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퇴적층 남조류 휴면세포의 생리적-분자생물학적 연구를 위한 Ludox 처리법
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Abstract	 Cyanobacterial resting cells, such as akinetes, are important seed cells for cyanobacteria’s early 
development and bloom. Due to their importance, various methods have been attempted to isolate resting cells 
present in the sediment. Ludox is a solution mainly used for cell separation in marine sediments, but finding an 
accurate method for use in freshwater is difficult. This study compared the two most commonly used Ludox 
methods (direct sediment treatment and sediment distilled water suspension treatment). Furthermore, we proposed 
a highly efficient method for isolating cyanobacterial resting cells and eDNA amplification from freshwater 
sediments. Most of the resting cells found in the sediment were akinete to the Nostocale and were similar to 
those of Dolichospermum, Cylindrospermum, and Aphanizomenon. Twenty times more akinetes were found in 
the conical tube column using the sediment that had no treatment than in the sample treated by suspending the 
sediment in distilled water. Akinete separated through Ludox were mainly spread over the upper and lower layers 
in the column rather than concentrated at a specific depth in the column layer. The mibC, Geo, and 16S rDNA 
genes were successfully amplified using the sediment directly in the sample. However, the amplification products 
of all genes were not found in the sample in which the sediment was suspended in distilled water. Therefore, 5 
g to 10 g of sediment is used without pretreatment when isolating cyanobacterial resting cells from freshwater 
sediment. Cell isolation and gene amplification efficiency are high when four times the volume of Ludox is 
added. The Ludox treatment method presented in this study isolates cyanobacterial resting cells in freshwater 
sediment, and the same efficiency may not appear in other biotas. Therefore, to apply Ludox to the separation of 
other biotas, it is necessary to conduct a pre-experiment to determine the sediment pretreatment method and the 
water layer where the target organism exists.
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서     론

염주말목 남조류를 포함하는 일부 남조류는 휴면상태

의 세포를 형성하여 겨울철과 같은 성장이 불리한 조건에

서도 퇴적층에서 생존할 수 있다 (Baker and Bellifemine, 

2000; Kaplan-Levy et al., 2010). 대표적으로 염주말목은 

휴면포자 (akinete)라고 불리는 포자를 형성하며 이를 통

해 퇴적층과 수층이 연결된 생활사를 보여준다 (Yamamoto 

and Nakahara, 2009; Suikkanen et al., 2010; Sukenik et al., 

2019). 이러한 휴면포자는 연중 남조류의 초기 발생에 중

요한 씨앗개체로 작용하여 남조류 대발생 기원으로 알려

져 있다 (Sukenik et al., 2019). 이러한 이유로 남조류의 발

생 기원은 대부분 퇴적물을 대상으로 연구가 수행되고 있

으며, 퇴적층에 존재하는 남조류의 휴면세포 분포와 밀도

를 파악하는 것은 남조류 발생 우심지역 (hotspot) 및 남조

류의 생활사를 파악하는 데 중요한 정보를 제공하고 있다 

(Ståhl-Delbanco and Hansson, 2002). 

남조류의 휴면세포는 분류군에 따라서 다양한 형태

와 크기를 나타내며 이를 퇴적물로부터 분리하기 위해서

는 다양한 방법들을 활용하고 있다 (Thiel and Wolk, 1983; 

Sukenik et al., 2007; Wood et al., 2021). 담수환경에서 휴

면포자를 분리하는 대표적인 방법으로써 panning method 

(Matsuoka and Fukuyo, 2000)가 많은 연구에서 사용되고 

있다 (Kang et al., 2008; Kim et al., 2014). Panning method

는 퇴적물을 증류수에 현탁한 뒤, 물의 원운동에서 발생

하는 원심력으로 휴면포자를 분리하는 방법으로써 적용

이 간편하고 방법이 어렵지 않기 때문에 휴면포자 초기 연

구에 많이 활용되었다. 하지만 panning method의 특성상 

연구자의 숙련도에 따라 휴면포자 분리수율 (yield)이 크

게 차이나며, 처리시간이 오래 걸리기 때문에 분석 과정에

서 많은 어려움이 존재한다 (Kang et al., 2008). 특히 입자

가 작은 실트 (silt)로 구성된 퇴적물의 경우에는 panning 

mehtod 적용 과정에서 퇴적물 입자와 휴면포자를 명확히 

분리하기 매우 어렵다. 이는 mesh를 이용한 휴면포자 여

과·농축 과정의 소요시간을 급격하게 증가시키는 원인으

로 작용하여 온도 및 빛으로 인한 휴면포자의 발아에 영향 

미칠 가능성이 높다. Panning method의 한계점을 해결하

고자 해양 연구분야에서 SPT (sodium polytungstate) 시약

을 사용한 휴면포자 분리가 수행되었으나 이 또한 많은 한

계점이 존재하였다 (Kang et al., 2008). 매번 사용할 때마다 

분말 형태의 시약을 증류수에 녹여 비중을 맞춰야 하는점, 

sodium 성분으로 인해 담수에서 적용시 비중문제가 존재

하는점, 매우 고가의 시약으로써 경제적인 문제점 등 여전

히 많은 한계점이 존재하였다.

해양생태 분야에서는 이러한 panning method의 문제점

을 해결하고자 미세규산질입자 (nano silica particle) 성분

의 Ludox 용액을 이용하여 와편모조류의 휴면포자를 분

리하는 연구가 진행되었다 (De Jonge and Bouwman, 1977; 

Bolch, 1997). Ludox 용액은 나노 (nano) 크기의 규소입자 

(silica particle)가 콜로이드 (colloid) 형태로 존재하는 용

액으로써 해양플랑크톤 세포와 함께 존재할 때 플랑크

톤 세포 외벽에 부착되어 비중 차이를 유발한다 (Burgess, 

2001). 이러한 비중 차이는 퇴적물에 존재하는 휴면포자 

세포와 퇴적물 입자를 효과적으로 분리시킬 수 있으며 이

를 통해 mesh를 이용한 여과·농축 과정에 소요되는 시간

이 크게 감소할 수 있다. Ludox 용액을 이용한 플랑크톤 

분리 방법은 정확하게 규정된 전처리 과정이 존재하지 않

으며 퇴적물을 그대로 사용하는 방식과 퇴적물을 증류수 

및 고정용액에 현탁하여 사용하는 두 가지 방법으로 크게 

구분된다 (De Jonge and Bouwman, 1977; Zhao et al., 2012; 

Legrand et al., 2017). 이러한 두 가지 방법 안에서 대상 생

물 및 퇴적물 환경조건에 따라서 고정용액을 첨가하거나 

원심분리를 2회 이상 진행하는 것과 같은 다양한 과정이 

추가된다 (Xu et al., 2010; Briski et al., 2013). 이처럼 담수

환경의 퇴적물에서 염주말목 남조류의 휴면포자를 분리하

기 위해 Ludox 용액을 활용한 연구 사례는 매우 미비하며, 

단편적으로 식물플랑크톤 세포를 분리하는 경우에 Ludox 

용액을 처리한 사례가 있다. 더욱이 기존의 해양환경에

서 적용한 Ludox 용액 처리법은 염도 및 해양환경을 고려

한 방법이거나 휴면포자 이외에 규조류 및 와편모조류 세

포를 분리하기 위한 방법이 대부분이다 (Schwinghamer, 

1981; Ichinomiya et al., 2004; Du et al., 2009). 이로 인해 

담수환경 퇴적물에 존재하는 염주말목 남조류의 휴면포자 

분리에 직접 적용하기는 어려우며, 이와 같은 방법으로는 

높은 효과를 확신할 수 없다.

따라서 본 연구는 가장 많이 활용되는 두 가지 Ludox 용

액 처리 방법 (증류수 현탁 또는 직접처리)을 비교하고, 이

를 기반으로 퇴적물의 남조류 발생 기원 및 잠재성 연구를 

수행고자 할 때, 휴면포자 분리 및 유전자 증폭효율이 높

은 Ludox 적용법을 제시하였다.

재료 및 방법

1. 퇴적물 채집

퇴적물은 금강 수계의 대청호 수역 (36°22ʹ20ʺN, 127°29ʹ 
18ʺE)에서 core sampler (Uwitec, Austria)를 이용하여 주

상 퇴적물 (sediment core)을 수직으로 채집하였다. Core 
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sampler로 채집한 퇴적물은 냉암소 (약 4°C) 조건을 유지하

며 실험실로 운반하였고 실험실에서 5 cm 간격으로 깊이

에 따라 분리하였다. 분리된 퇴적물은 100 mL 폴리에틸렌 

시료병에 담아 분석 전까지 빛을 차단한 환경에서 냉장보

관하였다. 채집된 퇴적물 중에서 휴면포자 세포가 가장 많

이 (1,964 cells g-1) 발견된 시료를 선정하여 본 실험에 사

용하였다.

2. Ludox 처리방법 A (직접처리)

현장에서 채집된 퇴적물은 잘 혼합한 뒤 5 g 정량하

였으며 50 mL conical tube에 옮겨 담고 Ludox HS-40 

(Sigmaaldrich, USA)을 20 mL 첨가하였다. 퇴적물을 담은 

conical tube를 vortex에서 5분 동안 가장 강한 강도로 혼

합한 뒤 2,000 rpm 속도로 15분 동안 원심분리하였다. 원

심분리된 conical tube를 조심스럽게 꺼낸 뒤 표층 4 mL의 

상등액과 하층 10 mL를 피펫으로 분리하였으며 휴면포자

의 분리 효율을 파악하기 위해 conical tube 하단의 퇴적물 

표층을 spatular를 이용하여 긁어내었다. 이들을 각각 10 

μm 공극의 sieve로 남조류 세포를 분리하였다 (Fig. 1a). 세

포에 묻어있는 Ludox를 완전히 제거하기 위해 3차 증류수

로 3회 이상 세척하였다. Sieve로 분리한 남조류 세포를 회

수하기 위해 3차 증류수 10 mL로 정용한 뒤 갈색 표본병 

(amber vial)에 보관하였다. 남조류 세포의 유전자 추출은 

Ludox로 전처리된 10 mL를 GF/F 여과지 (Whatman, UK)

로 여과하였으며 남아있을 수 있는 Ludox를 완전히 제거

하기 위해 3차 증류수 5 mL를 3회 이상 주입하여 세척하

였다. 

3. Ludox 처리방법 B (증류수 현탁)

현장에서 채집된 퇴적물을 잘 혼합 후, 5 g을 정량하여 

conical tube에 옮겨 담았다. 퇴적물양의 2배 부피 (10 mL)

가 되도록 3차 증류수로 채워 넣고 가장 강한 강도로 짧

게 vortex하여 퇴적물을 현탁하였다. 현탁된 퇴적물에 40 

mL의 Ludox를 첨가하고 A 처리방법과 동일한 방법으로 

vortex와 원심분리 과정을 거친 후, conical tube의 표층 4 

mL를 피펫으로 분리하였다. 나머지 하층의 30 mL를 10 

mL씩 3개로 나누어 피펫으로 분리하였다 (Fig. 1b). 또한 

휴면포자의 분리 효율을 파악하기 위해 conical tube 하단

의 퇴적물 표층을 긁어내었다. 이를 10 μm 공극 (pore size)

의 sieve로 걸러내어 남조류 세포를 분리하였다. A 처리방

법과 동일하게 sieve와 세포에 묻어있는 Ludox를 3차 증

류수로 세척하였으며 sieve에 남아있는 남조류 세포는 3

차 증류수로 정용한 뒤 갈색 표본병 (amber vial)에서 보관

하였다. 남조류 세포의 유전자 추출을 위한 여과 과정도 A 

처리방법과 동일한 방법으로 수행하였다.

4. 남조류 세포계수

Ludox를 통해 분리된 남조류 세포는 현미경 200X~ 

400X 배율에서 계수하였다. 휴면포자 세포는 피각이 온전

하고 내부가 모두 채워져 있는 정상세포, 피각이 온전하지

만 세포의 일부만 채워져 있는 세포, 피각이 온전하지만 

속이 비어있는 세포, 피각이 열려서 세포가 발아된 비어있

는 세포, 세포 중간부위의 피각이 불규칙하게 파손된 세포

를 모두 계수하였다 (Fig. 2). 휴면포자 이외에도 남조류 세

포가 존재한다면 포함하여 계수하였다. 남조류 휴면포자 

세포는 문헌 (Park, 2018)에서 제시한 휴면포자 세포의 크

기 (가로-세로 길이 비율)에 따라서 속 수준에서 동정하였

으며, 휴면포자 이외의 세포는 도감을 기반으로 종 수준에

서 동정하였다 (Jun, 1993; Park, 2012a, b).

5. DNA 추출 및 증폭

두 가지 Ludox 처리 과정을 통해 φ47 mm GF/F 여과지 

(Whatman, UK)에 여과·농축된 남조류 세포의 DNA는 일

본 eDNA 학회에서 제시한 DNA 추출방법에 따라서 추

출하였다 (Minamoto et al., 2021). 추출이 완료된 시료는 

분석하기 전까지 초저온 냉동고 (deep freezer, -80°C)에

서 냉동보관하였다. Ludox 처리 방법에 따른 남조류 16S 

Fig. 1. Sampling layer of the conical tube water column in each 
Ludox treatments. (a) Sediment directly mixed with Ludox (A 
treatment), (b) Sediment dilluted by distilled water before mixed 
with Ludox (B treatment).

(a)	 (b)
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rDNA 탐색을 비교하기 위해 PCR 증폭을 수행하였다. 실

험에 사용된 Primer 종류와 활성 조건은 Table 1과 같다 

(Nübel et al., 1997; Neilan et al., 1999; Tsao et al., 2014; 

Kim et al., 2020). PCR 증폭은 Thermal cycler (A300, 

LongGene, China)를 이용하여 수행하였으며, 증폭된 PCR 

(Polymerase Chain Reaction) 산물은 E-gelTM Power Snap 

electrophoresis system (Thermo Fisher Scientific, USA)을  

사용하여 2% agarose gel에서 전기영동을 시행한 후 

E-gelTM Power Snap Camera (Thermo Fisher Scientific, 

USA)로 유전자 증폭 여부 및 증폭산물의 크기를 확인하

였다. 전기영동 결과는 Image J (ver. 1.53t, NIH, USA) 프로

그램을 이용하여 전기영동 사진으로부터 amplicon band의 

색정보 (color information)를 분석하였으며, 이를 기반으로 

두 가지 Ludox 처리 방법에 따른 유전자의 증폭률을 비교

하였다.

결과 및 고찰

1. 퇴적층에서 분리된 남조류 세포 형태

두 가지 Ludox 처리방법에 따라 분리된 남조류 세포

는 모두 염주말목의 휴면포자로써 이외의 다른 남조류 

분류군 세포는 발견되지 않았다. 발견된 휴면포자는 대

부분 속이 비어있어 피각만 남아있는 세포이거나 내부

Fig. 2. Cyanobacterial akinete cells to be counted in this study (a) Normal cells. (b) The shell is intact, but the inside is partially empty. (c) 
The shell is intact, but completely empty inside. (d) The shell is open and the inside is empty. (e) The inside of the cell is empty and the 
shell is transformed. (f) The inside of the cell is empty and part of the shell is missing.

(a)	 (b)	 (c)

(d)	 (e)	 (f)

Table 1. Primers sequences and amplification information for target gene in this study

Primer Sequences (5ʹ-3ʹ) Melting
temp

Cycle
Amplicon

(bp)
Target gene Reference

3139F CTAGACCMATGCGGGTTTTA
53°C 40 569

Geosmin synthease
gene (geo)

Tsao et al., 2014
3708R CCATTCTTTRGAATGMTT

mibC300F TGTTACGCCACCTTCTCTATGTT
62°C 35 300

2-MIB cyclase
gene (mic)

Kim et al., 2020
mibC300R CAATCTGTAGCACCATGTTGA

Cya359F GGGGAATYTTCCGCAATGGG
60°C 30 446 16s ribosomal DNA

Nelian et al., 1999
Nübel et al., 1997cya781R(a) GACTACTGGGGTATCTAATCCCATT
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의 영양세포가 발아되어 열려있는 피각세포로써 크게 3

개 Morphotype (형태)으로 분류할 수 있었다 (Fig. 3a). 

Morphotype A의 세포 길이는 17.8~21.9 μm이며, 폭

은 15.9~21.6 μm로 구형에 가까운 형태를 나타내었다. 

Morphotype B와 C 세포는 타원에 가까운 형태로써 길

이와 폭의 비율은 각각 1.9와 2.5로 길이가 폭보다 길었

다. Morphotype B 세포의 길이와 폭은 13.5~37.6 μm와 

8.1~18.6 μm이었으며 Morphotype C 세포의 길이와 폭은 

23.4~27.1 μm와 10.2~10.4 μm로 Morphotype B 세포와 

Morphotype C 세포는 형태적으로 세포 길이가 유사하였으

나 세포의 폭은 Morphotype B 세포가 C 세포보다 2배 가

까이 길었다. 또한 Morphotype A와 B는 세포의 양 끝단에 

영양세포 연결부가 현미경으로 분명하게 관찰되는 반면에 

Morphotype C는 양 끝단이 매끄러운 둥근 형태를 나타내

었다. 

Ludox를 이용하여 분리된 휴면포자 세포의 형태는 crum- 

ble (찌그러지거나 훼손된) 현상이 없었다. 두 개의 처리

군 모두에서 동일한 종류의 세포들이 발견되었으며 다양

한 문헌을 통해 알려진 염주말목 남조류 휴면포자 세포 크

기 범위에 포함되었다 (Park, 2018; Li et al., 2000) (Fig. 3a, 

b). Morphotype A와 B 세포는 모두 Dolichospermum속의 

휴면포자 크기 범위에 포함되었으며, 길이와 폭 비율 (L/W 

ratio) 또한 Dolichospermum의 휴면포자 세포의 범위에 포

함되었다. Morphotype C 세포는 Dolichospermum 뿐만 아

니라 Cylindrospermopsis와 Aphanizomenon의 휴면포자 

세포 크기 및 L/W ratio 범위에 포함되었다. 수층에서 발

견된 피각세포 중에서 세포의 한 쪽 끝단부가 끊겨있거나 

존재하지 않는 세포가 다수 존재하였다. 이는 처리 과정에

서 세포가 훼손되었다기보다는 휴면포자가 발아하는 과정

에서 피각세포가 탈각되었으며 원심분리 및 vortex 과정의 

물리적 영향으로 인해 세포 끝단부가 분리된 것으로 판단

된다 (Goldberg, 2008; Dong et al., 2023). 

2. Ludox 사용방법에 따른 퇴적물 남조류세포 분리 효율

비교

Ludox를 직접 처리한 (A 처리방법) 처리군에서는 3가지 

Morphotype의 휴면포자 세포가 모두 발견되었으며, 평균 

1,695 cells g-1으로 추동지역 퇴적물의 사전조사 (1,964±

804 cells g-1)와 유사한 세포밀도를 확인할 수 있었다 (Fig. 

4a). A 처리군의 상층 4 mL에서 약 869 cells mL-1의 휴면

포자가 존재하였으며, 하층의 10 mL에서도 이와 유사한 

861 cells g-1의 휴면포자가 존재하였다. 하지만 하층의 퇴

적층 표면에서는 휴면포자 세포가 발견되지 않았다. 이

와 다르게 현탁된 퇴적물에 Ludox를 처리한 (B 처리방법) 

처리군에서는 2개 Morphotype 세포만 발견되었으며 평

균 1,033 cells g-1으로 처리방법 A보다 세포밀도가 낮았다 

(Fig. 4b). 상등액 4 mL에서 휴면포자 세포는 단지 5 cells 

g-1만 발견되었으며, 하층의 10 mL에서 약 147 cells g-1으

로 A 처리방법과 비교하였을 때 세포밀도가 약 7배 낮았

다. 하지만 tube 바닥의 pellet으로 존재하는 퇴적물 표층에

서 평균 880 cells g-1의 휴면포자 세포가 존재하였으며 이

는 B 처리방법에서 발견된 휴면포자의 약 85%로 대부분

이 수층으로 분리되지 않고 퇴적층에 남아있어 분리가 되

지 않았음을 의미한다. B 처리방법을 적용하였을 때 수층

에서 발견된 휴면포자는 대부분 하층 (Low layer (1)) 10 

Fig. 3. The morphotype of akinete observed in this study. Classified into 3 morphotypes. Only 2 cells of morphotype C cells were found in 
all samples. ‘Doli’ means Dolichospermum spp., ‘Aph’ means Aphanizomenon spp., ‘Cyli’ means Cylindrospermum spp.

(a)	 (b)
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mL에 존재하였으며 이외의 수층에서 휴면포자 세포는 발

견되지 않았다. 또한 B 처리방법에서 수층으로 부유한 휴

면포자 세포는 대부분이 영양세포가 발아하였거나 내부의 

영양세포가 사멸하여 비어있는 피각세포였으며, 내부에 영

양세포가 존재하는 휴면포자 세포는 대부분 퇴적물 pellet

에서 발견되었다. 하층 (Low layer (1), (2))의 20 mL에서 휴

면포자 세포가 발견되지 않았으나 앏은 판 (Platelets) 형태

의 토양입자가 다수 존재하였다. 이러한 토양입자는 작게

는 50 μm, 크게는 350 μm까지 매우 다양한 크기로 존재하

였으며 3.5 cm보다 상층에서는 발견되지 않았다. 

Ludox를 이용한 다양한 문헌들 중에서 해양 섬모충류 

분리에 Ludox를 적용한 문헌에서는 상층 1~2 mL에 대부

분의 섬모충류 세포가 존재하는 것으로 확인되었다 (Xu 

et al., 2010). 해양퇴적층의 선충 (nematod)을 분리하기 위

해 Ludox를 처음 사용한 문헌에서도 상층부 2.5 cm에서 

농축되어 있는 것을 확인하였다 (De Jonge and Bouwman, 

1977). 하지만 본 실험에서 A 처리군의 휴면포자 세포는 

상등액뿐만 아니라 하층에서도 발견되었으며 상등액에 존

재하는 밀도만큼 하층에서도 존재하였다. B 처리군에서도 

상층 4 mL와 바로 밑 하층 10 mL에서만 휴면포자가 발견

되었다. 이를 50 mL conical tube 기준으로 깊이로 환산하

면 상층의 1 cm에 존재하는 세포밀도와 그 밑의 2.5 cm에 

분포하는 세포밀도가 유사한 것으로써 휴면포자가 존재하

는 수층의 깊이는 총 3.5 cm이다. 즉, Ludox를 20 mL 첨가

한 A 처리군에서 이는 pellet 퇴적물을 제외한 수층 대부분

을 의미한다. 상등액의 사전적 의미에서도 상등액은 수층

의 상층부를 의미하기보다는 하부의 pellet과 구분되는 수

층 전체를 의미한다 (Oxford, 1989). 퇴적층의 동물플랑크

톤 휴면아 (dormant stage)를 분리하는 과정에서도 상등액

을 사용하였으며 상등액 전부를 따라내어 (decanted) 사용

하였다 (Briski et al., 2013). B 처리군에서는 상층 3.5 cm보

다 아래의 수층 (3.5~10.5 cm)에서는 휴면포자 세포가 전

혀 발견되지 않았으며 하단에 베이들라이트판 (Beidellite 

platelets)으로 추정되는 토양입자들이 밀집되어 있었다 

Fig. 5. Comparison of gene amplification rate according to Ludox 
treatment method (A treatment method). Amplicon of all genes 
was not found in samples using B treatment method. ‘U’ means 
upper layer, and ‘L’ means lower layer. The pixel numbers under 
the electrophoresis bands are Image J analysis values.

Fig. 4. Distribution of akinete cells in the water column layer and the sediment pellet surface layer according to the Ludox treatment meth-
od. (a) Sediment directly mixed with Ludox (A treatment), (b) Sediment dilluted by distilled water before mixed with Ludox (B treatment).

(a)	 (b)
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(Bergaya and Lagaly, 2013; Landman et al., 2014). 따라서 

Ludox를 통해 퇴적물에서 분리된 세포들은 conical tube 

상층의 특정 깊이에서 고밀도로 존재하기 보다는 상층 

0.0~3.5 cm 구간과 같이 넓게 분포하는 것으로 판단된다. 

3. 유전자 증폭 비교

두 가지 처리방법을 통해 퇴적물로부터 분리된 intra

cellular eDNA의 증폭 효율을 비교하기 위해 PCR 증폭하

였다. A 처리방법을 통해 분리된 시료에서만 종 특이적인 

16S rDNA 유전자와 2-MIB 생합성 유전자 (mibC)의 증폭

산물이 발견되었으며 B 처리방법을 통해 분리된 시료에

서는 유전자 증폭산물이 전혀 관찰되지 않았다 (Fig. 5). 두 

처리군 모두에서 Geosmin 생합성 유전자는 증폭되지 않았

다. Ludox를 직접 처리한 A 처리방법은 상층과 하층 모두

에서 남조류의 16S rDNA 유전자 증폭산물이 관찰되었으

며 상등액과 하층의 유전자 증폭량 차이는 1.6배로 하층부

에서 더 높았다. 반면에 mibC 유전자는 주로 4 mL의 상층

액에서 증폭율이 월등히 더 높았으며 하층 시료의 유전자 

증폭량과 비교하였을 때 약 10배의 큰 차이를 나타내었다. 

이러한 처리방법에 따른 유전자 증폭 차이는 수층으로 

부유한 휴면포자 세포의 밀도 차이가 주요한 원인으로 판

단된다. 또한 B 처리방법으로 분리된 휴면포자 세포의 대

부분이 내부가 비어있는 피각세포로써 내부의 영양세포가 

존재하는 휴면포자와 비교하였을 때 intracellualr eDNA는 

거의 존재하지 않는다. 이러한 차이는 세포 사이의 무게 

차이가 원인으로 판단된다. 정상적인 휴면포자 세포를 부

유시키기 위해서는 Ludox의 비중 (1.31)이 필요하지만 퇴

적물을 현탁하면서 첨가된 증류수로 인해 Ludox가 희석되

었으며 이는 비중의 감소를 유발한 것으로 판단된다. 퇴적

물로부터 분리된 수층에서 남조류의 16S rDNA는 수층 전

체에 분포한 반면에 남조류의 2-MIB 합성 유전자는 4 mL 

상층액에서 대부분이 발견되었다. 이를 통해 퇴적층에 존

재하는 2-MIB 합성 남조류는 휴면포자 세포와 다르게 상

층 4 mL에 대부분이 존재하는 것으로 판단할 수 있다. 또

한 B 처리군에 존재하는 다량의 베이들라이트판 (Beidellite 

platelets)은 자연상태에서 토양에 nano 크기로 존재하지만, 

Ludox의 규소입자가 작은 베이들라이트판들과 결합하여 

작게는 50 μm부터 크게는 350 μm 이상으로 크기가 증가하

게 된다 (Landman et al., 2014). 이로 인해 GF/F를 이용한 

eDNA 여과 과정에서 여과지의 폐쇄현상을 유발할 수 있

을 뿐만 아니라 주변에 존재하는 DNA를 흡착하는 성질을 

가지고 있기 때문에 eDNA 추출 수율 (Yield)을 감소시키는 

원인으로 작용할 수 있다 (Burgess, 2001). A 처리군에서도 

수층에서 베이들라이트판이 발견되었으나 B 처리군과 비

교하였을 때 크기가 작고 발견되는 판의 갯수가 적어서 여

과농축 및 eDNA 추출 과정에 큰 영향을 미치지 않은 것으

로 판단된다.

결     론

본 연구는 퇴적물에 존재하는 남조류 세포의 생리적-분

자생물학적 연구를 위한 정확한 Ludox 활용법을 확인하

고자, 실험을 진행하였다. 본 실험결과를 기반으로 분리효

율이 가장 좋은 Ludox 사용법은 다음과 같다. ① 증류수로 

현탁하지 않은 퇴적물 5~10 g을 50 mL conical tube에 담

는다. ② Ludox를 20~40 mL 첨가한다. 이때 퇴적물량과 

Ludox 첨가량의 비율은 1 : 4 비율을 유지한다. ③ Ludox와 

퇴적물을 vortex로 5 min 동안 혼합한다. 이 과정에서 크기

가 큰 퇴적물 입자가 작게 분해되고 퇴적물에 부착되어 있

는 휴면포자 세포가 떨어져 나오게 된다. ④ 혼합된 퇴적

물을 3,000 rpm에서 5분 동안 원심분리한다. 이 과정에서 

비중 차이에 따른 층 (layer)이 형성되고, 휴면포자는 수층

Fig. 6. Protocol of ludox treatments for cyanobacterial resting cells 

(or akinete) in freshwater sediment.
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으로 부유하게 된다. ⑤ 원심분리가 완료된 50 mL conical 

tube를 조심스럽게 꺼낸 뒤, 피펫을 이용하여 상등액 13 

mL를 분리한다. 상등액은 절대로 따라내어 (decanting) 분

리하지 말고, 가능한 피펫을 이용하여 퇴적물 Pellet을 건

드리지 않고 조심스럽게 분리한다. 만약 2-MIB 합성 남조

류를 대상으로 한다면 수층 전체보다는 상층의 4 mL만을 

사용해도 무방하다. ⑥ 피펫으로 분리한 수층은 sieve (pore 

size: 10 μm)로 휴면포자를 걸러내고, 3차 증류수를 사용하

여 세포에 묻어있는 Ludox를 3회 이상 세척한다. Sieve의 

휴면포자 세포를 세척하면서 sieve를 통화하는 증류수가 

투명할 때까지 세척한다. ⑦ 세척을 완료한 뒤 10~20 mL 

로 정용하여 갈색시료병 (amber vial)에 담는다. 정용량은 

퇴적물량의 2배를 기준으로 정한다. 

Ludox는 많은 문헌들에서 퇴적물에 존재하는 다양한 생

물들을 분리하기 위해 사용하고 있으며 생물군별로 처리

방법이 다를 뿐만 아니라 동일한 생물군 안에서도 처리방

법에 차이가 존재한다. 또한 Ludox 사용 목적에 따라서 처

리 과정의 미세한 차이가 존재할 수 있으며 이는 실험결

과에 영향을 미칠 수 있다. 대표적으로 동물플랑크톤 휴

면아 분리 과정에서는 상등액을 따라내어 (decanting) 분

리하였으며 이는 세포관찰 중에는 전혀 문제가 되지 않는

다. 하지만 환경유전자 (eDNA)를 분석하는 과정에서는 퇴

적물 Pellet 또는 수층의 하단에 존재하는 베이들라이트판 

(Beidellite platelets)이 유입될 경우 환경유전자 추출 수율 

(yield)을 감소시킬 수 있기 때문에 매우 주의해야 한다. 본 

연구에서 제시하는 Ludox 처리방법은 담수퇴적층에 존재

하는 남조류 세포들을 분리하고, 이들의 유전자를 분석하

기 위한 방법으로써 동물플랑크톤이나 섬모충류와 같이 

다른 생물군에서는 동일한 분리효율이 나타나지 않을 수 

있다. 따라서 다른 생물군의 분리를 위해 Ludox를 적용하

기 위해서는 사전에 퇴적물 전처리 방법 및 대상생물이 존

재하는 수층을 파악하는 사전실험이 반드시 필요하다.

적     요

휴면포자와 같은 남조류의 휴면세포는 남조류의 초기발

생 및 대발생의 중요한 씨앗세포이다. 이러한 중요성으로 

인해 퇴적층에 존재하는 휴면세포를 분리하기 위해서 다

양한 방법들이 시도되었다. Ludox는 해양퇴적물의 세포분

리에 주로 활용되는 용액이지만 담수에서는 정확한 사용

법을 찾기 어렵다. 본 연구에서는 가장 많이 사용되는 두 

가지 Ludox방법 (퇴적물 직접처리, 퇴적물 증류수 현탁처

리)을 비교하고, 담수 퇴적물에서 남조류 휴면세포의 분

리 및 유전자 증폭 효율이 높은 방법을 제안하였다. 퇴적

물에서 발견된 휴면세포는 대부분 염주말목의 휴면포자로

써 Dolichospermum, Cylindrospermum, Aphanizomenon의 

휴면포자 형태와 유사하였다. 퇴적물을 증류수에 현탁하여 

처리한 시료보다 퇴적물 그대로 사용한 시료에서 20배 더 

많은 휴면포자가 발견되었으며 증류수로 현탁된 퇴적물에

서는 분리되지 않은 세포가 대부분 pellet 퇴적물 표층에서 

발견되었다. Ludox를 통해 층 분리된 휴면포자는 수층의 

특정 깊이에서 밀집하기보다는 주로 상층과 하층에 넓게 

퍼져있었다. 퇴적물을 그대로 사용한 시료에서 mibC, Geo, 

16S rDNA 유전자 모두 증폭산물이 확인되었으나 퇴적물

을 증류수로 현탁한 시료에서는 모든 유전자의 증폭산물

이 발견되지 않았다. 따라서 담수 퇴적물에서 남조류의 휴

면세포를 분리하는 경우에는 5~10 g의 퇴적물을 전처리 

없이 그대로 사용하며, 퇴적물량 4배 부피의 Ludox를 첨

가할 때 세포 분리 및 유전자 증폭 효율이 높았다. 본 연

구에서 제시하는 Ludox 처리방법은 담수퇴적층에 존재하

는 남조류 휴면세포를 분리하기 위한 방법으로써 다른 생

물군에서는 동일한 효율이 나타나지 않을 수 있다. 따라서 

다른 생물군의 분리에 Ludox를 적용하기 위해서는 퇴적물 

전처리 방법 및 대상생물이 존재하는 수층을 파악하는 사

전실험이 반드시 필요하다.
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