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            초록
          
        

        
          Using multiplex polymerase chain reaction (PCR) with species-specific primers, a rapid method was developed to distinguish between the hard-shelled mussel (Mytilus coruscus) and Mediterranean mussel (M. galloprovincialis) in order to prevent their illegal distribution, and they are morphologically similar to each other during the spat period. The designed primers amplify the mitochondrial cytochrome b (COB) region from mussel shellfish (genus Mytilus). Using the sequences of the COB region, the Mytilus_c primer set that shows amplification for mussel shellfish (genus Mytilus) and the Mytilus_corS primer set that shows specific amplification for hard-shelled mussel was developed. In the hard-shelled mussel, duplex-PCR with both primer sets amplified a species-specific band of 334 bp with a 236 bp band common to the mussel genus. However, in the Mediterranean mussel, only a common 236 bp band was amplified. This result suggests that duplex-PCR with two primer sets allows identification of errors that may occur in the PCR process (i.e., lack of bands) and clearly distinguishes between hard-shelled mussel and Mediterranean mussel using a single PCR. Therefore, the molecular markers developed in this study can be a powerful and accurate tool to rapidly distinguish between hard-shelled mussels and Mediterranean mussel.
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      Ⅰ. 서론
      이미패강(Bivalvia) 홍합목(Mytiloida) 홍합과(Mytilidae)에 속하는 홍합속 패류는 전 세계적으로 식용으로 이용되어 산업적 가치가 높은 분류군이다(Kim et al., 2013). 우리나라 연안에 서식하며 경제성이 있는 종은 참담치 또는 섭조개로 불리는 홍합(Mytilus coruscus)과 지중해담치(M. galloprovincialis)가 있으며, 이 중 홍합은 울릉도를 포함한 동해안 일대와 완도, 만리포 등 서해안 일부 도서 지역, 그리고 제주도의 추자도 연안에 분포하는 것으로 보고되어 있다(Je et al., 1990; Kwon et al., 1993; Kang et al., 1999). 한편, 지중해가 서식지였던 지중해담치는 공식적으로 언제 어디서 유입되었는지에 대한 기록은 없으나, 선박평형수에 유생이 포함되어 국내로 이입된 것으로 추정하고 있다(Wi et al., 2003; Kang et al., 2013). 지중해담치는 이입된 후 높은 생태적 지위로 홍합과의 서식지 경쟁에서 우위를 차지하며 우리나라 고유 홍합의 서식지를 감소시킨 것으로 알려져 있다(Wi et al., 2003).

      홍합의 가격은 2008년 킬로그램당 1,467.7원에서 2015년 3,541.1원으로 141% 상승한 만큼 많은 가식부위와 희소성으로 산업적 가치가 높다(http://www.fips.go.kr). 하지만 홍합은 다양한 환경변화, 남획 등과 더불어 지중해담치와의 서식지 경쟁에서 밀려 자원량이 지속적으로 감소하고 있어 대량 생산을 위해 제주도를 포함한 남해 일부 지역에서 시험양식을 추진하였으나, 인공채묘 및 양식은 현재까지는 어려운 실정으로(Wi et al., 2003; Lee et al., 2016) 양식 생산량을 추정하기에도 자료가 부족한 상태이다. 홍합과 지중해담치는 형태적으로 각정의 모양, 패각 안쪽의 광택, 크기 등의 형질에서 차이를 보이지만, 시장에서 두 종을 혼동하여 판매하고 있고 가공하면 육안으로 판별이 불가능하다. 또한 자연 및 인공채묘를 이용한 홍합 양식을 시도할 때 같이 서식하는 지중해담치의 치패를 구분하지 못하면 양식 효율이 급격히 낮아질 수 있다. 이에 따라 고유종 보호, 양식산업 활성화 등을 위해서 종 판별 검사의 정확성을 높이고, 처리 속도를 향상시키며 가공품의 종 판별도 가능한 객관적인 방법의 확립이 필요한 실정이다.

      외부형질에 의존하는 기존의 종 판별방법의 한계를 극복하고, 정확하고 신속하게 판별하여 객관성을 높이고자 다양한 분자생물학 기법들이 개발되고 있다. 특히 유전자의 염기서열을 확보하여 비교 분석하는 분자계통학적 기법이 보편적이다. 이 중 미토콘드리아 유전자는 일반적으로 모계유전을 하는 특징을 가지며, 유전자 재조합이 일어나지 않아 점진적인 변화를 관찰할 수 있는 장점이 있으나(Hauswith & Laipias, 1985; Irwin et al., 1991; Howard & Berlocher, 1998), 유전자염기서열을 확보하기 위해 중합효소연쇄반응(polymerase chain reaction, PCR), 정제, 염기서열 결정의 과정은 시간과 비용이 많이 소요되는 단점이 있다. 이를 보완하기 위해 최근 경제성이 있는 특정 종을 대상으로 최소 하나의 염기서열의 특정 변이를 기준하여 프라이머를 제작하고, 이를 이용한 PCR 증폭 유무로 종간(또는 종내) 구분이 가능한 종 특이 PCR(species-specific polymerase chain reaction) 분석법이 개발되고 있다(Bang et al., 2013; Chung et al., 2017; Noh et al., 2017). 특히 다중-PCR (multiplex-PCR)은 한번에 여러개의 디자인된 프라이머를 넣고 증폭함으로써 종 특이 PCR의 효율을 극대화할 수 있는 방법이다.

      따라서 본 연구에서는 부정 유통 근절 및 홍합 양식기술 개발의 일환으로 홍합속 패류들의 미토콘드리아 DNA 중 cytochrome b (COB) 영역의 염기서열을 확보하고, 이 중 홍합만을 특정적으로 증폭이 가능한 종 특이 프라이머를 개발함으로써 가공 처리후 또는 치패시기에 형태학적으로 구분이 어려운 홍합 및 지중해담치를 명확하게 판별이 가능한 이중(duplex) PCR 방법을 개발하고자 하였다.

    

    

  
    
      Ⅱ. 재료 및 방법
      
        1. 생물시료 및 유전자원 확보
        본 연구를 위해서 홍합(Mytilus coruscus)은 전라남도 신안군 흑산면 예리 일대에서 30개체를 채집하였으며, 지중해담치(M. galloprovincialis)는 울릉도 현포항 일대에서 50개체를 채집하였다. 채집한 개체는 해수에 담아 실험실로 운반하였으며, 각장, 각고, 각폭, 전중, 체중을 측정하고, 동시에 각정이 구부러지고 패각의 두께 두꺼운 종을 홍합으로 형태학적 종 판별을 수행하였다. 각 개체별 패각근을 99.9% 에탄올에 담아 보관하였으며, 패각근 일부를 절단하여 DNeasy® Blood & Tissue Kit (Qiagen, Valencia, CA)를 이용해 제조사에서 제공한 매뉴얼에 의거해 genomic DNA를 추출하였다. 

      

      
        2. 미토콘드리아 Cytochrome b 영역 염기 서열분석
        유전자은행(Genbank)에 확보되어 있는 홍합, 지중해담치, 진주담치(M. edulis), 캘리포니아홍합(M. californianus), 북방담치(M. trossulus)의 미토콘드리아 DNA 전체 염기서열을 내려 받은 후 BioEdit 프로그램(ver. 7.1.11; www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.html)의 ClustalW (Thompson et al., 1997)를 이용하여 다중서열정렬을 수행하였다. 이 후	보존성이 높은 부분의 염기서열 정보를 바탕으로 홍합속 패류에서 미토콘드리아 DNA 영역 중 cytochrome b (COB) 유전자를 증폭할 수 있는 프라이머를 제작하였다[Mytilus_COBf (5'-agg Yggtgagctgtaaactcat-3'), Mytilus_COBr (5'-ccatggacaa tatcaccaaaatatc-3')]. 미토콘드리아 COB영역을 증폭하기 위한 중합효소연쇄반응(polymerase chain reaction, PCR)은 genomic DNA 100 ng과 각 프라이머 5 pmole을 20 μL 용적의 AccuPower® PCR Premix (Bioneer, Korea)에 넣었다. 94°C에서 10분 간 초기 열변성 후, 94°C 30초, 55°C 30초, 72°C 1분의 순환반응을 35회 실시하고, 최종적으로 72°C에서 7분간 신장 반응을 수행하였다. PCR 반응의 성공 여부를 GelRed (Biotium Inc., USA)로 염색된 1.5% 한천젤에서 전기영동하여 확인하였다. 증폭된 PCR산물은 MGTM PCR SV Purification kit (Macrogen Inc., Korea)로 정제한 후, 자동염기서열 분석기인 ABI 3730xl (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA)를 이용하여 염기서열을 확보하였다.

      

      
        3. 프라이머 디자인
        확보한 염기서열은 BioEdit 프로그램을 이용하여 assemble하여 전체길이의 COB 염기서열을 확보하였다. 홍합 특이적 증폭 가능성을 높이기 위해 유전자은행(Genbank)에 확보되어 있는 홍합(GenBank Acession No.: KJ577549), 지중해담치(GenBank Acession No.: AY497292), 진주담치(GenBank Acession No.: AY484747, NC_006161), 캘리포니아홍합(GenBank Acession No.: JN021300), 그리고 북방담치(GenBank Acession No.: NC_007687)의 미토콘드리아 전체 염기서열 중 COB 유전자 부위를 잘라 유전자 매트릭스에 추가하여 비교 분석 하였다. 유전자 매트릭스 내 염기서열 중 종내 다형성을 보이는 변이 서열을 제외하고, 종간 특이적으로 나타나는 변이 서열을 탐색하였다. 목적에 맞는 PCR 산물의 크기를 고려하여 홍합속 패류에서 모두 증폭이 가능하도록 보존적인 영역의 염기서열을 대상으로 Mytilus_c 프라이머 세트와 홍합에서만 증폭이 가능하도록 Mytilus_corS 프라이머 세트를 제작하였다<Table 1>.

        
          <Table 1>  
				
          

          
            Primer informations in this study
          
          

        

        
          
            
              	Primers
              	Sequences (5'→3')*
              	Expected size (bp)
              	Remarks
            

          
          
            	Mytilus_cF
            	ccRtttgtRatagtggcggttgt
            	236
            	genus Mytilus
common amplification
          

          
            	Mytilus_cR
            	gtttttatMggRttagcaggcc
          

          
            	Mytilus_corSF
            	ccacattggtcgtggtttgtactac
            	334
            	M. coruscus
species-specific amplification
          

          
            	Mytilus_corSR
            	gttattcctccctttttcatgcagg
          

        

        
          
            *R=a+g, M=a+c
          

        

        

      

      
        4. PCR 증폭 및 이중(duplex) PCR 증폭
        중합효소연쇄반응은 홍합과 지중해담치 genomic DNA 50 ng을 기준으로 Mytilus_c 프라이머 세트, Mytilus_corS 프라이머 세트를 각각 이용하여 목적에 맞게 증폭이 일어나는지 여부를 확인하였다. 각 프라이머 5 pmole을 20 μL 용적의 AccuPower®PyroHotstart Taq PCR Premix (Bioneer, Korea)에 넣은 후 94°C에서 10분 간 초기 열변성 후, 94°C 40초, 50.0~60.7°C 40초, 72°C 1분 30초의 순환반응을 35회 실시하고, 최종적으로 72°C에서 15분간 신장 반응을 수행하였다. PCR 반응의 성공 여부를 GelRed (Biotium Inc., USA)로 염색된 1.5% 한천젤에서 전기영동하여 확인하였다. 성공적으로 증폭이 확인된 프라이머 세트를 위와 같은 방법과 조건으로 동일하게 이중-PCR을 수행하여 확인하였고, 증폭시간을 단축하기 위해 동일한 PCR 반응으로 순환반응 횟수를 22반복, 25반복, 28반복을 기준으로 증폭여부를 확인하였다.

      

    

    

  
    
      Ⅲ. 결과 및 고찰
      홍합(Mytilus coruscus)과 지중해담치(M. galloprovincialis)의 미토콘드리아 cytochrome b (COB) 영역의 염기서열 분석결과 총 1,308 bp로 확인되었다(Genbank accession no.: MH252428~MH252431). 홍합과 지중해담치의 대표 haplotype의 염기서열 조성은 홍합에서 아데닌(adenine, A)은 25.82%, 시토신(cytosine, C)은 15.81%, 구아닌(guanine, G)은 21.54%, 티민(thymine, T)은 36.82%로 확인된 반면, 지중해담치는 아데닌은 24.60%, 시토신은 17.34%, 구아닌은 22.31%, 티민은 35.75%로 홍합이 지중해담치에 비해 A+T함량이 높고, G+C함량이 낮은 것으로 조사되었다. 홍합, 지중해담치, 진주담치, 캘리포니아홍합, 그리고 북방담치를 포함한 COB 유전자 염기서열 매트릭스를 구축하여 변이 영역을 조사한 결과 염기서열의 변이는 434개였으며, 이 중 377개의 염기서열 위치에서 변이가 나타나 다형성 염기서열 사이트는 전체의 28.82%로 비교적 높았다. 총 변이가 나타난 염기서열 중 singleton variable 사이트는 90개였고, parsimony informative 사이트가 287개로 조사되었다. 생물종을 판별하기 위한 DNA 마커는 1970년대 allozyme을 시작으로 restriction fragment length polymorphisms (RFLP), random amplified polymorphic DNA (RAPD), amplified fragment length polymorphisms (AFLP), microsatellite DNA, single nucleotide polymorphism (SNP) 등으로 발전하였다(Liu & Cordes, 2004). 이 중 RFLP와 AFLP는 재현성은 뛰어나나 제한효소를 처리해야하여 전처리 과정이 길고, RAPD는 재현성이 떨어지는 단점이 있다(Liu, 2011). Microsatellite DNA는 재현성과 다형성이 매우 좋지만 연구대상종 특이적 마커를 개발하고, 분석하는데 긴 시간이 걸리는 단점을 가지고 있다(Liu, 2011). 한편, 미토콘드리아 DNA는 재조합 과정 없이 모계유전으로 전달되기 때문에 대부분 한 개체에 한 종류의 미토콘드리아만 존재하여(Clayton, 1992) 이형 접합으로 인해 발생할 수 있는 오류를 피할 수 있어 종 판별에 매우 유용하다(Sezaki et al., 2005). 또한 핵 DNA에 비해 5~10배 높은 돌연변이율과 단순한 구조 덕분에 종 판별용 프라이머를 디자인할 시 유용하고, 많은 양의 복제수로 인해 PCR 실패율이 낮은 장점을 가지고 있다(Howard & Berlocher, 1998; Noh et al., 2017). 종 판별용 프라이머의 디자인을 위해서는 종을 대변할 수 있는 특정 염기서열을 대량으로 얻을 수 있어야하기 때문에 기준이 되는 유전자의 길이가 길어야 한다. 본 연구에서는 홍합속 패류에서 미토콘드리아 COB 영역 전체를 확보할 수 있는 Mytilus_COB 프라이머 세트를 개발하여 COB 유전자 전체 길이인 1,308 bp를 확보할 수 있어 개발한 COB 증폭용 프라이머의 효율은 매우 높았다. 또한 홍합과 지중해담치의 미토콘드리아 COB 영역 염기서열 조성에서 비교적 큰 차이를 보였으며, 홍합속 패류간에도 높은 변이율이 나타나 홍합 종 판별을 위한 특이 프라이머 디자인을 수행하기 위해 다양한 PCR 증폭산물의 크기를 디자인할 수 있어 효율적이었다.

      확인한 변이 사이트 중 홍합속 패류 공통으로 증폭이 가능한 Mytilus_c의 앞쪽 프라이머는 604 bp 위치의 변이 사이트를 포함하도록 디자인하였고, 뒤쪽 프라이머는 819, 826, 829 bp 위치의 변이 사이트를 포함하도록 디자인하였다. 또한 홍합 종 특이적 프라이머인 Mytilus_corS의 앞쪽 프라이머는 334, 337, 342, 349, 350, 352, 355, 358 bp 위치의 변이 사이트를 포함하도록 디자인하였고, 뒤쪽 프라이머는 643, 644, 646, 649, 652, 655, 658, 661, 667 bp 위치의 변이 사이트를 포함하도록 디자인하였다([Fig. 1]). 

      
        
        

        [Fig. 1]  
				
        

        
          Position of polymorphism and primers design for duplex-PCR from the COB gene
        
        

        

      

      디자인한 프라이머 세트를 이용하여 홍합과 지중해담치 간 적정증폭온도를 조사하기 위한 gradient PCR을 수행한 결과 Mytilus_c 프라이머 세트는 50.0~60.7℃에서 홍합과 지중해담치 모두에서 236 bp의 밴드가 확인되어 효율적으로 증폭되었으며, Mytilus_corS 프라이머 세트는 55.0~58.0℃에서 홍합에서만 334 bp의 밴드가 뚜렷이 확인되어 홍합 종 특이적 증폭 반응이 일어났다(data not shown). 일반적으로 가공처리를 하는 식품의 경우 고온, 고압, 멸균 등의 공정으로 인해 유전자가 손상되어 조각나는 경우가 발생하게 된다. 이로 인해 식품 내 첨가물을 동정하기 위한 마커는 PCR 증폭 산물을 작게 만드는 경향이 있다. 본 연구에서도 식품가공 공정에서 발생할 수 있는 유전자 손상시에도 개발한 프라이머 세트를 이용해 홍합 종 동정을 이룰 수 있도록 PCR 증폭산물의 크기를 350 bp 이하로 비교적 작게 디자인하여 홍합 가공시 발생할 수 있는 유전자 손상에 대해 일부 대비한 것으로 판단된다.

      이중-PCR 증폭을 위해 4개의 프라이머를 모두 동일한 농도로 넣고 PCR을 수행한 결과 홍합은 홍합 종 특이 밴드인 334 bp와 홍합속 패류 공통 밴드인 236 bp가 모두 확인된 반면 지중해담치는 홍합속 패류 공통 밴드인 236 bp만 확인되어 명확한 판별이 가능하였다([Fig. 2]). 이중-PCR 최소 PCR 반복수를 확인한 결과 25반복에서도 홍합과 지중해담치를 명확히 판별할 수 있었다([Fig. 3]).

      
        
        

        [Fig. 2]  
				
        

        
          Rapid identification by duplex-PCR using genus Mytilus common primers with M. coruscus species-specific primers. The order of the samples is as follows: lanes 1~4, M. coruscus; lanes 5~6, M. galloprovincialis; lanes M, 100 bp plus DNA ladder (Bioneer, Korea)
        
        

        

      

      
        
        

        [Fig. 3]  
				
        

        
          Detection limits of duplex-PCR cycles. The order of the samples is as follows: lanes mc, M. coruscus; lanes mg, M. galloprovincialis; lane 1, 22 cycles duplex-PCR; lane 2, 25 cycles duplex-PCR; lane 3, 28 cycles duplex-PCR; lanes M, 100 bp plus DNA ladder (Bioneer, Korea)
        
        

        

      

      이중-PCR을 포함한 다중-PCR (multiplex -PCR)의 경우 다양한 종을 대상으로 단 한번의 PCR로 종 판별을 이룰 수 있어 간편하고, 경제적이며, 재현성이 높아 종 판별 결과가 정확한 특징을 가지고 있다(Kang et al., 2015; Noh et al., 2017). 이러한 장점으로 해양 비브리오 종 판별(Izumiya et al., 2011), 세균 동정(Park et al., 1998), 뱀장어(Sezaki et al., 2005), 볼락류(Rocha-Olivares, 1998), 연어 및 송어(Rasmussen Hellberg et al., 2010), 식품 원료(Kim et al., 2014; Han et al., 2016) 및 가축(You et al., 2014) 등 다양한 분류군에서 활발하게 개발되고 있다. 본 연구에서도 이중-PCR법을 이용하여 홍합과 지중해담치를 구분할 수 있는 종 특이 마커와 두 종 모두에서 증폭이 가능한 마커를 동시에 PCR함으로써 대상종의 특이 밴드 생성만을 목적으로 한 다른 연구들에 비해 단 한번의 PCR로 PCR 성공 여부를 알 수 있어 PCR 전처리 과정에서 발생할 수 있는 실수를 확인할 수 있고, 홍합과 지중해담치를 효과적으로 판별할 수 있다. 본 연구에서 개발한 이중-PCR 프라이머 세트 및 기술은 지중해담치를 홍합으로 속여 파는 등의 부정 유통 근절을 통한 소비자의 알권리를 증진할 수 있을 것이다. 더불어 형태학적으로 구분이 모호한 홍합과 지중해담치 치패를 정확하게 구분할 수 있기 때문에 홍합의 자연 및 인공채묘에 적극적으로 활용할 수 있는 기반기술로 이용가치가 높은 것으로 판단된다.
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