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Figure legends

Fig. 1. Sampling stations of sediment and seawater samples

investigated in thisstudy.(A,Jaran Bay;B,Saryangdo;

C,Yeosu;D,Wando;E,Mijomyeon;F,Tongyoung;G,

Yokjido).

Fig.2.Thedetection ofCochlodinium polykrikoides-specificprimer

set,ITSFandITSRinsediment.

(M, size marker; JR, Jaran Bay sediment DNA;

SR,Saryangdo sedimentDNA;YS,Yeosu sedimentDNA;

WD, Wando sediment DNA; MJ, Mijomyeon sediment

DNA; TY, Tongyeong sediment DNA; YJ, Yokjido

sedimentDNA;P,C.polykrikoidesgDNA;A,Alexandrium

catenella gDNA;N,non-template).

Fig.3.Thedetection ofplamid DNA containg theITS rDNA of

Cochlodinium polykrikoides-specific primer set, CPITSF

andCPITSR2.

(M,size marker;a,C.polykrikoides gDNA;b,plasmid

DNA 10
5
;c,plamidDNA 10

4
;d,plamidDNA 10

3
;e,plamid

DNA 10
2
;f,plasmid DNA 10;g,Alexandrium catenella

gDNA).

Fig.4.Linear relationship between the Ct values and plasmid

containing the ITS rDNA of Cochlodinium polykrikoides
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(R
2
=0.997).The standard curve was used to quantify the

rDNAcopynumbersofthetargetspeciesinsediment

samples.

Fig.5.Linearrelationship between the Ctvalues and ITS rDNA

of Cochlodinium polykrikoides (R
2
=0.999). The standard

curve was used to quantify the target species in

seawatersamples.

Fig.6.rDNA copy numbers ofCochlodinium polykrikoidesin the

coastofJaranBay2009.

Fig.7.rDNA copy numbers ofCochlodinium polykrikoidesin the

coastofJaranBay2010.

Fig. 8. Fluctuation of rDNA copy numbers of Cochlodinium

polykrikoidesatthestatios- 4,7,8,10from sediment

inthecoastofJaranBay.

Fig. 9. Comparison of rDNA copy numbers of Cochlodinium

polykrikoidesin sedimentwithvegetativecellnumbersin

filterseawater.

Fig.10.rDNA copy numbersofCochlodinium polykrikoidesin the

coastofSaryangdo.

Fig.11.rDNA copy numbersofCochlodinium polykrikoidesin the

coastofYeosu.
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Fig.12.rDNA copy numbersofCochlodinium polykrikoidesin the

coastofWando.

Figure13.rDNA copynumbersofCochlodinium polykrikoidesinthe

coastofMijomyeon.

Figure14.rDNA copynumbersofCochlodinium polykrikoidesinthe

coastofTongyeong.

Figure15.rDNA copynumbersofCochlodinium polykrikoidesinthe

coastofYokjido.

Table legends

Table1.Collectionsitedataforsurfacesedimentsamplesinvestigated

inthisstudy

Table 2.Real-time PCR probe fordetection and quantification of

Cochlodinium polykrikoides

Table 3.Primers used to amplify ITS rDNA of Cochlodinium

polykrikoidesforplasmidDNA standardcurve
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Bloom PotentialofHarmfulDinoflagellate

CochlodiniumpolykrikoidesintheSouthernCoastofKorea

asassessedbyReal-timePCRAssay

BORAM LEE

DepartmentofFisheriesBiologyGraduateSchool,

PukyongNationalUniversity

Busan608-737,Korea

Abstract 

Dinoflagellate Cochlodinium polykrikoides is a notorious harmful

algalblooms(HABs)speciesthathascausedmassivefishmortality

alongtheKoreancoastswithincreasingfrequency.

Manydinoflagellatespecieshavebeenreportedtoform restingcysts

orothertypesofrestingstagesaspartoftheirlifecycle.Cystsare

moreresistanttounfavorableenvironmentsascomparedtovegetative

cells,andplayanimportantroleastheseedpopulationforseasonal

bloomsafterthesubsequentyear.Therapidandaccurateidentification

andenumerationofthetargetspeciesofinterestareprerequisitesfor

HABsmonitoringprograms.Real-timePCR assayhasbeenusedfor

rapiddetectionandenumerationofharmfuldinoflagellatesinwaters
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andsediments.Themethodusesaclonedfragmentoftheinternal

transcribed spacer 2 (ITS2)rDNA gene as a standard for cyst

quantification.

C.polyrkikoideswasdetectedinsedimentsamplesfrom thecoastof

SouthernSea.Oftotal115sedimentsamples,JaranBaysampleswere

positiveforC.polykrikoidescontinually,otherlocationsampleswere

detected.TheabundancesofthesespeciesinthecoastofJaranBay

wererelatively higherthan otherlocation (100rDNA copiesforC.

polykrikoidespercm
3
ofwetsedimentobtained from top layerof

centrifuged30gofsediment).C.polykrikoideswasdetectedfrom the

coastsofSaryangdo,Yeosu,Wando,Mijomyeon,Tongyeong,Yokjido

from 10to30rDNA copiespercm
3
ofwetsediment.

Since 1995,C.polykrikoides blooms occurred almostevery year

(exceptin2006,and2008∼2010)mostlyinthecoastofKorea.The

resultsofreal-timePCRshowedthatC.polykrikoidesisprevalentin

sedimentsofSouthernsea.Theresultsenhancedourunderstandingof

thegeographicdistributionofC.polykrikoidesinsediments,andalso

suggesttheneedtoincludesedimentsamplesformonitoring ofC.

polykirkoidesbloomsanditscystsinsediment.
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1. 서 론 

HABs(HarmfulAlgalBlooms,유해성 조류 발생)는 수중에 사는 미세

조류들이 일시적으로 대량 번식하여 해양환경 뿐만 아니라 인간사회에 유

해한 영향을 끼쳐 경제적·사회적으로 문제를 야기하는 현상이다.적조

(redtide)현상에서 유해성을 강조한 용어로써 최근에 많이 쓰이고 있으

며,HABs을 유발하는 미세조류에 관한 연구 또한 활발히 진행되고 있다.

유해성 와편모조류 중 Cochlodinium polykrikoides는 1982년 최초로 발

견된 이래 1983,1986,1987,2006,2008∼2010년 현재를 제외하고 매년 발

생하고 있다.특히 1995년도에 대규모로 발생하여 막대한 수산 피해를 일

으킨 바 있으며,2007년에도 남해연안에 C.polykrikoides의 적조가 발생

하여 대략 100억원 상당의 피해금액을 기록하였다 (NFRDI,2008).와편모

조류 중 일부는 부적합한 환경조건에서 유성생식 과정을 통해 내구성 있

는 휴면포자를 형성하고,다시 환경이 좋아지면 발아하는 생활사를 가지

는데,현재까지 전체의 약 5%인 100여종에서 이러한 휴면포자의 존재가

확인되었다 (MatsuokaandFukuyo,2000;Andersonetal.,2003).이들은

적조발생 초기에 “씨앗개체군 (Seedpopulation)"역할을 수행하는 것으로

알려져 있어 (Anderson,1980),이들의 생물지리적 분포는 적조발생 장소

와 시기를 예측할 수 있는 중요한 단서로 이용할 수 있다 (Andersonand

Wall,1978;Nehring,1997;Andersonetal.,2003).

우리나라에서 휴면포자 분포 조사는 적조가 많이 발생하는 남해 연안을

중심으로 이루어져 왔으나,최근 황해 연안에서도 적조가 발생하여 그 조

사범위가 더욱 확대되고 있는 실정이다 (Kim etal.,2001).하지만 일정

한 시기에 국한된 조사와 연구에 그치고 있어,해양환경 변화에 따른 지
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속적인 휴면포자 분포 조사를 통해 적조발생을 모니터링 할 필요가 있다.

다양한 방법으로 휴면포자 분포 조사를 해왔으나,C.polykrikoides의 휴

면포자 실체가 완전히 밝혀지지 않아 생활사의 규명과 휴면포자의 형태와

분포 등에 대한 결과의 부족으로 적조 발생을 뒷받침할 수 있는 충분한

해명이 되지 않고 있다.이런 문제를 극복하기 위해 본 연구에서는

real-timePCR기법을 이용하였다.

Real-timePCR법은 PCR 증폭산물의 형광감도 증가를 실시간으로 모

니터링하여 해석하는 기술이다.단계적으로 희석한 표준시료를 사용하여

real-timePCR 반응을 하면 초기 DNA량이 많은 순서로 같은 간격으로

늘어선 증폭곡선이 얻어진다.여기서 적당한 지점에 threshold를 설정하면

threshold와 증폭곡선이 교차하는 지점 (Ct값,Thresholdcycle)이 산출된

다.Ct값과 초기 주형량 간에는 직선적인 관계가 있어 검량선을 만들 수

있다.표준시료로 만들어진 검량선을 통해 미지시료 DNA량을 정량할 수

있다 (KamiKawaetal.,2007).

본 연구에서는 형광표식 probe중에서 TaqManprobe를 이용하였다.이

는 5‘말단에는 형광물질 (FAM),3’말단에는 quncher물질 (TAMRA)로 수

식한 oligonucleotide이며,probe가 quencher에 의해 형광 발색이 억제되

지만,extension 반응시에 Taq DNA polymerase가 갖는 5‘→ 3’

exonuclease활성으로 형광색소가 probe에서 유리되면서 quencher에 의한

억제가 해제되어 형광을 나타내는 원리이다 (Hollandetal.,1991;Livak

etal.,1995).이 형광색소를 기계가 인식하여 수식으로 전환,데이터 값을

해석할 수 있다.종 특이적인 primer와 probe을 이용하여 좀 더 정확한

동정과 검출,정량이 이루어지게 된다.

그리하여 C.polykrikoides의 주요 적조 발생지인 자란만을 중심으로

사량도,미조,여수 및 통영 인근 해역과 기타로 완도지역을 대상으로 C.
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polykrikoides의 ITSrDNA영역을 통해 만들어진 primer와 probe를 이용

하여 C.polykrikoides의 휴면포자를 조사,검출을 하여 적조발생 잠재력

을 파악하였다.
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2. 재료 및 방법

2.1배양

국립수산과학원 (NFRDI, 2009)에서 분양받은 Cochlodinium

polykrikoides의 영양세포를 f/2 배지에 계대배양 (20℃,ca.90 μmol

photons/m
2
sand12L:12D)하였다.DNA 염기서열 분석을 통한 유전자 동

정으로 종 확인하였다.

2.2시료 채집

남해안에서 C.polykrikoides의 주요 적조 발생지인 자란만,사량도,미

조,여수 및 통영 인근 해역과 기타로 완도지역을 대상으로 조사하였다.

정점 48곳 (Fig.1,Table1)에서 Box-corer또는 Wildcocorers를 이용해

저질 시료를 채집하였다.특히 자란만 일대를 중점지역으로 지정하여 저

질시료와 더불어 표층해수시료도 채수하였다.저질시료는 500ml통에 담

아 4℃,암소에 다음 분석까지 보관하였으며,표층해수 20L현장 농축한

시료를 GF/C(47mm Ø,WhatmanInternationalLtd.)로 여과하여 -80℃

에 다음 분석까지 보관하였다.
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Fig.1.Sampling stations ofsedimentand seawater samples

investigatedinthisstudy.

(A,JaranBay;B,Saryangdo;C,Yeosu;D,Wando;E,

Mijomyeon;F,Tongyoung;G,Yokjido).
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Samplingstation Geographiclocation Samplingdate

A.ThecoastofJaranBay

1 34°53′08″N,128°12′30″E May2009~April2010

2 34°53′09″N,128°14′09″E May2009~April2010

3 34°53′11″N,128°15′52″E May2009~April2010

4 34°54′26″N,128°12′34″E May2009~October2010

5 34̊54′25″N,128°14′08″E May2009~April2010

6 34°54′42″N,128°15′07″E May2009~April2010

7 34°55′37″N,128°12′33″E May2009~October2010

8 34°55′42″N,128°14′11″E May2009~October2010

9 34°55′37″N,128°12′33″E May2009~April2010

10 34°56′15″N,128°13′19″E May2009~October2010

B.ThecoastofSaryangdo

1 34°50′46″N,128°13′58″E May2009~July2010

2 34°50′32″N,128°13′51″E May2009~July2010

3 34°50′23″N,128°13′48″E May2009~July2010

4 34°50′23″N,128°14′19″E May2009~July2010

C.ThecoastofYeosu

1 34°43′38″N,127°40′04″E April,June2010

2 34°39′41"N,127°39′09″E April,June2010

3 34°37′32″N,127°40′52″E April,June2010

4 34°36′23″N,127°40′58″E April,June2010

5 34°36′06″N,127°44′09″E April,June2010

D.ThecoastofWando

1 34°20′28″N,126°45′33″E April2010

2 34°20′44″N,126°46′53″E April2010

3 34°21′28″N,126°48′40″E April2010

4 34°22′11″N,126°50′46″E April2010

5 34°20′55″N,126°56′19″E April2010

E.ThecoastofMijomyeon

1 34°43′58″N,128°02′36″E May,August2009

2 34°43′54″N,128°03′04″E May,August2009

3 34°43′41″N,128°03′45″E May,August2009

4 34°43′37″N,128°02′24″E May,August2009

5 34°43′35″N,128°03′02″E May,August2009

6 34°43′27″N,128°02′38″E May,August2009

7 34°43′17″N,128°02′31″E May,August2009

8 34°42′56″N,128°02′92″E May,August2009

Table 1.Collection site data for surface sediment samples

investigatedinthisstudy
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 Samplingstation Geographiclocation Samplingdate

9 34°43′20″N,128°02′58″E May,August2009

10 34°43′20″N,128°03′29″E May,August2009

11 34°42′54″N,128°03′40″E May,August2009

12 34°42′35″N,128°04′05″E May,August2009

13 34°42′29″N,128°03′57″E May,August2009

14 34°42′22″N,128°03′39″E May,August2009

15 34°42′36″N,128°03′16″E May,August2009

16 34°41′59″N,128°03′24″E May,August2009

F.ThecoastofTongyeong

1 34°48′48″N,128°33′29″E April,July2010

2 34°46′51″N,128°31′12″E April,July2010

3 34°49′59″N,128°26′47″E April,July2010

4 34°51′28″N,128°21′13″E April,July2010

5 34°55′39″N,128°18′53″E April,July2010

6 34°54′34″N,128°13′24″E April,July2010

7 34°52′28″N,128°07′30″E April,July2010

8 34°57′14″N,128°00′00″E April,July2010

9 34°52′39″N,127°56′12″E April,July2010

10 34°43′03″N,128°15′00″E April,July2010

11 34°48′35″N,128°17′41″E April,July2010

12 34°45′59″N,128°26′35″E April,July2010

G.ThecoastofYokjido

1 34°37′22″N,128°14′06″E August2010

2 34°37′24″N,128°14′22″E August2010

3 34°37′14″N,128°14′23″E August2010

4 34°37′12″N,128°13′53″E August2010

Table1.(Continued)
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2.3DNA 추출

2.3.1배양주 DNA 추출

배양된 영양세포 50ml를 tube에 담아 원심분리 (2000rpm,20분)하여

배지를 제거 후 PCI(Phenol-Chloroform-Isoamylalcohol,25:24:1)법을

이용하여 DNA를 추출하여,저질시료 검량선 작성할 때 사용될 plasmid

insertDNA와 real-timePCR에서 positivecontrol로 사용하였다.

2.3.2저질 시료 DNA 추출

채집한 저질 30g를 tube에 담은 후 원심분리 (2000rpm,5분)하여 해

수를 제거하였다.그 후 0.3M NaCl5ml넣고 원심분리 (2000rpm,20

분)하여 상등액을 제거 후 저질 상층 1g을 lysisbuffer와 beads가 포함

된 tube에 넣었으며,DNA 추출은 UltraClean SoilDNA Kit(MoBio

LabratoriesInc.)을 이용하였다.

2.3.3해수 시료 DNA 추출

표층 해수 20L 현장 농축한 시료를 GF/C로 여과한 filter를 배양주

DNA추출과 동일하게 PCI법으로 DNA를 추출하여 -70℃에 보관하였다.
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2.4StandardPCR

Real-timePCR 진행 전 저질 속에 C.polykrikoides가 존재여부를

PCR로 확인하였으며,정점 48곳 중 지역별 정점을 무작위로 선별하여

PCR을 진행하였다.PCR 반응액 조성은 2㎕ templateDNA,primer는

각각 1㎕, AccuPowerPCR Premix(Bioneer)와 PCR gradewater로

총 volume20㎕로 조절하였다.PCR에 사용한 primer는 Table3에 정리

하였으며,반응은 초기 94℃ 5분간 반응시켰고,30회 반복반응 (94℃ 30

초,55℃ 1분,72℃ 1분)후,최종 72℃에서 7분간 반응시켰다.증폭된 PCR

산물은 TAEbuffer를 용매로 한 1% Agarosegel에 전기영동하고 EtBr

로 염색한 뒤 자외선을 조사하여 확인하였다.

Standardcurve작성을 위해 제작된 plasmidDNA도 standardPCR을

통해 real-timePCRprimer와 반응특이성을 갖는지도 확인하였으며,사용

된 primer는 Table2에 정리하였다.PCR반응액 조성과 반응조건은 위와

동일하다.
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2.5Real-timePCR

저질시료와 해수시료에서 추출한 DNA을 이용하여 real-timePCR을

진행하였다.PCR반응액 조성은 0.5㎕ templateDNA,primers와 probe

(0.3과 0.15μM),5㎕ PremixExTaq(TAKARABioInc.)그리고 PCR

gradewater로 총 volume10㎕로 조절하였다.Real-timePCR에 사용한

primer와 probe는 Table2에 정리하였으며,real-timePCR조건은 50℃에

서 2분,95℃에서 2분,그리고 45회 반복반응 (95℃ 10초,60℃ 45초)하였

다.분석은 Rotor-Gene 6000 instrument(CorbettResearch,Sydney,

Australia)를 이용하여 3반복 실험하였다.
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2.6Standardcurve작성

2.6.1휴면포자 정량을 위한 standardcurve

C.polykrikoides의 휴면포자는 아직 생활사가 완벽하게 밝혀지지 않았

기 때문에 실험실 내부에서 휴면포자를 만들 수 없고,현장 시료에서도

대량으로 확보하기가 어렵다.그렇기 때문에 영양세포 DNA를 통해

plasmid DNA를 제작하여 standard curve를 작성해야한다. C.

polykrikoides영양세포 DNA에서 real-timePCR에 사용되는 primer와

probe를 포함하는 종 특이적 ITS영역을 증폭하였다 (Table3).Standard

PCR 반응은 초기 94℃ 5분간 반응시켰고,30회 반복반응 (94℃ 30초,5

5℃ 1분,72℃ 1분)후,최종 72℃에서 7분간 반응시켰다.증폭된 PCR산

물은 TAEbuffer를 용매로 한 1% Agarosegel에 전기영동하고 EtBr로

염색한 뒤 자외선을 조사하여 확인하였다.확인된 산물은 gelextraction

kit를 이용하여 정제한 후 pGEM-TEasyVectorSystem 1(Promega)을

이용하여 plasmidDNA를 만든 후 competentcell에 삽입하여 LB배지에

배양하였다.배양된 cell을 PlasmidPurifucationMiniKit(Promega)를

이용하여 plasmid DNA를 확보하여 standard curve를 제작하였다.

PlasmidDNA template를 이용하여 standardcurve를 만들기 전 plasmid

DNA의 길이를 이용하여 무게를 정량화 하였으며,이를 copy수에 맞는

농도로 계산하여 plasmidDNA를 10배수로 희석하였다.희석된 plasmid

DNA를 이용하여 real-timePCR을 진행하였으며,반응조건은 2.4와 동

일하다.
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2.6.2영양세포 정량을 위한 standardcurve

휴면포자 정량과는 다르게 C.polykrikoides의 영양세포는 대량배양이

가능하므로,배양된 세포를 Sedgwick-rafterChamber를 이용하여 계수하

였다.계수된 세포 2ml(4,900cells/ml)을 tube에 담아 원심분리 (14,000

rpm,10분)후 배지를 제거하고 2.3.1.과 동일한 방법인 PCI법을 이용하여

DNA를 추출하였다.추출된 DNA를 이용하여 단계별로 희석한 후 휴면포

자 standardcurve작성과 동일한 방법과 반응조건으로 real-timePCR

을 진행하였다.
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Primer Sequence(5'→3') Reference

CPITSF CGGCAACCTTTGTCAAACA

Parketal.

(2009)

CPITSR2 GGTTTGCTGATCTAACTTCATGTCT

CPITSP
FAM-CAACCGTGATACCCGCTAGCTTTGC-TA

MRA

Table2.Real-timePCR probefordetectionandquantification

ofCochlodinium polykrikoides

Primer Sequence(5'→3') Reference

ITSF GTCGTAACAAGGTTTCCGTAGG
Parketal.(2009)

ITSR CCCTGTTCATTCGCCATTAC

Table3.PrimersusedtoamplifyITSrDNA ofCochlodinium

polykrikoidesforplasmidDNA standardcurve
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3. 결과 

3.1StandardPCR

총 115개 저질시료 중 18개의 지역별 시료에서 약 500bp크기의 band

가 확인되었으며 (Fig.2),positivecontrol로 사용한 C.polykrikoides

gDNA에서도 같은 위치에 band가 확인되어 남해안 저질 속에 C.

polykrikoide가 존재하고 있음을 확인하였다.같은 와편모조류의 일종인

Alexandrium catenellagDNA 와 targetDNA를 넣지 않은 상태에서

PCR을 진행한 산물에서는 PCRband가 확인되지 않았으며,이는 PCR에

사용된 primer가 종 특이적 반응을 하였고,오염되지 않은 상태에서 실험

이 진행되었음을 알 수 있다.

Standardcurve작성을 위해 제작된 plasmidDNA를 10배수로 단계별

로 희석하여 시료를 만들었고,만들어진 시료를 CPITSF,CPITSR2

primer쌍을 이용하여 PCR한 결과를 Fig.3에 나타내었다.PCR산물 위

치가 약 200bp에서 확인되었으며, positive control로 사용한 C.

polykrikoidesgDNA 역시 같은 위치에서 PCR band가 확인되었으며,

negativecontrol로 사용한 Alexandrium catenellagDNA에서는 band가

나오지 않아 real-timePCR에 사용될 primer의 종 특이성을 확인하였다.
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Fig. 2. Agarose gel image show the results of PCR

amplified by the Cochlodinium polykrikoides-specific

primerset,ITSFandITSRinsediment

(M,sizemarker;JR,Jaran Bay sedimentDNA;SR,

Saryangdo sediment DNA; YS, Yeosu sediment

DNA;WD,Wando sediment DNA,MJ,Mijomyeon

sedimentDNA;TY,Tongyeong sedimentDNA;YJ,

Yokjido sediment DNA; P, Cochlodinium

polykrikoides gDNA; A, Alexandrium catenella

gDNA;N,non-template).
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Fig.3.The detection of plasmid DNA containing the ITS

rDNA of Cochlodinium polykrikoides-specific primer

set,CPITSFandCPITSR2

(M,sizemarker;a,C.polykrikoidesgDNA;b,plasmid

DNA 10
5
;c,plamid DNA 10

4
;d,plamid DNA 10

3
;e,

plamid DNA 10
2
;f,plasmid DNA 10;g,Alexandrium

catenellagDNA).
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3.2휴면포자 정량을 위한 standardcurve

C.polykrikoides 영양세포의 ITS 영역을 standard PCR로 제작된

plasmidDNA를 단계별로 희석 (10,100,1,000,10,000,100,000plasmid

DNA copies/g)하여 real-timePCR을 진행하였다.이때 Ct값이 약 20,23,

25,27,29로 나왔으며 이 값을 토대로 standardcurve를 작성하였다. 

 PlasmidDNA copy수와 Ct값은 Fig.4와 같이 높은 선형 상관관계

(R
2
>0.99)를 나타내어 standard curve로 사용할 수 있었다.Real-time

PCR을 진행할 때 positivecontrol로 사용된 C.polykrikoides영양세포에

서 실시간 반응을 확인할 수 있었고 negativecontrol로 멸균한 초순수를

사용하였을 때 반응이 나오지 않아,본 실험에 다른 영향이 없었음을 알

수 있었다.

3.3영양세포 정량을 위한 standardcurve

C.polykrikoides영양세포에서 추출한 DNA를 단계별로 희석 (9.8,98,

980,9,800cells/ml)하여 real-timePCR을 진행하였을 때 Ct값이 약 23,

27,30,33이 나왔으며 이 값을 토대로 standardcurve를 작성하였다. 

C.polykrikoides영양세포 DNA양과 Ct값은 Fig.5와 같이 높은 선형

상관관계 (R
2
>0.99)를 나타내어 standardcurve로 사용할 수 있었다.

Real-time PCR을 진행할 때 positive control로 사용한 C.

polykrikoides영양세포에서 실시간 반응을 확인할 수 있었고 negative

control로 멸균한 초순수를 사용하였을 때 반응이 나오지 않아, 본 실험

에 다른 영향이 없었음을 알 수 있었다.
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Fig.4.Linear relationship between the Ct values and

plasmidcontainingtheITSrDNA ofCochlodinium

polykrikoides(R
2
=0.997).Thestandardcurvewas

used toquantify therDNA copy numbersofthe

targetspeciesinsedimentsamples.
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Fig.5.Linear relationship between the Ct values and

ITS rDNA of Cochlodinium polykrikoides

(R
2
=0.999). The standard curve was used to

quantifythetargetspeciesinseawatersamples.
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3.4Real-tinePCR

A.자란만 인근 해역

2009년 자란만 인근 해역을 조사하였을 때,정점 4,7,8,10을 제외한

나머지 정점 6개 정점에서는 휴면포자가 검출되지 않았다 (Fig.6).정점

4의 검출량을 살펴보면,6월에는 20copies/cm
3
wetsediment가 확인되었

는데 7월,8월,9월에는 10copies/cm
3
wetsediment,10월에는 다시 20

copies/cm
3
wetsediment로 검출되었다.정점 7에서는 정점 4와 유사하게

7월에는 10 copies/cm
3
wet sediment,8월에는 20 copies/cm

3
wet

sediment로 증가추세를 보였으나,9월과 10월에는 검출되지 않았다.정점

8에서 6월에는 17copies/cm
3
wetsediment,7월에는 10copies/cm

3
wet

sediment로 정점 7과는 반대 양상을 보였으나,8월에는 33copies/cm
3

wetsediment로 10개 정점 중 최고치를 나타내었다.9월 이후에는 감소하

여 10월에는 검출되지 않았다.

2010년 자란만 인근 해역을 조사하였을 때,3월 정점 4,7에서 각 각

10,20copies/cm
3
wetsediment가 확인되었고 4월에서는 정점 7과 10에

서 20copies/cm
3
wetsediment가 검출되어 2009년에 C.polykrikoides

rDNA copy가 검출된 정점 8을 제외하고 나머지 정점 6곳에는 여전히 검

출되지 않았다 (Fig.7).따라서 2010년 5월∼8월 정점 4,7,8,10해역만

집중적으로 조사하였다.분석결과,2009년과 전혀 다른 양상으로 검출되었

는데,5월에는 4개의 정점 모두 최대치를 보였다.정점 4에서는 30

copies/cm
3
wetsediment,정점 7에서는 50copies/cm

3
wetsediment,정

점 8에서는 100 copies/cm
3
wetsediment를 보였으며 정점 10에서는 80

copies/cm
3
wetsediment의 검출량을 보였다.그 후 모든 정점에서 검출
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량이 감소하였는데 정점 7에서는 10copies/cm
3
wetsediment,정점 8에

서는 20copies/cm
3
wetsediment,정점 10에서는 50copies/cm

3
wet

sediment가 확인되었으며,정점 4에서는 검출되지 않았다.7월과 8월에는

정점 4곳 모두 검출되지 않았다.
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Fig. 6. rDNA copy numbers of Cochlodinium polykrikoides

from sedimentinthecoastofJaranBayin2009.
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Fig. 7. rDNA copy numbers of Cochlodinium polykrikoides

from sediment in the coast of Jaran Bay in 2010.
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2009년∼2010년 자란만 정점 4, 7, 8, 10의 저질시료에서 C.

polykrikoidesrDNA copy수 변동량을 살펴보면 2009년에는 변동폭이 작

았으나(10∼20copies/cm
3
wetsediment),2010년에는 눈에 띄게 크게

나타났으며,2009년에는 8월에 검출량이 제일 높았으나,2010년에는 5월에

가장 높게 나타났다 (Fig.8).

이와 비교하기 위해 표층 해수 20L현장 농축한 시료를 GF/C로 여과

한 filter를 DNA추출하여 real-timePCR로 검출한 결과를 살펴보면,정점

10을 제외한 나머지 정점 3곳 저질 시료의 rDNA copy수가 감소하면 해

수 시료의 rDNAcopy수가 증가하였다 (Fig.9).
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Fig.8.Fluctuation of rDNA copy numbers of Cochlodinium

polykrikoidesatthestatios-4,7,8,10from sediment

inthecoastofJaranBay.
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Fig.9.Comparison ofrDNA copy numbers ofCochlodinium

polykrikoidesinsedimentwithvegetativecellnumbers

infilterseawater.
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B.사량도 인근 해역

2009년 5월부터 2010년 7월까지 채집한 시료를 real-timePCR분석 결

과,2009년 5월∼2010년 3월에는 검출되지 않았다.하지만 2010년 4월 사

량도 인근 해역 정점 4곳 모두에서만 검출되었으며,정점 2에서 30

copies/cm
3
wetsediment로 최대값이 나왔다 (Fig.10).나머지 3정점에

서는 10copies/cm
3
wetsediment로 동일한 값이 확인되었다.그러나 그

후 5.6,7월 조사에서는 모든 정점에서 C.polykrikoidesrDNA copy가

검출되지 않았다.

Fig.10.rDNA copy numbers of Cochlodinium polykrikoides

inthecoastofSaryangdo.
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C.여수 인근 해역

여수 인근 해역은 2010년 4월과 6월 두 차례 조사하였다.2010년 4월

여수 인근 해역에서 채집한 저질 DNA를 이용하여 real-timePCR 분석

결과,정점 3에서는 검출되지 않았으며,정점 1에서는 20copies/cm
3
wet

sediment,나머지 정점 2,4,5에서는 10copies/cm
3
wetsediment가 검출

되었다 (Fig.11).

그러나 6월 조사에서는 5개 정점에서 C.polykrikoidesrDNA copy가

확인되지 않았다.

 

Fig.11.rDNA copy numbers of Cochlodinium polykrikoides

inthecoastofYeosu.
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D.완도 인근 해역

2010년 4월 완도 인근 해역에서 채집한 저질을 이용하여 real-time

PCR 분석 결과를 Fig.12에 나타내었다.정점 5에서만 10copies/cm
3

wetsediment가 검출되었으며,나머지 정점에서는 검출되지 않았다.

Fig.12.rDNA copy numbers of Cochlodinium polykrikoides

inthecoastofWando.
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E.미조면 인근 해역

미조 인근 해역에서는 2009년 5월 조사 때 정점 1,2,6,10,13,15에서

검출되었으며,정점 1,2,6,10,15에서 20copies/cm
3
wetsediment,정점

13에서 10copies/cm
3
wetsediment 확인되었다.2009년 8월 조사 에서

는 정점 1에서는 30copies/cm
3
wetsediment,2에서는 10copies/cm

3

wetsediment가 확인되었으며 (Fig.13),나머지 정점에서는 확인되지 않

았다.



- 31 -

Fig.13.rDNA copy numbers of Cochlodinium polykrikoides

inthecoastofMijomyeon.
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F.통영 인근 해역

2010년 4월 통영 인근 해역 정점 모두에서는 검출되지 않았다.그러나

7월 조사 때에는 정점 1에서 30copies/cm
3
wetsediment,정점 9에서 10

copies/cm
3
wet sediment가 확인되었으며, 나머지 정점에서는 C.

polykrikoidesrDNAcopy가 검출되지 않았다 (Fig.14).

Fig 14.rDNA copy numbers of Cochlodinium polykrikoides

inthecoastofTongyeong.
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G.욕지도 인근 해역

2010년 8월 조사한 욕지도 인근 해역 중 정점 2에서 10copies/cm
3
wet

sediment가 검출되었으며,나머지 정점에서는 C.polykrikoidesrDNA

copy가 검출되지 않았다 (Fig.15).

Fig.15.rDNA copy numbers of Cochlodinium polykrikoides

inthecoastofYokjido.
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4. 고찰

본 연구에서는 real-timePCR를 통해 현장 시료에서 유해성 와편모조류

Cochlodinium polykrikoides검출 및 정량화를 시도하였다.Parketal.

(2009)에 의해 보고된 C.polykrikoides종 특이적인 primer와 probe를 이

용하여 우리나라 적조 상습 발생 지역인 남해안 일대 시료를 분석하였다.

현장시료에는 PCR을 방해하는 유기·무기물질을 포함될 수 있으며,이것

은 targetDNA와 함께 추출되어 결과의 오류를 유발한다.그렇기 때문에

DNA시료를 희석하거나 추가적으로 정제하여 PCR방해 인자를 제거하여

보다 더 정확한 검출을 할 수 있다 (Linetal.,2006;Zhangetal.,2005).

본 연구에서는 DNA를 10배수로 희석하여 PCR 방해인자를 제거 후

real-timePCR을 진행하였다.

2009년∼2010년 자란만 일대 해역에서 조사결과를 보면,자란만 내만에

서 지속적으로 C.polykrikoidesrDNA copy가 검출되고 있다 (Figs.6,

7).이상의 결과와 같이 다른 해역에 비해 자란만 해역에서는 C.

polykrikoides의 휴면포자 검출량이 높게 나타난 것은 오랫동안 C.

polykrikoides가 발생과 소멸을 반복하는 적조상습지역임을 제시하였으며,

특히 내만 안쪽에 C.polykrikoides의 잠재적 발생 원인인자가 집중적으

로 존재하고 있음을 알 수 있었다. 그리고 자란만 정점에서 C.

polykrikoides발아체의 출현과 휴면포자 현존량의 변동을 조사한 결과를

비교하여 보면,C.polykrikoidesrDNA copy가 감소된 뒤 발아체가 증가

하는 패턴을 보였다 (Fig.9).이는 표층해수의 수온이 춘계에서 하계로

갈수록 상승하여 저질 속 휴면포자가 발아하기 적합한 환경조건이 이루어

져 영양세포로 발아하여 휴면포자 개체수는 감소하고 발아체와 영양세포

수가 증가한 것으로 보인다.그러나 7월에 내린 강우로 인해 수온이 약 5
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∼6℃까지 낮아졌다.또한 8월 태풍의 영향으로 두 정점 모두 다소 낮아

졌다.잦은 비와 태풍과 같은 외부영향인자로 인해 예상과 달리 영양세포

가 대량 발생하지 못하여 2010년에는 C.polykrikoides적조가 발생하지

않았다.

사량도,여수,완도,미조면,통영,욕지도에서는 자란만 일대 만큼 집중

적으로 조사하지는 못하였으나,2010년 4월 사량도 인근 해역에서 최대

30copies/cm
3
wetsediment가 확인되었다 (Fig.10).완도지역에서는 그

동안 C.polykrikoides에 의한 적조는 보고되지 않았으나 본 연구결과,정

점 5에서는 10copies/cm
3
wetsediment가 확인되어 C.polykrikoides의

휴면포자가 일부지역에서 검출됨에 따라 향후 적조발생 잠재력은 있다고

판단된다(Fig.12).통영의 결과는 정점 1과 9와 같이 내만인 지역에서 휴

면포자가 집적되어 있음을 나타내었고 적조발생 가능성은 높다고 판단된

다(Fig.14).

Parketal.(2010)결과를 보면 2007년 진해만 저질시료에서는 약 15,000

copies/cm
3
wet sediment,여수에서는 약 560,000 copies/cm

3
wet

sediment의 값이 보고되었다.하지만 본 연구에서 2009년과 2010년에 채

집한 시료의 copy수는 현저하게 낮은 결과가 나왔다.그 원인을 적조발생

을 통해서 비교해 보면,1995년 이후 매년 C.polykrikoides적조가 발생

하다가,2006년과 2008년∼2010년 현재까지는 적조발생이 확인되지 않았

다.그러나 Parketal.(2010)의 연구시기인 2007년에는 여수와 목포연안,

진해만 등에서 C.polykrikoides의 적조가 발생하였고 발생 직후 시료를

채집하여 조사하였다.그 결과 C.polykrikoidesITS2rDNA의 copy수가

증가 한 것으로 보아 대량 발생 후 증식이 감소하면서 유성생식을 통해

휴면포자를 형성한 것으로 파악된다.그러나 본 연구 조사시기인 2009∼

2010년에는 C.polykrikoides의 적조가 발생하지 않았으며,자란만 표층해
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수에서 추출한 DNA을 real-timePCR법으로 분석하였을 때 세포수가 리

터당 100cells정도로 낮은 세포수를 보여 (Fig.9),유성생식을 통해 휴

면포자를 만들기에는 세포수가 적다고 생각된다.그리고 2009년과 2010년

에는 잦은 비로 인해 일조량이 적어 미세조류가 대량으로 번식하기에 힘

든 환경조건이 형성되었으며,이로 인해 영양세포 출현 수가 적어지게 되

므로 휴면포자 개체수도 줄어들게 된 것으로 생각된다.사량도,여수,완

도,미조,통영 및 욕지도지역과 자란만 일대를 비교하면 상대적으로 적은

수의 C.polykrikoidesrDNA copy가 검출되었으나,자란만 일대 조사와

달리 나머지 지역은 일시적으로 저질시료만 조사하였으며,표층해수

DNA는 분석하지 않았다.그리고 이들 정점에서는 C.polykrikoides의 적

조가 발생하지 않아 조사시기와 정점을 정하기가 어려웠다.

그러나 적은 수이지만 남해안 일대 저질에서 C.polykrikoides의 rDNA

가 지속적으로 확인되고 있고, 이는 ‘잠재적 씨앗개체군 (seed

population)’으로써 앞으로 적조를 일으킬 가능성이 있는 지역을 조사한

결과를 토대로 휴면포자 분포 지도를 제작하여 C.polykrikoides의 적조

발생기작을 집중적으로 연구할 수 있는 기초자료로 활용될 수 있다고 생

각된다.

정량분석을 위해서는 C.polykrikoides의 휴면포자나 plasmidDNA를

단계별로 희석하여 standardcurve를 만들어야 한다.그러나 아직까지 C.

polykrikoides의 휴면포자가 완전하게 파악되지 않았고,생활사가 불분명

하여 실험실 내에서 휴면포자를 만들어 낼 수 없다.그래서 본 연구에서

rDNA copy수 파악이 가능한 plasmidDNA를 이용하여 standardcurve

를 작성하였다 (Fig.4).만약 완전한 생활사가 밝혀져서 실험실 내에서

다량의 휴면포자를 확보 할 수 있다면,보다 정확한 휴면포자 개체수를

파악하여 적조발생 모니터링을 효과적으로 할 수 있을 거라 생각된다.
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C.polykrikoides는 무각 와편모조류로써 현장에서 시료를 고정할 경우,

터지거나 형태적인 특성을 알 수 없게 변형되기 때문에 정확한 조사가 불

가능하다.따라서 현장에서 바로 해수시료를 농축·고정 보관하여 종 특이

적인 DNA probe를 이용한 real-timePCR을 실시함으로써 정확한 종의

식별과 정량화까지 가능하게 되었고,보다 빠른 검출을 통해 시간을 절약

할 수 있게 된다.이를 바탕으로 C.polykrikoides의 초기 발생과 적조 확

산에 걸친 광범위한 연구에 적용함으로써 정확한 적조 발생 예측과 모니

터링이 가능할 것으로 기대된다.또한 저질 중의 휴면포자 개체군의 정확

한 동정과 지역적 잠재력을 파악하는 데에도 이용 가능한 수준이여서 생

활 사 단계별 형태학적 식별법과 접목하면 좀 더 정확한 적조 발생기작을

파악 할 수 있을 것으로 생각된다.
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요    약

유해성 와편모조류 Cochlodinium polykrikoides는 1995년 남해안에서

대규모 발생하여 수백억원의 수산피해를 발생시켰으며,매년 여름철마다

광범위하게 발생하여 막대한 경제적 손실과 사회적인 문제를 야기하고 있

다.와편모조류 중 일부는 부적합한 환경조건에서 유성생식 과정을 통해

내구성의 휴면포자 (cyst)를 형성하는 생활사를 갖는다.이들은 적조발생

초기에 ‘씨앗개체군 (Seedpopulation)‘역할을 수행하는 것으로 알려져 있

어,이들의 생물지리적 분포는 적조 발생장소와 시기를 예측할 수 있는

중요한 단서가 된다.

그러나 C.polykrikoides의 명확한 생활사를 밝혀지지 않아 발생기작

또한 명확히 설명되지 못하고 있어 적조 예측이 어렵다.그리하여 본 연

구에서는 다양한 유전적 방법 중 종 특이적인 ITSrDNA영역을 통해 만

들어진 primer를 이용하여 실시간으로 PCR 증폭산물을 모니터링하는

real-timePCR기법을 통해 C.polykrikoides의 휴면포자를 조사하였으며,

C.polykrikoides의 주요 적조 발생지인 자란만 일대를 중심으로 사량도,

미조,여수 및 통영 인근 해역과 기타로 완도지역을 대상으로 조사하여

Cochlodinium polykrikoides의 검출 및 정량화하여 적조발생 잠재력을 파

악하였다.

48정점 중 자란만 일대 정점 저질시료에서 C.polykrikoides의 rDNA

copy수가 100copies/cm
3
wetsediment로 다른 정점보다 높게 나왔으며,

이 일대 C.polykrikoides발아체와 휴면포자 현존량의 변동을 조사한 결

과,4∼5월 저질시료에서 C.polykrikoidesrDNA copy수가 증가하였다가

6월 이후에는 감소하는 패턴과 반대로 해수시료에서는 6월 이후 증가하다

가 8월에 감소하는 패턴으로 나타났다.6월 이후 증가하는 영양세포들은
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저질 속 C.polykrikoides의 휴면포자가 발아하여 나와 세포수가 증가한

것으로 생각된다.

본 연구를 토대로 저질 속 검출된 C.polykrikoidesrDNA copy수는

‘잠재적 씨앗개체군 (Seedpopulation)’으로써 앞으로 적조를 일으킬 가능

성이 있는 지역을 휴면포자 분포 지도화하여 C.polykrikoides의 적조발

생기작을 집중적으로 연구 할 수 있는 기초자료로 활용될 수 있다고 생각

된다.
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