
서 론

담수생태계에서 남조류에 의한 이취미 물질의 발생은

세계 여러 나라에서 보고되었으며 음용수 공급 등 물이

용에 상당한 문제를 일으키고 있다(Saadoun et al., 2001;

Tsujimura and Okubo, 2003; Wang et al., 2005; Watson

et al., 2007). 이취미의 원인물질은 geosmin과 2-MIB이

며, 국내에서는 2011년 11월 북한강 수계에서 고농도의

geosmin 발생이 관찰되었다(HRWEMD, 2012; You et

al., 2013). 당시 염주말목에 속하는 Anabaena가 대발

생하여 geosmin 증가의 원인종으로 지목된 바 있다

(HRWEMD, 2012). 북한강 수계에서 Anabaena의 대발

생은 과거 소양호에서 Anabaena macrospora (Cho et

al., 1989)의 발생이 보고된 이후 25년 만에 처음으로

관찰되었다(Jung et al., 2004; Kim et al., 2004; Kwon et

al., 2006). 그러나 최근 2~3년 동안 북한강 수계에서

Anabaena 대발생이 빈번하게 나타나(Li et al., 2013; You

et al., 2013) 상수원 관리에 주요한 현안 문제로 부각되
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고 있다.

이취미 물질과 같은 대사부산물질을 생산하는 남조류

에 대하여 군체 형태, 세포 외부의 점액질 초(sheath),

세포 형태∙분화∙배열, 세포 직경, 세포 분지 형태 등의

형태학적 특징에 근거한 종 분류가 수행되었다. 하지만

다양한 환경조건에서 발견되는 형태적 변이종(morpho-

type)들을 현미경 관찰을 통해 정확하게 동정하기는 쉽

지 않다. 한편으로, 현장의 남조류 밀도와 이취미 물질

농도의 상관성 분석을 통해 남조류에 의한 이취미 물질

발생 기여도를 유추할 수는 있으나 이취미 물질을 생산

하는 정확한 원인종을 확인할 수 없다. 종 수준에서 다

양한 염기서열을 나타내며 보존성이 높은 16S rDNA

(ribosomal DNA) 유전자는(Lyra et al., 2001) 형태학적인

분류가 어려운 박테리아 등과 같은 미생물의 동정에 널

리 사용된다. 또한, 환경변화에 따른 형태적 변이에 비해

유전자 수준의 변형은 상대적으로 오랜 시간에 걸쳐 발

생하므로 특정 남조류의 16S rRNA 염기서열을 밝혀낸

다면 다른 남조류의 염기서열과 계통학적인 유연관계를

분석하여 형태학적 변이에 영향을 받지 않고 종을 동정

하는 것이 가능하다. 또한, 이미 밝혀진 남조류의 특정

대사부산물질 생산능력에 관여하는 유전자 구간을 이용

한 탐침은 관심 있는 해당 종의 대사부산물질 생산능력

의 유무를 파악할 수 있게 한다.

본 연구에서는 북한강 수역에서 geosmin 농도가 급증

한 시기 동안에 우점하였던 Anabaena strais의 분자적

동정을 위하여 16S rDNA 염기서열을 이용한 계통수 및

유연관계 분석을 수행하였으며, geosmin 생산 잠재성을

유전자 수준에서 분석하였다.

재료 및 방법

1. Anabaena strain 분리, 배양 및 형태적 특징 분석

Anabaena가 대발생한 2012년 8월에 북한강 수역의

조안면 삼봉리 지역(37�34′59.6′′N, 127�20′12.2′′E)에서

현장수를 채수하여 실험실로 저온 운반하였으며, Capil-

lary method (Guillard, 1973)를 이용하여 단일 세포를 분

리하였다. 분리된 세포는 BG-11배지의 25�C 온도 및 30

μmol s-1 m-2의 빛 조건(L : D==14 : 10)에 1개월 이상 배

양하였다. 최종적으로 현장에서 가장 많이 관찰된 직선

형(straight-type)과 나선형(coil-type) 두 가지 형태의

Anabaena strain을 분리하였다. 현미경(ZEISS, axiovert,

Germany)을 통해 세포의 형태적인 특징을 사진기(Ca-

non 650D, Japan)로 촬영한 후 INNERVIEW v2.0 pro-

gram (ZOOTOS, Korea)을 이용하여 세포의 크기 및 길

이를 측정하였다.

2. Anabaena strain의 DNA 추출 및 PCR 증폭

Genomic DNA extraction kit (Macherey-Nagal, USA)

를 사용하여 배양된 세포의 DNA를 추출하였으며, 각각

의 시료는 lysis 용액 및 silica bead와 함께 vortexing하여

세포를 파괴하였다. 용출된 세포혼합액 700 μL를 micro

column의 resin에 옮겨 담고 원심분리하여 DNA만 흡

착∙분리하였다. 분리된 Anabaena의 정확한 종 단위 검

증을 위하여 16S rRNA 유전자를 PCR 증폭하였다. 이를

위해 CYA106F (GGG GAA TTT TCC GCA ATG GG)

(Nübel et al., 1997)와 1492R (ACC TTG TTA CGA

CTT) (Lane et al., 1985) primer를 사용하였으며, 95�C에

서 2분 동안 처리한 후 95�C 1분, 58�C 1분, 72�C 90초의

순으로 35회 반복한 뒤, 72�C에서 5분 동안 처리하여

유전자를 증폭하였다.

3. 유전자 염기서열 분석 (Sequencing)

유전자 증폭은 ABI BigDye® Terminator v3.1 Cycle-

Sequencing kit를 이용하여 형광물질을 산물에 부착하여,

다시 증폭과정을 수행하였다. 증폭된 유전자는 ABI 373

0XL DNA analyzer (Perkin-Elmer, USA)를 이용하여 유

전자 염기서열을 분석하였다(SolGent, Korea). 유전자 염

기서열 분석을 위해 96�C에서 10초, 50�C에서 5초, 60�C

에서 4분의 온도 변화를 30회 반복하여 매회 발생하는

형광값을 분석하였다. 분석을 통해 확인된 염기서열은

NCBI (National Center for Biotechnology Information,

USA) Genbank database의 BLAST program을 이용하여

상동성(Homology) 분석을 수행하였다. 각 균주의 염기서

열은 Clustal W algorithm을 이용하여 병렬로 정렬하였

으며, BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) 비교

분석결과에서 hit score가 가장 높은 종으로 동정하였다.

4. 16S rRNA에 의한 계통수 분석

북한강에서 분리한 Anabaena의 유전자 염기서열의 특

징을 조사하기 위해 추출된 DNA를 이용하여 16S rRNA

를 PCR 증폭하였다. 유전자 비교를 위해 NCBI에서

Anabaena strain의 16S rRNA유전자 염기서열 자료를

내려 받았으며, 1000 bp~1400 bp의 크기의 유전자 자료

만을 선별하여 64개의 Anabaena strain의 16S rRNA 유
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전자 자료를 선택하였다. 염기서열의 계통수 분석을 위

해 유전자는 Clustal W algorithm을 통해 정렬하였으며

Maximum parsimony (MP) 방법, Maximum likelihood

(ML) 방법, Neighbor-joining (NJ) 방법을 이용하여 수행

하였다. MEGA 6.0 (Tamura et al., 2013)을 이용하여 분

석을 수행하였으며, 계통수의 확실성 평가를 위한 boot-

strap (BS)은 모든 방법에서 1000회 반복하였다. Maxi-

mum likelihood 방법과 Neighbor-joining 방법에서 염기

서열의 치환모델은 각각 Tamura-Nei (Tamura and Nei,

1993)와 Maximum composite Likelihood (Felsenstein,

1985) 모델을 사용하였으며, Maximum parsimony 방법

은 MrModeltest v2.3 (Nylander, 2004)에 따라 GTR++I++

G 모델을 사용하였다.

5. Geosmin 생산 유전자의 PCR 증폭

북한강에서 분리된 Anabaena의 DNA를 이용하여

geosmin 생산능력을 유전자 수준에서 판단하였다. 실험에

사용된 primer는 3139F (CTAGACCMATGCGGGTTT

TA)와 3708R (CCATTC-TTTRGAATGMTT)이었으며,

이는 Phormidium sp. P2r sesquiterpene synthase (geoA2)

와 Anabaena ucrainica CHAB2155 putative geosmin

synthase (gys1) 유전자 정보를 이용하여 제작하였다

(Ludwig et al., 2007; Tsao et al., 2014). PCR 증폭을 위

해 95�C 에서 2분간 처리 후, 95�C 30초, 53�C 30초, 72�C

1분을 30회 반복한 뒤, 72�C 10분 처리하였다. 증폭된

PCR 산물은 Ethidium bromide와 TAE buffer를 혼합한

1% agarose gel에서 전기영동하여 크기를 측정하였으며,

NCBI에서 BLAST를 통해 Genbank database의 유전자

와 비교하여 geosmin 생산 유전자를 확인하였다.

6. 염기서열 등록번호 (Accession number)

북한강에서 분리한 직선형과 나선형 Anabaena의 16S

rDNA 유전자 정보를 DDBJ (DNA Database Bank of

Japan)에 등록하였으며, Accession 번호 LC006113, LC

006112를 각각 부여받았다.

결과 및 고찰

1. 형태적 특징 및 동정

북한강 수역에서 분리한 Anabaena의 영양세포(Vege-

tative cell)는 염주형태로 연결된 사상성이며 직선(strai-

ght-type) (Fig. 1a) 또는 나선 (coil-type) (Fig. 1b) 형태로

존재하였다. 직선형 사상체의 최장길이는 최소 124 μm

에서부터 최대 563 μm까지 다양하게 관찰되었으며, 단

일세포는 원형에 가까운 타원 형태로 평균적으로 10.6

±1.9 μm×11.2±2.9 μm (폭×길이)의 크기를 보였다.

이형세포(Heterocyst)와 휴면포자(Akinete)는 각각 원

형에 가까운 형태(18.5±2.2μm×17.6±5.1μm) 그리고

원통형(20.5±1.1 μm×47.6±4.3 μm)의 형태로 관찰되

었다(Fig. 1a). 나선형 Anabaena의 영양세포는 직선형과

마찬가지로 구형에 가까운 형태이며(Fig. 1b) 세포 크기

는 직선형보다 약간 작았다 (10.1±3.9 μm×9.3±3.2

μm). 나선형 사상체의 평균길이는 568.5±15.9μm로 평

균적으로 나선 1 cycle의 간격은 75.5±6.0 μm였다. 이

형세포와 휴면포자는 직선형 사상체와 동일한 형태 및

크기를 보였다.

북한강에서 분리한 Anabaena는 세포 크기, 사상체 형

태, 이형세포와 휴면포자 크기 및 형태 등을 이용하여 선

행연구와 비교한 결과(Choi et al., 2002; Komárek and

Zapomêlová, 2007), Anabaena circinalis 및 A. crassa 종
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Fig. 1. Photo of Anabaena circinalis found in North Han River.
(a): Straight-type (×100). A; Akinete, H; Heterocyst, V;
Vegetative cells. (b): Coil-type (×200). V; Vegetative cells.

(a)

(b)



과 형태적으로 가장 유사하였다(Table 1). 그러나 형태

적 특징만으로 두 strain을 명확하게 구분하기 어려웠다.

2. 염기서열 및 계통학적 특징

북한강에서 분리한 직선형 그리고 나선형 Anabaena

사상체는 단일 계통으로 98%~100% 유전적 유사도를

보였다(Fig. 2). NCBI의 유전자 은행으로부터 선별한

1000 bp에서 1400 bp 길이의 Anabaena strain과의 BLAST

분석 결과에서도 두 strain 모두 일본에서 분리된 Anabae-

na circinalis TAC strain과 98%의 유전적 유사도를 나

타내었다. 이와 같은 결과는 북한강에서 발생한 두 가지

형태의 Anabaena strain이 종 수준에서 동일함을 보여준

다. 선행 연구들의 유전적 유사도 분석을 통한 종판별의

결과와 비교할 때, 본 연구에서 대상으로 하고 있는 두

strain 간의 98%의 유전적 유사도는 같은 종으로 판단하

는 데 문제가 없다고 사료된다. Jagadeesan et al. (2009)

와 Kim et al. (2014)는 해양성 남조류와 일부 박테리아

종에 대한 16S rDNA와 16S rRNA 염기서열 분석을 통

해 95%~96%의 유전적 상동성을 동일종으로 보고하

였다.

종 수준의 형태학적 분류의 모호함은 남조류의 Micro-

cystis, Anabaena, Nodularia 그리고 Cylindrospermopsis

속에서 빈번하게 발생하고 있으며 (Choi et al., 2012;

Thomazeau et al., 2010), 유전적 분류를 통해 이를 명확

하게 하고자 하는 노력이 진행되어 왔다(Wilmontte and

Golubic, 1991; Neilan et al., 1995). 형태학적 모호함은

상이한 형태를 보이나 동일한 종인 경우와 형태학적으

로 매우 유사하나 서로 다른 종인 두 가지의 경우를 가

진다. 예를 들어 Anabaena planktonica와 Anabaena

solitaria의 경우 세포의 크기, 휴면포자 형태의 차이 등

으로 인해 현미경 동정 시 서로 다른 종으로 분류되나,

명확한 형태학적인 차이점에도 불구하고 유전자를 통한

분류에서 두 종은 동일 종으로 판명되었다(Wacklin et

al., 2009; Choi et al., 2012). 이러한 모호함은 본 연구에

서 형태적인 차이를 보임에도 불구하고 유전자 계통학

적으로는 단일종으로 나타난 A. circinalis와 A. plank-

tonica, A. solitaria의 경우에도 나타났다(Fig. 2). 북한강

에서 분리한 직선형과 나선형 Anabaena strain의 경우에

도 현미경 관찰 시 형태학적으로 구분이 어려운 A. cra-

ssa와 A. circinalis의 특징을 보였으나 계통도를 통한

유전적 분류에서는 A. circinalis 단일 종으로 수렴되었다

(Fig. 2). 이와 같이 유전자를 이용한 분류방법은 환경변

화에서 기인하는 형태적 변이가 현미경 동정 시 발생할

수 있는 오류를 최소화하는 한편, 육안으로 구분하기 어

려운 두 종을 명확하게 구별할 수 있다는 장점을 지닌

다.

북한강 수역에서 발생하는 두 종류의 A. circinalis

strain들이 유전적으로 98%의 유사도를 보여 동일종으

로 판정되었다 할지라도, 염기서열 1309쌍 중 28쌍의 차

이(2%)는 Anabaena circinalis 종 내에서 직선형 사상체

와 나선형 사상체 간에 유전적 분화(변이)의 진행 가능

성을 시사한다. 특히, 두 strain 간 사상체의 직선형과 coil

형이라는 형태적으로 명확한 차이와 함께 세포 크기의

차이는 현미경 관찰로도 어렵지 않게 구분되는 특징이

다. 이러한 특징들이 유전적인 차이로 반영된 것이라는

북한강 수역 Anabaena strain의 동정 및 Geosmin 생산 잠재성 345

Table 1. Morphological comparison among Anabaena species with similar phenotypes (Choi et al., 2002; Komárek and Zapomêlová 2007).

A. circinalis A. spiroides A. crassa A. planktonica A. solitaria A. mucosa A. ucranica

Spherical or Shortly
Spherical to

Spherical or
Cell shape Spherical Spherical

barrel shaped barrel-shaped
oval elongated Spherical

barrel shaped
(citriform)

Trichome width
8~11 6~9 10~15 (7.7)8~15 6.5~10 (12) 7~10 6~10

(μm)

Heterocyst shape Spherical Spherical Spherical
Rounded,

Spherical Spherical Spherical
nearly spherical

Oval, rarely Oval, rarely Oval to almost
Long Spherical to Spherical or

Akinete shape Oval slightly slightly wide cylindrical
cylindrical wide oval elliptical

kindey-shape kindey-shape with rounded ends

Akinete size 20~28 15~20.8 15~42 15~37 20~45 16~19 15~20
(μm) ×15~21 ×9~14 ×13~25 ×9~21 ×10~16 ×16~20 ×16~21

Diameter Coils
Coiling with

Coils Irregular coils,
of coil (μm) 68~120 wide

slight
40~70 wide

Straight type Straight type
60~200 wide

50~85
irregularities
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Fig. 2. Phylogenetic relationships of Anabaena taxa inferred using Maximum parsimony, Maximum likelihood and Neighbor-joining analy-
ses. The analysis was based on partial 16S rRNA sequences (1078 bp). Synechococcus sp. and Microcystis aeruginosa were used as
outgroup for the purpose of rooting the analyses. Only bootstrap values of 50% or higher are shown to the left of internal nodes. The
first numbers are from maximum parsimony analyses, second numbers are from Maximum likelihood analyses and third numbers
are from neighbor-joining analyses. Evolutionary analyses were conducted in MEGA6.



결론을 내리기에는 현실적으로 증거가 부족하다. 다만

유전적 차이에 앞서 명확한 형태적 차이로 인해 이 두

strain을 Anabaena circinalis의 형태적 변이종(morpho-

type)으로 취급하는 것이 바람직하다고 사료된다.

3. Geosmin 생산 유전자의 PCR 증폭

두 가지 strain의 A. circinalis의 geosmin 생산 잠재성

을 유전자 수준에서 판단하기 위해 세포의 DNA에서

geosmin 형성 유전자 증폭을 수행하였다. 증폭된 산물을

전기영동으로 분석한 결과, 두 가지 형태 모두에서 565

bp 크기의 유전자 염기서열이 100% 일치하는 band가

나타났다(Table 2). 해당 염기서열을 NCBI의 유전자 은

행 database에서 BLAST 검색 한 결과, Anabaena

ucrainica CHAB strian과 Oscillatoria sp.의 geosmin 형

성 유전자와 각각 99%, 81%의 상동성을 보였다. 이 결

과는 북한강 수계에 존재하는 Anabaena circinalis는 종

의 형태적 변이에 관계없이 geosmin을 생성할 수 있음

을 보여준다. 실제로 본 연구의 선행연구에서 Anabaena

circinalis 영양세포가 geosmin을 생산함을 확인하였다

(HRWEMD, 2012). Geosmin을 생산하는 A. circinalis는

대만(Tsao et al., 2014)과 중국(Su et al., 2013) 등 아시

아 지역에서 보고된 바 있으나 국내에서는 본 연구의 결

과가 최초의 보고로서 북한강 수계에서 geosmin 증가의

원인종 확인 및 관리에 중요한 자료를 제공한다고 사료

된다. 그러나 현장에서 Anabaena circinalis에 의한

geosmin 발생과 변화를 보다 명확하게 이해하기 위해서

는 다양한 환경조건에의 생리ㆍ생태적 연구가 필요하다.

적 요

본 연구는 최근 북한강 수계에서 번성하고 있는

Anabaena strain의 16S rDNA 염기서열을 이용한 종 수

준의 동정과 geosmin 합성 유전자의 탐침을 통해 이취미

물질의 잠재 생산능력을 분석하였다. 현장(경기도 양평

군 조암면 삼봉리 수역)에서 분리 배양한 Anabaena는

직선형과 나선형 두 가지의 형태적 변이를 보였다. 이들

은 세포의 크기와 사상체에서 형태적 차이를 나타냈으

며, A. circinalis 및 A. crassa와 유사한 형태적 특징들을

보여주었다. 그러나 16S rDNA 계통수 및 유연관계를 분

석한 결과, 직선형과 나선형 모두 동일한 A. circinalis 종

으로 확인되었다(98%~100%의 유전적 유사도). 또한

직선형과 나선형 strain 모두에서 geosmin을 합성하는 유

전자 구간이 발견되어, 북한강 수계에 존재하는 Anabae-

na circinalis는 종의 형태적 변이에 관계없이 geosmin을

생산할 수 있음을 보여주었다. 본 연구의 결과는 유전자

수준에서 A. circinalis의 geosmin 생산에 대한 직접적인

증거를 제공하는 국내 최초의 보고로서 북한강 수계에

서 geosmin 증가의 원인종 확인 및 관리에 중요한 자료

를 제공한다.
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