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서     론

우리나라는 전 세계 유일한 분단국가로 남과 북을 분리하는 

군사분계선 (Military Demarcation Line: MDL)이 존재한다. 이 

군사분계선을 기준으로 남과 북으로 각각 2 km의 거리를 두고 

비무장지대 (Demilitarized Zone: DMZ)가 존재하며 군사 작전

상 민간인의 출입을 통제하기 위해 군사분계선의 이남 10 km 범
위 이내에서 민간인통제선 (Civilian Control Line, CCL)이 지정

되어 있다 (NGII, 2020). DMZ와 CCL 사이의 공간을 민간인통

제구역 (Civilian Control Zone: CCZ)이라고 하여, UN의 관할지

역인 DMZ와는 달리 영농민의 농업 활동, 평화의 길 관광 등의 

목적에 따라 제한적으로 출입이 가능하여, 우리나라 다른 지역에 
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우리나라 민간인통제구역 내 수계 어류에 대한 비교분석:  
직접조사 결과와 eDNA를 통한 간접조사 결과 비교
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Comparative Analysis of Freshwater Fish Species in Civilian Control Zone in South Korea: A Comparison  
between Direct Survey Results and Indirect Assessment via eDNA  by Soon-Jae Eum*, Naeyoung Kim, 
Min-A Seol and Ji Young Kim (National Institute Ecology, Seocheon 33657, Republic of Korea)

ABSTRACT	 South Korea is the only divided nation globally, marked by a military demarcation line 
establishing demilitarized and civilian control zones, ensuring national security. Consequently, these 
areas exhibit relatively minimal ecological disruption compared to other regions. However, the threat 
to safety persists due to the presence of unexploded ordnances and landmines, imposing significant 
constraints on ecological research. To address this, we conducted a comparative study utilizing eDNA 
analysis as a supplementary and alternative approach within three points of the “Road of Peace” - Inje, 
Yanggu, and Hwacheon courses, located within the civilian control zone. Direct surveys and indirect 
eDNA sampling were carried out in May, July, and September of 2022. Genetic material obtained from 
the samples underwent amplification, library preparation, MiSeq sequencing, and subsequent ASV 
generation for indirect analysis. These results were then compared with the findings of direct surveys. 
Our findings revealed the detection of eDNA for both observed species at the Yanggu-1 point, and 
for two out of four species at Yanggu-2. Hwacheon-1 displayed the detection of eDNA for one out of 
one observed species, whereas Hwacheon-2 yielded seven out of twelve, Hwacheon-3 showed four 
out of six, and all one observed species at Hwacheon-4 exhibited eDNA detection. Consequently, 
approximately 69% of the fish species identified through direct surveys were confirmed by indirect 
eDNA analysis. It is necessary to verify if certain fish species, such as the continental trout and catfish, 
have genetic information registered in the NCBI database. Additionally, it is believed that further 
marker development research utilizing different genetic sequences is essential. Given the limitations 
imposed by the hazardous nature of the surveyed civilian control zone, eDNA analysis proves to be a 
suitable supplement for fish research in the area.
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비해 생태계 교란이 비교적 적은 지역 중 하나이다.
그중 비무장지대 접경지역 인근의 생태문화 및 역사 자원을 통

해 자유, 평화 등을 체험할 수 있는 노선을 만들었으며, 이를 평화

의 길이라 칭하고 있다 (MCST, 2022). 이 평화의 길은 3개 일반

지역 그리고 7개 접경지역에 총 11개의 노선으로 이루어져 있다. 
접경지역에 위치한 8개 노선이 CCZ에 자리잡고 있으며, 이 중 2
개 노선은 CCZ에서 시작하여, DMZ 내부로 들어가는 노선이다. 

DMZ 및 CCZ 모두 출입에 대한 제한과 아직까지 제거되지 못

한 유실지뢰 및 불발탄들이 곳곳에 산재되어 있기 때문에 인간

의 손길이 거의 닿지 않은 자연 그대로의 형태를 보이고 있는 동

시에 (Lee et al., 2007) 사람이 직접 입수하여 이루어지는 수계조

사에서 연구자의 안전을 위해서 더욱 더 많은 제한이 적용된다. 
본 연구에서는 이를 보완하기 위해 환경유전자 (Environmental 
DNA, eDNA) 검출법을 적용하였다. eDNA는 동물의 배설물, 
침, 소변 및 피부세포에서 유래하는 DNA가 섞인 토양, 물 등의 

환경에서 추출하는 DNA를 뜻한다 (Rees et al., 2014). eDNA
가 미생물, 식물 및 척추동물을 포함한 광범위한 유기체에서 유

래한다는 사실을 이용하여, 현재 존재하는 식물과 동물의 생물다

양성을 정성적, 정량적으로 판단할 수 있는 기준을 제시함으로, 
관찰이 어려운 종을 연구하는 데 이용되어 왔다 (Pedersen et al., 
2015). 이렇듯 eDNA를 이용한 연구는 종의 보전 및 관리 개선

에 큰 가능성을 가지고 있다 (Barnes et al., 2014)
우리나라에서는 국내 침입외래종 미국가재의 분포 현황 (Jung 

et al., 2022)이나, 하천 어류 군집 분석 (Yoon et al., 2023), 외
래거북 검출 (Baek et al., 2018)과 같이 주로 담수에서 이미 많

은 연구가 진행되고 있으며, 국외에서는 알래스카 매머드 생존 

날짜 추정, 북극의 지난 50,000년간의 식생 역사를 밝혀내는 등

의 연구 (Pedersen et al., 2015)가 진행되었다. 아울러, 미국 몬

트레이 만에서 해양 척추동물 모니터링을 위해 이용되기도 했고 

(Andruszkiewicz et al., 2017), 일본 마이즈루 만에서 진행된 연

구에 따르면 인간활동으로부터 격리된 수환경에서 eDNA를 이

용한 방법은 어류 분포와 생물량 추정에 더욱 효과적이라는 연

구 결과를 도출했다 (Yamamoto et al., 2016).
본 연구는 우리나라 CCZ 내 하천에서 채취한 물 시료에 존재

하는 eDNA를 통해 해당 하천에 서식하고 있는 어류의 유전자를 

분석하고 직접조사 결과와 비교하여, 직접조사 결과의 타당성을 

확보하고 그 결과를 보완할 뿐만 아니라, 생물다양성 보전 등 정

책적 지원을 위한 기초자료를 제공하는 데 목적이 있다.

재료 및 방법

1. Study site

본 연구는 대한민국 CCZ에 위치하고 있는 평화의 길 인제노

선, 양구노선 그리고 화천노선 내 존재하는 수계에서 2022년 5
월, 7월, 9월로 총 3회 수행되었다. 인제노선 및 양구노선에서는 

각각 2개소에서 연구를 수행하였으며, 상대적으로 넓은 화천노

선에서는 총 5개소에서 연구를 수행하였다 (Table 1, Fig. 1). 다
만, 민간인통제구역의 특성상 군인과 함께 이동하며, 군 통제하

에 연구 수행을 하여 지속적으로 조사 및 물 시료 채취를 할 수 

없는 경우도 발생하였다.

2. Direct survey

본 연구는 직접조사 연구 결과를 뒷받침하고 더 나아가 안전

상의 문제 등으로 수행이 불가능한 지역에서 직접조사를 보완하

고자 하는 것이 목적이기에 비교분석을 위해 현장에서 직접조사 

또한 수행하였다 (Fig. 2).
정성 및 정량 조사를 위하여 직접조사는 제5차 전국자연환경

조사지침 (NIE, 2019)을 따라 족대 (4 × 4 mm)를 사용하였고, 안

Table 1. GPS coordinates of study site

No. Sample name Site
GPS coordinate

River, Stream
Latitude Longitude

1 Inje-1
Inje course

38°19′32.78″ 128°15′49.87″
Hangang, Inbukchen

2 Inje-2 38°18′28.27″ 128°15′52.43″

3 Yanggu-1
Yanggu course

38°17′10.30″ 128°1′59.18″
Hangang, Suibchen

4 Yanggu-2 38°16′44.54″ 128°1′30.00″

5 Hwacheon-1

Hwacheon course

38°15′33.71″ 127°44′28.98″

Hangang, Bukhangang
6 Hwacheon-2 38°15′0.57″ 127°47′7.23″
7 Hwacheon-3 38°15′44.71″ 127°48′8.13″
8 Hwacheon-4 38°16′10.44″ 127°48′57.14″
9 Hwacheon-5 38°14′23.97″ 127°50′3.38″
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전문제 등 현지 사정으로 인해 출입이 제한된 지점은 육안으로 

관찰하였다. 채집된 어류는 현장에서 동정 후 즉시 방류하였으

며, 동정이 어려운 경우, 사진 촬영 후 방류하였다. 표본제작 등

에 필요한 소수의 개체는 10% 포르말린액에 고정하거나 산채로 

실험실에 운반하여 작업하였다 (NIE, 2023).
종 동정은 Kim (1997)과 Kim and Park (2002), Kim et al. 

(2005)에 따라 동정을 실시하고, 학명은 국가생물종목록 (NIBR, 
2022)을 따랐다.

3. Indirect survey: eDNA sampling

CCZ는 수계로의 진입이 원칙적으로 제한되어 있고, 직접조사

를 포함한 eDNA 채집 또한 군에서 사전 지뢰 수색 등 안전이 확

보된 상황에서만 일부 구간에 대해 조사가 가능하다. 시료를 채

취하는 작업은 비교적 안전하다고 판단되는 위치에서 자체적으

로 제작한 채수 도구를 이용하여 채수하였다. 채수 도구는 약 15 

m 로프와 연결되어 있는 바구니에 멸균된 Y bag (50 × 75 cm)을 

넣어, 물 시료를 채취할 때마다 교체하여 유전자 오염과 미생물 

오염으로 인한 유전물질 파괴를 최소화하였다. 채수작업은 각 지

점별 다리 위에서 최대한 안전을 확보한 다음 수행하였으며, 각 

지점별 다리 양 끝 및 중앙에서 1회씩 총 3회 물을 채수하고 이

들을 균일하게 섞은 뒤 2 L 채수백으로 옮겨 담았다 (NIE, 2022a, 
2023).

미생물로 인한 오염을 최소화하기 위해 Y bag에서 물을 병으

로 옮겨 담을 때 흘러나오는 물의 처음 일정량을 버리고 중간물

Fig. 1. The Map of fish species comparative study sites.

Fig. 2. Flowchart of direct survey and indirect survey (eDNA) research.
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을 취했다.
물 시료는 채수 즉시 냉장 보관하여, 전처리 과정을 수행할 수 

있는 공간으로 이동할 때까지 냉장 상태를 유지하였으며, 안정적

인 공간에서 전처리 과정을 수행하였다.

4. Indirect survey: eDNA analysis preprocessing

전처리 과정은 필터링을 통해 물 시료 안의 eDNA를 필터에 

모으고, eDNA 파괴를 최소화하기 위해 건조 보관하는 과정이

다. 필터링은 안정적인 환경에서 의료용 석션기를 사용하였으며, 
최대 600 mmHg, 최소 400 mmHg 이상의 조건에서, GF/C 필
터 (1.2 μm)를 통해 필터링을 수행하였다 (Lacoursière-Roussel 
et al., 2016). 필터링 후 물은 버리고 유전물질을 포함하고 있는 

필터만 취하여, 멸균된 20 mL 유리 바이알에 보관하였고, blue 
silica gel (Duksan)을 이용하여 건조시켰다. 50 mL conical tube
에 silica gel을 채워 넣고 그 위에 필터가 들어가 있는 20 mL 
tube를 뒤집어 필터가 silica gel에 닿지 않게 넣은 채로 파라필

름으로 conical tube 입구를 막았다. 수시로 silica gel을 교체하

여 수분을 제거하고, 완전히 건조될 때까지 냉장 상태 (4℃)로 보

관하였다 (Hinlo et al., 2017; NIE, 2023).

5. Indirect survey: DNA extraction

건조시킨 GF/C 필터에 있는 유전물질은 DNeasy PowerWater 
Kit (Qiagen, Hilden, Germany)를 사용하여 추출하였다. 추출방

법은 kit에 동봉되어 있는 Quick Start protocol을 따르되, 필터에 

포집된 세포와 조직을 파쇄하여 DNA를 추출하는 과정을 더 세

밀하게 수행하였다. 파쇄하는 방법은 건조된 필터를 2 mL tube
로 옮기고, 멸균된 가위로 필터의 입자 크기를 약 1 mm2 크기로 

1차 파쇄하였다. 1차 파쇄한 filter에, DNeasy PowerWater kit의 

PW1 buffer를 파쇄된 여과지가 충분히 적셔지도록 1 mL를 넣

은 뒤, 5 mm stainless steel bead를 2개 넣고, 56℃에서 10분간 

가열을 하였다. 이후, TissueLyser (TissueLyser II, Qiagen, Cat. 
No. 85300)를 이용하여 30 round/s로 10분간 파쇄하였다. 그 

이후의 과정은 kit에 포함되어 있는 Quick Start protocol을 따

라 유전자를 추출하였고, 유전자 증폭 실험에 사용하였다 (NIE, 
2023).

6. Indirect survey: DNA amplification

유전자 증폭은 AccuPower Gold Multiplex PCR PreMix 

(Bioneer)를 사용하였고, MiFish-U primer를 사용하여 nested 
PCR을 수행하였다 (Miya et al., 2015). 2차 PCR 과정에서는 

MiSeq을 수행하기 위해 일정 길이의 adaptor sequence를 추가

하여 paired-end library를 제작하였다 (Table 2), PCR 조건은 

90℃에서 4분간 denaturation 과정을 수행한 뒤, 90℃에서 30초 

동안 denaturation, 60℃에서 30초간 annealing, 72℃에서 30초 

동안 synthesis 과정을 총 35 cycle 수행하였고, 마지막 synthesis 
과정은 72℃에서 4분간 수행하고 4℃에서 종료하였다 (NIE, 
2022a, 2023). 1차 PCR 조건과 2차 PCR 조건은 동일하게 수행

하였다 (Fig. 3).

Fig. 3. PCR method (A) schematic diagram of eDNA research, (B) schematic diagram of optimal PCR condition.

(A) (B)

Table 2. Information of nested PCR primer sets

Target organisms 

(Region) Name Primer sequences

Fish 

(12S rRNA)

MiFish-U-F 5′-GTCGGTAAAACTCGTGCCAGC-3′
MiFish-U-R 5′-CATAGTGGGGTATCTAATCCCAGTTTG-3′
NGS-MiFish-U-F 5′-TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGNNNNNNGTCGGTAAAACTCGTGCCAGC-3′
NGS-MiFish-U-R 5’-GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGNNNNNNCATAGTGGGGTATCTAATCCCAGTTTG-3′
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7. Indirect survey: library analysis

제작된 library는 Macrogen 사를 통해 MiSeq을 수행하였다. 
MiSeq을 통해 얻은 row data는 DADA2 pipeline을 통해 ASV 

(Amplicon Sequence Variant)를 생성하고, 분석에 활용하였다. 
ASV는 정방향으로 160 bp, 역방향으로 160 bp씩 잘라 중간에 

서로 중첩되는 부분을 연결하여 생성하였다 (Fig. 4). 염기서열을 

통한 종 분석에서는 염기서열이 99% 이상 일치하는 서열은 종

으로써 정리하였고, 염기서열이 구분되지 않을 정도로 유사한 종

들에 대해서는 결과에서 제외하였다.

결     과

1. 어류 eDNA 검출

우리나라 CCZ에 위치한 평화의 길 인제, 양구, 화천노선 3개

소에서 환경유전자는 총 1,886,463 read가 검출되었다. 그중 유

의한 어류 read는 총 903,250이었다. 그 외 미생물 및 chimeric 
DNA 그리고 포유류, 조류, 양서류, 저서무척추동물군의 유전자

로 추정되는 유전자가 983,213 read가 검출되었다.
어류는 3개 지역에서 eDNA를 통해 총 29종 (13과 24속)을 확

인하였으며, 같은 날 전문가를 통한 직접조사 결과 확인된 17종 

(10과 16속)과 비교하였다 (Fig. 5).

2. 평화의 길 인제노선 내 하천 어류상

인제-1 지점은 총 3회 모두 eDNA 분석을 위한 채수작업이 완

료되었으며, 인제-2 지점의 샘플링은 총 2회 수행되었다. 직접

조사는 안전상의 문제로 불가하였다. 인제-1 지점에서는 금강

모치, 쌀미꾸리, 열목어, 가물치 4종의 유전자가 검출되었으며, 
인제-2 지점에서는 금강모치 (Rhynchocypris kumgangensis), 
버들가지 (R. semotilus), 참갈겨니 (Zacco koreanus), 열목어 

(Brachymystax lenok tsinlingensis) 4종의 유전자가 검출되었다. 

Table 3. The fish species comparison data on ‘Road of Peace’ Inje course

Species
Direct survey* Indirect survey (eDNA) Accession number 

of target speciesInje-1 Inje-2 Inje-1 Inje-2

Cypriniformes 잉어목
Cyprinidae 잉어과

 Rhynchocypris kumgangensis 금강모치 ○ ○ NC_0196141

 Rhynchocypris semotilus 버들가지 ○ NC_0293412

 Zacco koreanus 참갈겨니 ○ ON479181
Balitoridae 종개과

 Lefua costata 쌀미꾸리 ○ NC_029385
Salmoniformes 연어목
Salmonidae 연어과

 Brachymystax lenok tsinlingensis 열목어 ○ ○ JQ675732
Perciformes 농어목
Channidae 가물치과

 Channa argus 가물치 ○ MG751766

Number of species observed N/A N/A 4 4
Number of species shared (percentage)** N/A N/A

*Not surveyed due to safety concerns
**Number of species shared/number of species observed: Countermeasure rate by indirect/direct survey
1Yun et al., 2012, 2Yu et al., 2015.

Fig. 4. ASV read creation from NGS analysis results.
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Fig. 5. Fish species of seventeen confirmed from direct survey. A: Rhynchocypris oxycephalus, B: Coreoleuciscus splendidus, C: Pungtungia her-
zi, D: Microphysogobio yaluensis, E: Hemibarbus longirostris, F: Zacco koreanus, G: Zacco platypus, H: Orthrias nudus, I: Iksookimia koreen- 
sis, J: Koreocobitis rotundicaudata, K: Silurus microdorsalis, L: Liobagrus andersoni, M: Cottus koreanus, N: Brachymystax lenok tsinlingensis, 
O: Coreoperca herzi, P: Odontobutis platycephala, Q: Rhinogobius brunneus.
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다만, 직접조사가 진행되지 못해 직접조사와 간접조사를 비교할 

수 없었다 (Table 3).

3. 평화의 길 양구노선 내 하천 어류상

안전상의 문제로 인해 양구-1 지점은 2회만 조사되었으며, 
직접조사 또한 조사가 제한되었다. 양구-2 지점은 직접조사와 

eDNA 채집 모두 3회 정상적으로 수행하였다. 양구지점에서 직

접조사와 간접조사 (eDNA) 간에 동일한 결과를 보이는 것은 양

구-1 지점과 양구-2 지점 모두 열목어, 둑중개 (Cottus koreanus) 
2종이다. 이외 직접조사에서는 서식이 확인되었으나, eDNA에

서는 검출되지 않은 생물종은 버들치 (R. oxycephalus), 대륙종개 

(Orthrias nudus) 2종이였다. 양구-1 지점에서는 참갈겨니, 종개 

(O. toni)가 eDNA에서만 검출되어 총 4종이 검출되었으며, 양
구-2 지점에서는 참갈겨니, 피라미 (Z. platypus), 종개, 쌀미꾸리 

(Lefua costata)가 검출되어 총 6종이 검출되었다 (Table 4).

4. 평화의 길 화천노선 내 하천 어류상

안전상의 문제로 통제되어 총 2회에 걸쳐 조사가 수행되었고, 
화천-3 및 화천-4의 경우 1회만 조사가 수행되었다.

화천-1 지점은 직접조사에서 둑중개 1종만 관찰되었으며, 이 

종은 eDNA에서도 검출되었다. 이외, eDNA에서 15종이 더 검

출되어 총 16종이 검출되었다 화천-2 지점에서는 직접조사와 

eDNA 간 공통으로 조사된 종은 쉬리 (Coreoleuciscus splendi- 
dus), 돌고기 (Pungtungia herzi) 등 총 7종으로, 참마자 (Hemi- 
barbus longirostris), 대륙종개, 참종개 (Iksookimia koreensis), 
미유기 (Silurus microdorsalis), 퉁가리 (Liobagrus anderson)의 

유전자가 검출되지 않았다. 반면 쌀미꾸리와 생태계교란 생물인 

블루길 (Lepomis macrochirus)과 배스 (Micropterus salmoides) 
총 3종이 추가로 eDNA를 통해 검출되었다. 화천-3 지점에서는 

돌마자 (Microphysogobio yaluensis)를 제외한 5종 모두 eDNA
가 검출되었으며, 쉬리 등 5개 종이 추가로 검출되었다. 화천-4 
지점에서 수행한 직접조사에서는 참갈겨니 1종만 관찰되었고, 
간접조사에서는 참갈겨니를 포함한 13종의 eDNA가 검출되었

다. 화천-5에서는 직접조사 시 관찰된 어류는 없었으나, 12종의 

어류의 eDNA가 검출되었다 (Table 5).

5. 직접조사와 eDNA를 통한 간접조사 비교

우리나라 CCZ 내 9개 지점에서 직접조사와 eDNA를 통한 간

접조사를 비교한 결과, 직접조사한 어류의 약 69%는 eDNA를 

통해서도 간접적인 조사가 가능한 것을 확인할 수 있었다. 하지

Table 4. The fish species comparison data on ‘Road of Peace’ Yanggu course

Species
Direct survey (2020) Direct survey (2022) Indirect survey 

(eDNA, 2022) Accession 
number of 

target speciesYanggu-1 Yanggu-2* Yanggu-1 Yanggu-2 Yanggu-1 Yanggu-2

Cypriniformes 잉어목
Cyprinidae 잉어과

 Rhynchocypris oxycephalus 버들치 ○ ○ NC_0188181

 Zacco koreanus 참갈겨니 ○ ○ ON479181
 Zacco platypus 피라미 ○ ON479185

Balitoridae 종개과
 Orthrias nudus 대륙종개 ○

 Orthrias toni 종개 ○ ○ EU670809
 Lefua costata 쌀미꾸리 ○ NC_029385

Salmoniformes 연어목
Salmonidae 연어과

 Brachymystax lenok tsinlingensis 열목어 ○ ○ ○ ○ JQ675732
Scorpaeniformes 쏨뱅이목
Cottidae 둑중개과

 Cottus koreanus 둑중개 ○ 　 ○ ○ ○ NC_0148492

Number of species observed 1 N/A 2 4 4 6
Number of species shared (percentage)** N/A N/A 2 (100%) 2 (50%) 2 (50%) 2 (33%)

*Survey was not conducted
**Number of species shared/ number of species observed: Countermeasure rate by indirect/direct survey
1Imoto et al., 2013, 2Hwang et al., 2013a
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만, 검출되어야 함에도 검출이 되지 않는 종과 해당 수계에서 나

올 수 없는 어류가 나오는 등의 문제점을 확인할 수 있었다. 반
면, eDNA를 통해 확인된 어류의 단 25%만이 직접조사 결과에

서 확인이 되었다 (Table 6). 이렇듯 직접조사하기에 위험한 환경

에서는 eDNA를 통한 어류상 조사는 보완책으로써 활용이 가능

하며, 해당 하천 전체에 서식하고 있는 어류에 대한 정성적인 연

구 결과를 얻고자 할 경우에도 활용이 가능하다.

고     찰

우리나라 CCZ 내 존재하는 평화의 길 노선 중 3개 노선에 위

치한 하천에서 직접조사와 eDNA를 통한 간접조사를 수행하였

다. 평화의 길 인제노선은 군의 원활한 협조에도 불구하고, 연구

자의 안전문제로 인해 수계로 직접 들어가 조사하는 방법은 제

한되었고, eDNA 확보를 위한 채수 작업과 이를 통한 eDNA 분
석만 가능하였다. 인제-1 지점에서는 계곡부에서 관찰하기 어려

운 가물치의 유전자가 검출되었는데, 조사지점의 상류에 군부대

가 존재함에 따라 부대 내에서 가물치를 섭취한 후 버려진 잔해

와 함께 유전자가 떠내려와 검출되었을 가능성이 높은 것으로 

판단된다. 이러한 사례는 CCZ의 특성상 수계에 인접한 군부대

가 많아 발생하는 경우가 있다 (NIE, 2022a).
양구의 두 지점은 연결된 하천으로써 상류부터 떠내려온 유전

물질들이 모두 검출되는 eDNA의 특성상 지점조사를 하는 직접

조사와는 차이점이 발생할 수 있다 (He et al., 2022). 특히, 양구

지역에서 대륙종개는 직접조사에서는 발견되었지만, eDNA를 

통한 간접조사에서는 검출되지 않았으며, 같은 속의 종개만 검출

되었다. 이는 조사지점보다 상류지점에서 흘러내려온 종개의 유

전자만 검출되었을 가능성도 있지만, NCBI에 등재된 유전정보

를 바탕으로 검출하는 분자유전학의 특성상 대륙종개가 종개로 

오동정된 상태로 등재하였을 가능성과, 동일속에 속하는 대륙종

개와 종개 두 종이 불과 3 bp의 차이를 보이는 상황으로 보아 서

식지가 나뉜 뒤 오랜 시간이 지나며 생기는 서식지 간의 차이일 

가능성이 있을 것으로 생각된다 (Jang et al., 2017).
평화의 길 화천노선은 연구자들의 안전성 확보가 매우 어려운 

지역으로 제한사항이 많았던 지역이다. 화천노선에서는 미유기

의 염기서열과 98% 일치하는 메기속의 1개 종이 검출되었다. 우
리나라에 서식하는 메기속 생물이 메기와 미유기 2개 종임을 보

았을 때 (Kim and Park, 2002), 해당 종은 미유기일 가능성은 매

우 높으나, 일치율이 98~96%로 낮아 결과에는 포함하지 않았

다. 하지만, 지속적으로 검출되고 있는 미유기로 추정되는 유전

자의 142번째 염기서열에서부터 cytosine이 연속적으로 9~11 

bp가 읽히고 있는데, NCBI에 등재되어 있는 미유기의 염기서

열에는 해당 부위의 시토신은 불과 6 bp만 가지고 있기에 이렇

게 낮은 결과를 보이고 있다. 동일한 염기서열이 이렇듯 길게 존Ta
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재하면 이러한 오류가 충분히 발생할 가능성이 높다고 판단되

어, 다른 서열부를 이용한 마커 개발 연구가 필요할 것으로 생각

된다. 또한, 한강 및 북한강 하천에 포함이 되는 화천구간에서는 

발견될 수 없는 버들가지가 발견되었다. 적은 양의 read가 확인

되었다면, 유전자 오염 등을 고려해볼 수 있겠지만 470여 개의 

read가 확인되어 유전자 오염이나, 유전자가 증폭되며 발생한 오

류일 가능성은 매우 희박할 것으로 판단된다. 버들가지는 우리나

라에서만 서식하고 있는 한반도 고유종이며, 환경부 지정 멸종위

기 야생생물로 보호받고 있는 종인 만큼 (NIE, 2022b) 유전정보

와 시료가 부족하여, NCBI에 등재되어 있는 염기서열은 분석 전 

오동정된 상태로 유전분석이 이루어졌을 가능성이 있을 것으로 

생각된다. 특히, 국립생물자원관 국가생물종 목록에는 등재되어 

있지 않은 버들피리와 100% 일치하는 결과를 보였기에 (Xu et 
al., 2014) 버들피리 (R. lagowskii)가 버들가지로 오동정된 상태

로 NCBI에 등재되어 발생한 오류일 가능성이 매우 높다고 판단

되었다. 또한, 우리나라에서는 버들개 (R. steindachneri)와 버들

피리 간의 종 분류 문제가 있기에 버들가지와 버들개, 버들피리

에 대한 Whole genome sequencing 등 추가적인 연구가 반드시 

필요할 것으로 생각된다.
평화의 길 인제노선, 2개 지점, 양구노선 1개 지점, 화천노선 5

개 지점에 대해 2020년 6월 국립생태원에 의해 선행 연구된 바 

있으나, 당시에는 현장에서 직접조사만 수행하였고 eDNA에 대

한 연구는 수행되지 않아 선행 연구와의 결과 비교는 직접조사

만 가능하였다.
양구노선은 2020년 조사 당시 둑중개 1종만 출현하였다 (NIE, 

2022a). 본 연구에서는 1개 지점을 더 조사하여 직접조사에서는 

버들치, 대륙종개, 열목어가 추가적으로 출현하였으며, 간접조사

에서는 상기된 바와 같이 참갈겨니, 피라미, 종개, 쌀미꾸리 등 6
종의 eDNA가 추가적으로 확인되었다 (Table 4). 이러한 결과는 

조사지점수 및 조사 횟수의 증가로 인한 영향인 것으로 판단된

다.
화천노선의 경우 2020년 선행 조사에서 확인되었던 금강모치, 

갈겨니 (Z. temminckii)의 서식이 2022년에 확인되지 않았다. 반
면, 2020년에는 확인되지 않았던 돌마자, 참마자, 피라미 등 8종

의 어류가 추가적으로 서식이 확인되었다. 지점별로는 화천-3에

서 금강모치, 쉬리, 갈겨니 등 3종, 화천-4에서 금강모치, 쉬리, 갈

겨니, 미유기 등 4종의 어류가 2022년 직접조사에서는 확인되

지 않았고, 화천-2에서 참마자, 참갈겨니 등 5종, 화천-3에서 돌

마자, 참마자, 피라미 등 6종의 추가 서식이 확인되었다. 2020년 

선행 연구에서는 단 1회만 조사되었기에 이러한 차이가 보이는 

것으로 추정되며, 2022년에 서식이 확인되지 않은 어류 중 일부

는 eDNA가 발견되어 각 어류들이 상류로 서식지를 옮긴 것으

로 추정된다. 그리고 화천-1 및 화천-5 지점에서 수행한 직접조

사 결과는 선행 연구와 동일한 결과를 보였으나, 간접조사에서는 

각각 15종, 12종이 더 관찰되어 간접조사에서 확인된 어류들이 

각 지점의 상류에 서식하고 있을 가능성이 높을 것으로 판단된

다 (Table 5).
본 연구에서 직접조사와 간접조사를 비교할 수 없는 인제의 

데이터를 제외하고 양구노선과 화천노선에서의 확인된 종 수

를 비교하면, 직접조사를 통해 확인된 종 중, eDNA를 이용한 간

접조사에서도 확인된 경우는 69%로 높다. 반면에, eDNA를 통

한 간접조사에서 확인된 종이 직접조사에서 발견된 경우는 25%
에 불과하다. 기존에 진행된 금강 본류, 지천, 낙동강 황지천, 섬
진강 본류에서 진행된 기존 선행 연구에서는 직접조사에서 확인

된 종이 eDNA를 통한 간접조사에서도 발견된 경우는 58%이며, 
eDNA를 통해 확인된 종이 직접조사에서 발견된 비율은 30%로, 
일반적으로 eDNA를 통한 연구에서 더 많은 종이 검출된 바 있

다 (Kim et al., 2020). 이러한 결과는 점조사를 수행하는 직접조

사와 상류에서부터 조사지점까지 선조사가 이루어지는 eDNA를 

통한 간접조사 간의 차이가 가장 큰 것으로 보이며, 간혹 직접조

사에서 잘 발견이 되지 않는 종들이 eDNA를 통한 조사에서만 

검출되어 발생하는 차이점으로 보인다.
반면, 지역별 연구방법에 따라, 어종에 따라 eDNA를 통한 조

사연구 결과와 직접조사 간의 격차가 매우 적거나 eDNA 출현빈

도가 더 높게 조사된 바 있어 (Zhu et al., 2023) 이번 연구에서는 

eDNA 연구 결과가 직접조사 연구 결과의 69%를 보완하는 것이 

가능하지만, 직접조사 결과와 eDNA 조사 결과의 차를 줄이기 

위해서는 서식하는 어류에 대한 사전 조사와 이에 맞는 sediment 
eDNA 실험 등 다양한 실험 방법을 접목하게 된다면 직접조사에 

대한 eDNA의 검출빈도가 더 늘어날 것으로 예상된다.
이렇듯 분명히 CCZ 혹은 DMZ와 같이 연구자의 안전을 위

해 직접적인 조사가 쉽지 않은 지역에서는 eDNA를 적용한 간

Table 6. The countermeasure rate between direct survey and indirect survey

Number of observed value Rate of 
countermeasureYanggu-1 Yanggu-2 Hwacheon-1 Hwacheon-2 Hwacheon-3 Hwacheon-4 Hwacheon-5 Total

Direct survey 2 4 1 12 6 1 0 26 25% (18/71)
Indirect survey 4 6 16 10 10 13 12 71 69% (18/26)
Number of shared 2 2 1 7 5 1 0 18
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접조사가 보완책으로써 활용이 가능할 것으로 판단된다. 또한 

보다 더 정확한 결과를 얻기 위해서는 정확한 종 동정 및 각 수

계에 따른 어류 미토콘드리아 전장유전체염기서열정보 (Whole 
genome sequecing) 연구 등 아직까지 많은 연구가 필요할 것으

로 판단된다.

요     약

우리나라는 전 세계에서 유일한 분단국가로 군사분계선을 가

지고 있다. 군사분계선을 기준으로 비무장지대 및 민간인통제구

역이 설정되었고, 국가보안 및 안전을 위해 출입이 통제되고 있

어, 우리나라 다른 지역에 비해 생태계 교란이 비교적 적은 지역

이다. 하지만 유실지뢰 및 불발탄들로 인해 안전이 위협받음에 

따라 생태계 연구에 많은 제한사항이 발생하기 때문에, 연구를 

보완 및 대체하기 위해 eDNA 분석법을 활용하여 민간인통제구

역 내부에 존재하는 평화의 길 세 지점에서 직접조사와 eDNA를 

이용한 간접조사를 실시하고 비교했다.
평화의 길 인제노선, 양구노선, 화천노선 세 지점에서 2022년 

5, 7, 9월에 직접조사와 eDNA 시료 채취를 진행했으며, 시료에

서 채취한 유전자를 증폭한 후 library를 제작하여 Miseq를 수행

하고 ASV를 생성하여 간접조사를 완료했다. 이후, 직접조사 결

과와 비교했다.
그 결과 양구-1 지점에서 관찰된 2종 모두 eDNA가 검출되었

으며, 양구-2 지점에서 관찰된 4종 중 2종의 eDNA가 검출되었

다. 화천-1에서 관찰된 1종 중 1종의 eDNA가 검출되었고, 화
천-2에서 12종 중 7종, 화천-3에서는 6종 중 4종, 화천-4에서 관

찰된 1종 모두 eDNA가 검출되어 직접조사 결과 확인된 종의 약 

69%의 어류의 eDNA가 검출된 간접조사 결과를 확인했다.
대륙종개, 메기 등 일부 어류가 오동정된 상태로 NCBI에 유전

정보가 등재된 것은 아닌지 확인이 필요하고, 다른 서열부를 이

용한 마커 개발 연구가 필요할 것으로 생각되며, 위험성 때문에 

조사가 제한적인 CCZ 지역 어류 연구의 보완책으로써 적합할 

것으로 생각된다.
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