통한 소화기관의 추출 작업에 어려움이 있기 때문에 개

Table 4. Introduction to primers targeting 3 different gene region - 18S small-subunit ribosomal RNA, 18S SSU rRNA; 28S large-subunit 
ribosomal RNA, 28S LSU rRNA; mitochondrial cytochrome c oxidase subunit I, mtCOI for zooplankton metabarcoding.

Target gene Primers Sequences (5′ → 3′) Reference

18S SSU 
rRNA

V4 region SSU_F04 GCTTGTCTCAAAGATTAAGCC Fonseca et al., 2010; 
Lindeque et al., 2013; Banerji et al., 2018SSU_R22 GCCTGCTGCCTTCCTTGGA

V9 region 1391f GTACACACCGCCCGTC Amaral-Zettler et al., 2009; 
Abad et al., 2016; Djurhuus et al., 2018EukBr TGATCCTTCTGCAGGTTCACCTAC

1380F CCCTGCCHTTTGTACACAC Amaral-Zettler et al., 2009; 
Hirai et al., 2017a; Bucklin et al., 20191510R CCTTCYGCAGGTTCACCTAC

28S LSU rRNA LSU26f ACCCGCTGAACTTAAGCATAT Park et al., 2015; Harvey et al., 2016

LSU657r CTTGGTCCGTGTTTCAAGAC

mtCOI mlCOIintF GGWACWGGWTGAACWGTWTAYCCYCC Harvey et al., 2016; Yang et al., 2017; 
Schroeder et al., 2020*; Yang and Zhang, 2020jgHCO2198 TAIACYTCIGGRTGICCRAARAAYCA
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체 전신 (whole body)로부터의 DNA 추출이 불가피하며, 이

때, 개체를 둘러싸고 있는 원수 (surrounding water) 내 DNA, 

개체 외벽에 남아 있는 DNA (extracellular DNA)와 같은 외

부 유전자로부터의 오염을 완전히 배제할 수 없다는 문제점

이 있어 위 내용물의 DNA만을 추출하기 위해서는 부가적인 

전처리 과정을 필요로 한다 (Oh et al., 2020a).

상대적으로 개체 크기가 크고 (보통 1 mm 이상) 외골

격 구조가 단단한 중대형 갑각류 (crustacean-copepods 및 

cladocerans) 종은 개체로부터 위 내용물 추출하거나 개체의 

extracellular DNA를 제거하기 위한 물리화학적 처리에 대한 

내성이 강하기 때문에 DNA를 기반으로 한 위 내용물 연구

가 비교적 빠르게 수행된 반면 (Craig et al., 2013; Ho et al., 

2017), 육안으로 처리 과정의 확인이 어렵고 lorica라고 불리

는 연질의 외형질을 가지는 윤충류의 경우에는 비교적 최근 

위 내용물 DNA 분석을 위한 연구가 시작되어 현재 분석 방

법에 대한 연구가 진행 중이다 (Oh et al., 2020a).

오염 DNA (contaminated DNA) 제거에 효과적인 다양

한 화학약품 (e.g. 솔라렌 (Psoralen), 메톡살렌 (Xanthotoxin, 

8-Methoxypsorale), 상업용 표백제 (bleach). 과산화수

소 (Hydrogen peroxide)) 중 차아염소산나트륨 (sodium 

hypochlorite, NaClO) 성분을 포함하는 상업용 표백제가 가

장 보편적으로 사용된다 (Greenstone et al., 2012; Oh et al., 

2020a; Chae et al., 2021). 동물플랑크톤의 주요 분류군인 윤

충류, 지각류, 요각류는 각기 다른 외형질 형태를 가지고 있어 

표백제 처리에 대한 내성이 다르며, 특히 윤충류의 경우 현미

경을 통해서도 외형질 변화를 관찰하기 쉽지 않을 정도로 크

기가 작고 종에 따라 상이한 외형질 구조를 가지기 때문에 전

처리 조건을 확립하는 데 있어 대상 종의 외형질 특성을 고려

는 필수적이다 (Table 5). 표백제 처리에 대한 동물플랑크톤 

종의 내성 정도를 바탕으로 처리 농도와 노출 시간을 조절하

여 전처리 과정을 수행하게 되면 개체 외형질은 파괴하지 않

고 extracellular DNA 제거가 가능하다 (Oh et al., 2020a).

오염 DNA 제거를 위해 전처리된 동물플랑크톤 개체는 처

리한 약품의 효과가 지속되지 않도록 증류수를 이용하여 충

분히 세척 (wash)하는 작업이 필요하다. 요각류와 같이 개체 

크기가 큰 동물플랑크톤 종의 경우 전처리부터 세척 작업까

지 육안으로 수행 가능하지만 (Chae et al., 2021), 윤충류와 

같은 소형종의 경우 필터지를 이용하여 처리를 위한 약품 및 

세척 작업에 필요한 증류수를 여과하는 방식으로 작업 가능

하다 (Oh et al., 2020a). 개체 및 필터지 시료에서 모두 동물

플랑크톤의 위 내용물 DNA 추출이 가능하지만, 여과 등 작

업 단계가 많아질수록 외부로부터의 시료 오염 혹은 시료간 

오염의 가능성이 증가하기 때문에 주의를 요하여 작업해야 

할 필요가 있다.

결     론

동물플랑크톤은 일반적으로 수체를 대변할 수 있는 정점에

서 원수의 여과 또는 플랑크톤 네트를 이용한 직접 여과를 통

해 채집되며, 실내에서 동정 및 계수하는 과정을 통해 수생태

계 내 서식하고 있는 동물플랑크톤 군집에 대한 정량적 생물 

정보를 얻을 수 있다. 이 과정에서 종의 동정, 계수를 위한 농

Table 5. The responses of some zooplankton species to commer-
cial bleach treatment (final concentration of 2.5%); based on the 
minimum time it takes before the body content is lost due to the 
disintegration of whole body after the treatment.

Zooplankton species Duration Reference

Rotifers

Brachionus forficula 7 min 30 s

Oh et al., 
2020a

Keratella sp. 5 min

Trichocerca sp. 7 min 30 s

Polyarthra sp. 5 min

Asplanchna sp. 4 min

Crustaceans Sinocalanus tenellus 2 min
Chae et al., 
unpublished

Fig. 3. Brief process of DNA analysis for zooplankton gut contents.
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축과 부차시료 추출의 차이, 연구자의 전문성 차이, 표현형 가

소성, 유생 시기의 종 동정 등과 같은 다양한 요인에 의해 계

산 결과의 편차가 발생할 수 있다. 또한, 현장에서의 시료 채

집 시 정점의 선정 (e.g. 수변부, 중앙부 등), 동물플랑크톤 네

트의 끌기 방법 (e.g. 수직끌기, 수평끌기 등) 및 거리 (e.g. 수

심에 따라; 수심<20 m - 전층 끌기, 수심>20 m - 20 m 끌기 

등) 등 조사 방법에 따라 시료의 대표성이 다르게 나타날 수 

있다 (Oh et al., 2020b). 따라서, DNA 기반의 군집 분석은 이

와 같은 편차를 보완해줄 수 있는 유용한 수단이 될 수 있다.

향후 전통적인 종 동정 방법과 상호 보완되어 종 다양성을 

포함한 군집지수 및 평가지수의 객관적 정량 지표 산정에 활

용되기 위해서는 국내 서식 동물플랑크톤 종의 분류학적 체

계의 정리와 이에 따른 유전정보의 라이브러리 구축이 우선

될 필요가 있다. 또한, 동물플랑크톤뿐만 아니라 먹이원이 되

는 식물플랑크톤 및 원생생물의 유전 정보 라이브러리리의 

구축과 적절한 분석 방법의 개발을 통해 기존의 방법 (e.g. 육

안 동정, 현미경 동정)으로 분석에 한계가 있었던 위 내용물

과 같은 저질 (low-quality)의 시료에도 DNA 분석 기법이 적

용이 가능해짐에 따라 동물플랑크톤의 생물학적 상호작용 

연구에 있어 중요한 섭식한 먹이원을 정성/정량적으로 분석

할 수 있을 것으로 기대된다.

적     요

동물플랑크톤 군집 연구에 DNA 바코딩과 같은 DNA 분

석 기법의 적용은 분류형태학을 기반으로 하는 전통적인 종 

동정 시 발생할 수 있는 문제 (e.g. 개체의 표현형 가소성에 

의한 오동정, 유사종 및 자매종, 유생 시기의 종 동정의 어려

움)를 보완할 수 있다. 최근 DNA 시퀀싱 기술의 발전으로 다

양한 수생태계의 동물플랑크톤 군집은 물론, 육안 및 현미경

을 통해 구분하는 데 한계가 있는 동물플랑크톤의 위 내용

물에 대한 DNA 기반 군집 분석 또한 가능하게 되었으며, 이

는 동물플랑크톤의 섭식 먹이원 분석을 통한 생물학적 상호

작용을 이해를 돕는다. 본 논문은 동물플랑크톤 연구에 DNA 

분석 기법이 활용된 사례 (e.g. DNA 바코딩을 이용한 계통분

류학적 연구, 메타바코딩을 이용한 군집 분석, 위 내용물 분

석)를 소개하고 분석 방법을 요약하여, 최종적으로 향후 이를 

활용하고자 하는 연구자들에게 연구 접근성을 높일 수 있도

록 방법론적인 기초 지식을 제공하고자 하였다.
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