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서    론

수생태계에서 생산자 (producer), 소비자 (consumer)와 분

해자 (decomposer)가 각 영양단계에서 유기적으로 연결되어 

먹이사슬을 형성하고, 망처럼 얽혀 먹이망 (food-web)을 형

성한다 (McCann, 2000). 이매패류의 섭식활동은 먹이망의 

영양단계뿐만 아니라 물질순환에 영향을 미친다. 일반적으

로 이매패류는 식물플랑크톤을 주요 먹이원으로 높은 섭식 

능력을 보이나 (Cloern, 1982), 최근 동물플랑크톤과 박테리

아와 같은 다른 분류군도 중요한 먹이원으로 사용되는 것으

로 밝혀졌다 (Davenport et al., 2000; Lehane and Davenport, 

2006; Davenport et al., 2011). 따라서 이매패류의 주요 먹

이원의 정확한 종 분석은 대상 서식처의 먹이망 구조 및 물

질순환을 밝히는 데 중요하다. 동·식물플랑크톤 식별 및 분

류는 현미경을 사용한 전통적인 형태학적 및 해부학적 특성

에 기반을 두고 있다. 이매패류 먹이원의 경우 섭식활동과 소

화과정을 통해 분해되어, 전통적인 형태-해부학적 동정을 통

해 먹이 생물을 파악하는 데 어려움이 있다 (Alfaro, 2006). 

현미경을 이용한 형태학적 동정의 한계를 극복하기 위해 최

근 토사물 및 위 내용물 분석에 분자생물학적 방법이 도입되

고 있다 (Deagle et al., 2005). 분자생물학적 방법은 진핵생

물의 넓은 범위 동정이 가능한 18S rDNA 유전자의 V9 영역 

(Amaral-Zettler et al., 2009; Albaina et al., 2016)와 종내 종

간 유전학적 관계를 파악하는 데 유용하다고 알려진 미토콘

드리아 유전자 내의 cytochrome c oxidase subunit I (COI)
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가 널리 사용되고 있다 (Carroll et al., 2019). 가리맛조개 

(Sinonovacula constricta)는 조간대 갯벌에서 서식하며, 현

장 어획과 양식이 활발하게 이루어지는 이매패류이다. 경제

적 가치가 높은 생물자원으로 (Feng et al., 2010; Niu et al., 

2013; Lukwambe et al., 2018) 성장 (Niu et al., 2015)과 발

달 (Niu et al., 2013), 염도 (Maoxiao et al., 2019) 관련 연구

가 보고되어 있다. 하지만 먹이망과 섭식에 대한 학술적 연

구는 그 중요성에 비해 상대적으로 적으며, 국내에서 보고

된 내용은 없다. 본 연구의 목적은 NGS (Next Generation 

Sequencing) 기법을 활용하여 가리맛조개 (S. constricta)의 

토사물을 먹이원 분석에 이용하여 섭식 먹이원을 분석하고, 

형태학적 분석의 결과와 비교 분석해 보았다.

재료 및 방법

1. 생물 시료 채집 및 먹이원생물 형태학적 동정

본 연구에서 사용한 가리맛조개 (S. constricta)로 2021년 7

월 별량면 (Fig. 1)에서 채집된 개체 (n = 15)를 사용하였다. 채

집된 가리맛조개 (S. constricta)는 흐르는 물로 (3차 증류수) 

깨끗이 세척하고, 무게 (g), 각장 (mm), 각고 (mm)를 측정한 

후 멸균된 3차 증류수에서 24시간 해감을 실시하여 먹이원 

분석용 토사물을 확보하였다. 동·식물플랑크톤 형태학적 동

정을 위한 시료는 토사물의 일부를 각각 포르말린 (Formalin, 

YAKURI, Japan)과 루골 (L6146-1L, SIGMA, Germany) 용

액 (10%)을 이용하여 염색 및 고정 후 광학현미경 (Axioskop 

40, Carl Zeiss Inc., Göttingen, Germany)으로 검경하였다. 

식물플랑크톤의 형태학정 동정은 부유하는 식물플랑크톤을 

대상으로 Foged (1978), Cassie (1989), Round et al. (1990)

에 기반하여 속 또는 종 수준까지 동정하고 세포의 일부 파

편이 발견되는 경우 동정 분류키를 확인하여 동정하였다. 식

물플랑크톤의 시료는 duplicates를 평균하였으며, 정량적 평

가는 Sedgewick-Rafter (S-R) chamber로 × 200 및 × 400

배율 이하의 독립 셀을 계산하여 수행되었다. 동물플랑크

톤의 형태학적 분류는 Koste (1978), Smirnov and Timms 

(1983), Einsle (1993)을 기반으로 속 수준까지 동정하였고, 

이때 분해되어 형태가 불분명한 동물플랑크톤의 부속지 등

은 분류학적 특징을 이용하여 문 또는 아문 수준으로 동정하

였다. 동물플랑크톤의 정량적 평가는 Sedgwick-Rafter (S-R) 

chamber로 × 100배율 이하의 독립 셀을 계산하여 수행되었

다. 종 특이적 특성이 소실된 생물들은 미동정 생물 조직으로 

구분하였다. NGS 분석을 위한 시료는 상등액과 침전물을 혼

합하여 air compressor vacuum pump (FAS 20W, FALCON, 

China)를 사용하여 0.7 μm 여과지에 98 mL을 여과하고, 

60℃ 드라이 오븐에서 10분 건조하여 실리카겔과 함께 냉동 

보관 후 (-20℃) NGS 분석을 진행하였다.

2. NGS 분석

NGS 분석은 본 연구에서 사용된 샘플 중 형태학적 검

경 결과와 비교할 수 있는 5개체를 (육안동정가능 2개체, 육

안동정불가능 3개체) 선택하여 (주)마크로젠에서 진행되

었다. 먹이원 분석용 토사물을 필터하여 DNA Extraction

을 진행하고, 진핵생물의 DNA 염기서열을 증폭하기 위

해 Primer 18S_V9를 선정하였다 (Table 1). 분석을 위해 사

용된 NGS 플랫폼은 Illumina사의 Miseq (Illumina, San 

Diego, CA, USA)을 사용하였다. MiSeq을 통해 산출된 서

열 데이터 (fastq)는 종 동정을 위하여 프로그램 FASTH (Fast 

Length Adjustment of SHort reads) 버전 1.2.11을 이용하

여 Paired-End 데이터를 하나의 서열로 병합하였다 (Mac

goč and Salzberg, 2011). 병합된 데이터는 CD-HIT-EST 

Fig. 1. Map of the study site at Byeongnyang-myeon, Suncheon 
Bay.
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기반의 OTU (Operational Taxonomic Unit) 분석 프로그

램인 CD-HIT-OTU (Li et al., 2012)를 이용하여 시퀀싱 에

러로 간주되는 낮은 품질의 서열 (error-correction)과 모호

한 (Ambiguous) 서열을 1차적으로 제거하였고, rDnaTools 

(Schloss et al., 2009)를 사용하여 키메라 (Chimera) 서

열을 식별 및 제거하는 두 번째 과정을 거친 뒤 마지막으

로 97% 이상의 유사성을 갖는 서열의 OTU로 클러스터링 

(clustering)을 하였다. 각 OTU의 서열은 NCBI의 참조 DB

와 비교하여 BLASTn (Zhang et al., 2000)를 수행하여, 각 

서열마다 유사성이 (97% identity이상) 가장 높은 분류군 정

보로 동정된 (taxonomic assignment)정보를 이용하였다. 

Uncultured 및 bacteria 분류군, OTU가 할당되지 않은 read

와 <0.1% 검출 비율을 나타내는 OTU는 삭제하였다.

결     과

1. 현미경을 이용한 가리맛조개 먹이원 분석

본 연구에서 가리맛조개 (S. constricta)의 먹이원 조성을 

확인하기 위해 15개 개체의 토사물을 광학현미경 (Axioskop 

40, Carl Zeiss Inc., Göttingen, Germany)으로 검경하였다.  

전체 개체의 무게는 24.4~43.2 g (평균 34.3±6.7), 각장은  

68~87 mm (평균 78.3±5.6), 각고는 23~30 mm (평균 

25.8±2.1)의 범위로 나타났다 (Table 2). 토사물의 먹이원 

현미경 검경 결과 대부분 소화된 유·무기물 조직 외에 식물 

플랑크톤, 동물플랑크톤, 일부 개체의 껍질과 알, 미동정  

생물 조직의 파편이 관찰되었다. 이 중 식물플랑크톤은 규조

류 (Bacillariophyta), 녹조류 (Chlorophyta), 남조류 (Cyano

phyta)에 속하는 총 8속 10종이 출현하였고, 동물플랑크

톤은 윤충류 (Rotifera)에 속하는 Notholca sp. 1종, 요각류 

(Copepods)의 유생 copepodite 1종이 출현하였다. 종 동정이 

불가능한 원생생물 (protozoa), 지각류 (Cladocerans), 요각류 

(Copepodas)의 파편이 총 7개, 미동정 동물플랑크톤이 1개

의 가리맛조개 (S. constricta)개체에서 관찰되었다 (Table 3).

2. NGS 기법을 이용한 가리맛조개 먹이원 분석

NGS 분석을 통해 얻어진 염기서열 (paired end)은 총 

1,215,608개이며, 샘플당 평균 243,122개의 염기서열이 얻

어졌다. Unique OTUs는 총 2,717개를 확인하였다. 이후 

NCBI GenBank의 데이터를 바탕으로 BLASTn 분석을 실

시하여, 전문가 검토를 통해 총 16개의 OTUs를 확인하였다 

(Table 4). 샘플별 최종 OTUs에 대한 염기서열의 개수는 5번 

개체 샘플이 273개로 가장 많았으며, 1번 개체 샘플이 15개

로 가장 적었다. 이 중 곰팡이류 (Aspergillus penicillioides)

와 이매패류 (Atrina pectinate)는 모든 시료에서 관찰되었

으며, 곰팡이류 (A. penicillioides)는 72.44%로 먹이원의 대

부분을 구성하고 있었다. 이매패류에 속하는 A. pectinate 

(1.88%)은 전체 개체에서, Ruditapes philippinarum (1.46%)

Table 1. Universal primer information applied to the study. 

Target 
organisms 
(region)

Name Primer sequences References

18S_V9

Forward 
Primer

5′TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGCCCTGCCHTTTGTACACAC3′

Jo et al., 2019
Reverse 
Primer 5′GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGCCTTCYGCAGGTTCACCTAC3′

Table 2. Object information of the Sinonovacula constricta sample.

Sample 
No.

Shell length 

(mm)
Shell breadth 

(mm)
Total weight 

(g)

01 72 24 24.4 

02 87 27 42.6 

03 87 26 38.8 

04 80 24 41.4 

05 68 24 30.0 

06 78 26 35.1 

07 76 25 29.4 

08 72 24 25.5 

09 78 24 29.6 

10 82 30 38.1 

11 81 28 41.3 

12 73 23 39.2 

13 76 27 28.3 

14 82 29 43.2 

15 83 26 27.8 

Average 78.3 25.8 34.3 

S.D. 5.6 2.1 6.7 

Shell length and breadth: mm, total weight: g
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은 3개 개체의 가리맛조개 (S. constricta)에서 먹이원으로 출

현하여 총 3.34%를 차지하였고, 미동정 진핵생물이 전체 개

체에서 확인되어 2.71%를 차지하였다. 흡충류 기생충에 속

하는 Holostephanus sp.와 Euryhelmis costaricensis은 12

번 개체에서만 확인되었으나, 개체 내에서 각각 59.22%과 

18.45%으로 높은 비율로 확인되었다.

3. 형태학적 동정과 NGS 기법을 이용한 먹이원 결과 비교

NGS 분석을 진행한 가리맛조개 (S. constricta)의 먹이원은 

곰팡이류, 흡충류 기생충, 이매패류, 거미류, 녹조류, 균류, 선

충류, 미동정 진핵생물로 구성되어 있었으며, 형태학적 동정

에서 확인된 동·식물플랑크톤은 포함되어 있지 않아 차이를 

보였다 (Fig. 2 and Table 5). 

고     찰

본 연구를 통해 가리맛조개 (S. constricta)의 먹이원을 형

태학적 분석과 NGS 분석 결과를 비교 분석하였다. NGS 분

석을 통해 형태학적 분석에서 확인되지 않은 먹이원을 확인

하였으며, 상대적으로 높은 종 다양성을 확인하였다. 형태학

적 동정 시 식물플랑크톤이 동물플랑크톤보다 높은 종 동정 

해상도를 보였다. 하지만 두 결과 모두 침전물로 인해 먹이원 

종 동정에 한계가 있었다. 식물플랑크톤 분석용 시료에 포함

된 다양한 침전물 (유기물)로 인해 전처리를 진행하는 데 어

려움이 있었으며, 상등액에 부유하는 식물플랑크톤을 대상으

로만 동정이 가능하였다. 크기가 상대적으로 큰 동물플랑크

톤 형태학적 동정에서는 식물플랑크톤과 달리 침전물을 함

Table 4. List of identified particles based on NGS analysis in food source of Sinonovacula constricta.

Phylum Genus + Species 1 5 8 12 15 Total Identities Accession number

Ascomycota Aspergillus penicillioides 13 261 51 9 13 347 99 NG_063229.1

Ascomycota uncultured Aspergillus 3 1 4 100 KR131440.1

Arthropoda Oulenziella bakeri 1 1 99 KM277810.1

Basidiomycota Malassezia restricta 3 3 99 CP033152.1

Chlorophyta uncultured Chlorophyta 5 6 11 98 AY180027.1

Platyhelminthes Euryhelmis costaricensis 19 19 98 AB521800.1

Platyhelminthes Holostephanus sp. 61 61 99 MT668950.1

Mollusca Atrina pectinata 1 5 1 1 1 3 99 EF613241.1

Mollusca Ruditapes philippinarum 1 3 3 7 99 JN807342.1

Nematoda Dichromadora sp. 4 4 92 MN250081.1

- uncultured eukaryote 6 4 10 98 KU743755.1

- uncultured eukaryote 3 3 93 AY180006.1

Number of reads 15 273 67 103 21 473

Number of OUTs 3 5 6 7 4 12

A B

Fig. 2. Comparison of identified particles in food source of Sinonovacula constricta between microscopic and NGS analysis (N.D.: No Detec-
tion).
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께 현미경 동정이 가능하였다. 혼합물의 경우 대부분 유기물

과 혼합된 상태로 보였으나, 동물플랑크톤 파편 외 해양 갑각

류 (Arthropoda)의 껍데기와 담수 윤충류 (Brachionus sp.)와 

지각류 (Alona sp.)의 껍데기가 확인되었다. 토사물의 형태학

적 동정은 전체 시료를 검경하는 과정에서 누락되는 종과 소

화된 개체는 동정의 형질을 찾는 데 어려움이 있으나, 요각류 

유생 (copepodite)과 동물플랑크톤 알 (egg) 등 생활사에 따

른 동정이 가능하고 정량화된 정보 제공이 가능하다. 따라서 

NGS 분석과 형태학적 동정을 병행하여 실시하게 되면 상호

보완적 먹이원 분석이 가능할 것이다.

본 연구에서 먹이원 NGS 분석 결과 곰팡이류, 균류, 이

매패류 서열의 상대풍부도 높게 나타났다. 가리맛조개 (S. 

constricta)는 침전물과 식물플랑크톤을 주요 먹이원으로 하

는 해저 여과섭식 종으로 알려졌으나 (Guo et al., 2017), 식

물플랑크톤 생물량이 낮거나 이매패류의 에너지 수요를 충

족할 수 없는 시기에는 다른 공급원도 중요한 먹이원으로 작

용하는 것으로 알려져 있다 (Peharda et al., 2012). 가리맛조

개 (S. constricta)는 수심 30~50 cm 이내의 갯벌에 파고들어 

잠입 서식하는 종이다 (Koh et al., 1997; Suh et al., 2017). 

잠입 서식하는 여과섭식성 이매패류는 수관을 활용하여 주

변 해수에 존재하는 각종 유기물질을 섭취하거나, 밀물 시 재

부유된 저서성 식물플랑크톤과 수중에 존재하는 부유성 식

물플랑크톤을 섭취하게 된다. 특히 조간대에서 재부유된 저

서성 식물플랑크톤은 조간대 저서동물뿐만 아니라 조하대로 

수송되어 조하대에 서식하는 동물의 먹이원으로 크게 이용

된다 (Kim, 2016). 따라서 해안 습지인 갯벌은 조석의 영향으

로 이매패류의 섭식행동은 가변적일 것으로 판단되며 (Wong 

and Cheung, 2001; Alfaro, 2006) 곰팡이 및 균류가 먹이 활

동 및 소화, 흡수에 중요한 역할을 할 것으로 판단된다.

이번 연구에 사용된 분석 시료인 토사물에서 동정된 종

의 경우 전처리 과정에서 패각에 부착된 유기물과 이매패류 

막 사이의 생물도 포함되어 출현하였을 것으로 판단된다. 따

라서 먹이원생물을 확인할 경우 분석 시료는 소화관을 직접

적으로 사용 (Kim et al., 2018; Na et al., 2020)할 경우보다 

정확한 먹이원생물 확인이 가능할 것이다. 또한 대상 생물

에 따라 DNA 염기서열을 증폭하기 위해 다양한 유전자 마

커 (genetic marker)를 이용하여 식물플랑크톤 (Yoon et al., 

2016), 동물플랑크톤 (Clarke, 2017)을 대상으로 적용하면 종 

동정 결과의 정확도가 향상될 것이다.

위 내용물 분석과 달리 동위원소 및 지방산 분석은 흡수된 

영양소를 평가하기 때문에 상대적으로 장기적인 먹이 공급원 

파악과 생물의 영양 위치, 먹이 공급원 추정이 가능하다. 뿐

Table 5. Lists of identified particles in food source of Sinonovacula constricta between microscopic (ind. L-1) and NGS analysis (number of 
reads).

Phylum Genus + Species
01 05 08 12 15 Total

Micro NGS Micro NGS Micro NGS Micro NGS Micro NGS Micro NGS

Arthropoda Oulenziella bakeri 1 1

Arthropoda unidentified 1.00 1.00 2.00 

Arthropoda copepodid 1.00 1.00 

Ascomycota Aspergillus penicillioides 13 261 51 9 13 347

Ascomycota uncultured Aspergillus 3 1 4

Basidiomycota Malassezia restricta 3 3

Chlorophyta uncultured Chlorophyta 5 6 11

Mollusca Atrina pectinata 1 5 1 1 1 9

Mollusca Ruditapes philippinarum 1 3 3 7

Nematoda Dichromadora sp. 4 4

Bacillariophyta Pinnularia sp. 1.47 1.47 

Bacillariophyta Navicula sp. 1.33 

Platyhelminthes Euryhelmis costaricensis 19 19

Platyhelminthes Holostephanus sp. 61 61

Rotifera Notholca sp. 1.00 

- uncultured eukaryote 6 4 10

- uncultured eukaryote 3 3

Number of species 4 3 2 5 0 6 0 7 0 4 3 12



이매패류의 NGS 분석 적용 263

만 아니라 먹이원생물의 종 탐지와 동시에 먹이그물의 위치

를 이해하는 것은 수생태계에서 필수적이다 (Kharlamenko et  

al., 2001; Dubois et al., 2014). 향후 플랑크톤을 대상으로 하

는 먹이원 연구에서 분석대상 시료의 전처리 방법 및 분석 시

료를 보완하여 형태학적 동정과 메타바코딩, 동위원소분석 등

의 최신 분석방법을 적용하여 병행한다면 보다 정확하고 정 

량적인 생태학적 분석과 먹이원 군집분석이 가능할 것이다. 

적     요

본 연구에서는 가리맛조개 (S. constricta)의 토사물을 현미

경 검경과 차세대염기서열분석 (NGS) 기법으로 먹이원을 확

인하고, 이를 통해 형태학적 및 분자학적 방법에 따른 먹이원 

분석을 비교하였다. 가리맛조개 (S. constricta)의 먹이원은 

분석방법에 따라 차이를 보였다. 먹이원생물은 위 내에서 분

해되어 현미경 분석을 통한 생활사 확인과 정량적 분석이 가

능하였으나 형태학적 및 해부학적 특성 파악이 불완전하였

다. NGS 분석은 유기물 형태로 잔존하는 생물의 DNA 확인

이 가능하여 현미경 검경 결과와의 상호보완적 적용 가능성

을 확인하였다. 
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