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Note

서   론

말미잘(order Actiniaria)은 강장동물(Cnidaria)의 산호충강
(class Anthozoa)에서 가장 많은 종을 포함하는 부류로서 매우 
다양한 수심과 지역의 해양환경에 서식한다(Daly et al., 2008). 
말미잘은 에너지를 수층에서 저서로 운반하고 저층에서 대사물
질, 배우체와 수정체를 수층으로 방출하는 수층-저층 연결고리
(benthic-pelagic coupling)라는 매우 중요한 역할을 한다(Daly 
et al., 2008). 말미잘은 대략 1,200종으로 구성되어 있고 해부
학적인 공통파생형질(synapomorphy)이 없는 특징이 있다(Ro-
driquez et al., 2015). 말미잘은 몸체(column)와 촉수(tentacle)
의 크기 등 외형과, 장간막(mesenteries) 근육의 형태나 배열 등
의 형태적 다양성이 매우 크다(Reft and Daly, 2012). 말미잘은 
산호류와 같이 와편모조류(dinoflagellate)와 공생하는 독립영
양생물부터 와편모조류와 공생 관계 없이 심해에서 촉수를 이
용해 포식하여 생존하는 종속영양생물까지 다양한 생태적 특
징을 보인다(Reft and Daly, 2012). 말미잘은 최초 Stephenson 
(1922)에 의해 Endocoelantheae, Nynantheae 및 Protantheae

의 3개의 아목으로 분류 되었으며, Carlgren (1949)에 의해 Pty-
chodactiaria이 아목에 추가되어 현재 4개의 아목 체계를 갖추
었다. 이 중 Nynantheae는 형태학과 생태학적 측면에서 매우 
다양한 약 1,100종의 말미잘을 포함하고 있으며, 나머지 3개의 
아목은 상대적으로 적은 수의 종으로 구성 되어 있다 (Daly et 
al., 2008; 2010; Rodriguez and Daly, 2010; Rodriguez et al., 
2012). 최근까지도 말미잘의 아목 간의 구분을 위해 Calgren 
(1949)의 분류법이 사용되고 있으며, 각 아목에 속하는 종이 갖
는 특유의 기관이나 형태학적 특징을 비교하는 방법을 사용하
고 있다(Fautin et al., 2013). 하지만 이런 형태학적 특징만으로
는 속(genus) 수준의 동정도 어렵다. 사실 말미잘의 분류는 형
태학적 특징에 바탕을 둔 통일된 계통발생학적 근거가 부족하
기 때문에(Daly et al., 2008) 염기서열을 이용한 유전학적 분류 
체계가 매우 중요해지고 있다(Daly et al., 2010). 

 국내에서 해변말미잘목은 1962년 최초로 보고된 후, 꽃해
변말미잘속(Anthopleura)에 속하는 Anthopleura japonica, A. 
midori, A. pacifica  (Song, 1984) 및 A. kurogane (Song, 1992)
이 보고 되었고, 각 종에 대한 국명은 각각 다음과 같다. 갈색꽃
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해변말미잘, 풀색꽃해변말미잘, 태평양꽃해변말미잘, 검정꽃
해변말미잘. 이전 연구에서 꽃해변말미잘속 말미잘은 일반적
으로 내만의 조간대에서 서식하며 공통적으로 외측 몸체에 기
질의 부착을 위한 돌기(stark)가 열을 지어 잘 발달 되어 있고, 
몸체(column)의 크기와 촉수의 배열, 족반(pedal disk)과 방사
성인두(actinopharynx)의 형태와 장간막의 배열 등을 이용하여 
형태적으로 구분하였다. 그러나 4개의 종을 서로 비교 분석하
지 않고 위의 공통으로 존재 하는 형태학적 특징 만으로 각 종을 
명확하게 구분하는 것은 어렵다. 또한 우리나라에 서식하는 말
미잘을 유전학적 방법을 이용하여 동정하고 그 분포 특성을 밝
힌 연구는 매우 드물다. 그러므로 이번 연구의 목적은 최근 말미
잘의 분류와 동정에 사용되는 분자생물학적인 방법을 이용하여 
국내에 서식하는 말미잘을 동정하였고 기존의 형태학적 특징에 
기반한 분류학적 위치와 비교하고자 하였다.

재료 및 방법

말미잘 시료의 채집

동정 대상 말미잘은 부산시 기장군 학리(N35°, 15’; E129°, 
14’)의 조간대 암반에 부착되어 있는 말미잘을 채집하였다. 시
료는 운반하여 멸균 해수로 세척 후 염도 35‰, 수온 18oC, pH 
8.1의 인공해수(Artificial seawater, Kent, USA)에 순치 하

였다. 

Genomic DNA의 분리 및 PCR 

Genomic DNA는 채집 된 말미잘의 촉수, 촉수기둥(tentacle 
column), 입, 강장 그리고 표피 조직 일부(0.1±0.32 g)를 절
취 하여, 인공해수로 세척 한 뒤, 1.5 mL 튜브에 넣고 DNeasy 
Blood and Tissue Kit (Qiagen Corporation, Santa Clarita, CA)
를 사용 하여 DNA를 추출 하였다. 1시간의 lysis 반응 시간을 
제외하고는 제공된 설명서와 Geller and Walton (2001) 및 Ro-
driguez and Daly (2010; 2014)의 방법에 따랐다. 
말미잘로부터 추출한 DNA를 이용하여 해수 말미잘의 분류
와 동정에 일반적으로 사용하는(Daly et al., 2008; Daly et al., 
2010; Rodriguez et al., 2012; 2014) 미토콘드리아(mtDNA)의 
Cytochrome oxidase III (COIII), 12S rRNA (12S)및 16S rRNA 
(16S)와 염색체(nrDNA)의 18S rRNA (18S)와 28S rRNA (28S)
의 타겟 부분을 증폭하였다. MyCycler (Bio-rad, Hercules, CA)
을 사용하여 PCR을 하였다. 또한 internal transcribed spacer-2 
(ITS2)도 PCR하여 말미잘의 동정에 유용한지 확인하고자 하였
다. 사용한 primer와 PCR 조건은 Table 1에 나타내었다. PCR
을 통해 증폭시킨 산물은 각 1 µL씩 아가로스갤 1%에 로딩하
여 Mpid-2 plus (Takara, Japan)에서 25분 동안 전기영동하여 
확인 한 후 AccuPrepTM PCR Purification Kit (Bioneer, Korea)

Table 1. Primer sets and PCR conditions used in this study

Set 
No

Target 
region Marker Sequence (5ˊ-3ˊ) Cycling Profile Reference

1
Cytochrome 
oxidase III
(mtDNA)

COIII-F CATTTAGTTGATCCTAG-
GCCTTGACC (95°C for 2 m)  

[(95°C for 30 s)(46°C for 45s)(72°C for 1 m)] x 30 
(72°C for 5 m)

Geller and 
Walton, 2001

COIII-R CAAACCACATCTACAAAAT-
GCCAATATC

2 12S rRNA 
(mtDNA)

ANTMT12S-F AGCCACACTTTCACTGAAA-
CAAGG

(95°C for 4 m) 
[(94°C for 30 s)(50°C for 1 m)(72°C for 2 m)] x 4
[(94°C for 30 s)(55°C for 1 m)(72°C for 2 m)] x 30
(72°C for 5 m)

Chen et al., 
2002

ANTMT12S-R GTTCCCYYWCYCTYACYAT-
GTTACGAC

3 16S rRNA 
(mtDNA)

ANEM16SA CACTGACCGTGATAATG-
TAGCGT

(95°C for 2 m)
[(95°C for 30 s)(60°C for 30s)(72°C for 1 m)] x 30
(72°C for 5 m)

Geller and 
Walton, 2001

ANEM16SB CCCCATGGTAGCTTTTATTCG

4
Internal 
transcribed 
spacer-2 
(nrDNA)

itsD GTGAATTGCAGAACTCCGTG (95°C for 7 m)
(94°C for 45 s)(52°C for 45 s) (72°C for 45 s) x 35 
(72°C for 5 m)

Stat et al., 2009
Pochon and 
Ruth, 2010ITS-2rev2 CCTCCGCTTACTTATATGCTT

5 18S rRNA 
(nrDNA)

ss5 GGTGATCCTGCCAGTAGT-
CATATGCTTG (95°C for 2 m)

[(95°C for 1 m)(54°C for 1 m)(72°C for 2 m)] x 30
(72°C for 5 m)

Rowan et and 
Powers, 1991
Geller and 
Walton, 2001ss3z AGCACTGCGTCAGTCG-

GAATATTCACCGG

6 28S rRNA 
(nrDNA)

LSU D1-D2 fw1 AGCGGAGGAAAAGAAACTA (95°C for 5 m)
[(94°C for 30 s)(45°C for 1 m)(65°C for 12 m)] x 30 
(72°C for 10 m)

Sonnenberg 
et al, 2007LSU D1-D2 rev1 TACTAGAAGGTTCGATTAGTC
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을 이용하여 정제 하였으며, ABI Prism 3730 xl DNA Analyzer 
(PE Applied Biosystems, USA)를 사용하여 sequencing을 실
시 하였다. 

염기서열 수집 및 분석

현재 데이터베이스에 있는 것과 이번 연구에서 나온 염기서
열을 분석하기 NCBI 데이터베이스로부터 5개 유전자(COIII, 
12S, 16S, 18S 및 28S) 염기서열이 모두 존재하는 44개의 속
을 대표하는 각 종의 염기서열을 수집하였으며(Table 2), 이를 
MUSCLE 프로그램(Robert et al., 2004)을 이용하여 동일한 
크기로 정렬(alignment)하였다(Table 2). 각 유전자의 길이는 
Table 2 (Parsimony informative characters)에 나타내었다. 본 
연구에서 얻어진 염기서열을 포함하여 45종의 각 유전자 염기
서열을 MEGA 7을 이용하여 결합하였으며(concatenated se-
quence), Kimura 2-parameter로 1,000번의 bootstrap value를 
샘플링을 하여 계통수(Neighbor-Joining tree)를 작성하였다. 

결과 및 고찰

본 연구의 채집 말미잘은 조간대에서 부착 생활을 하기 위해 
발판(pedal disc)이 잘 발달 했으며, 무게 6.6 g과 지름 2.2 cm의 
크기(Fig. 1)로 촉수 주변으로 소낭(marginal spherules)이 관
찰 되었다. 또한 몸통(column) 상부 쪽으로부터 수직 열로 발
달 된 돌기(stark)가 도드라졌으며, 5줄의 원형으로 배치된 촉수
는 가장 안쪽의 원에서 촉수 2개씩, 12쌍으로 구성되어 육방산
호아강(Hexacorallia)의 특징을 잘 나타내었다. 형태와 서식지
로 볼 때, 국내 해변에서 흔하게 발견되는 꽃해변말미잘류(An-
thopleura)로 판단되었다. 특히 형광 녹색을 띄는 몸체와 돌기
의 색은 Song (1984; 1992)에 의해 보고 된 풀색꽃해변말미잘
(Anthopleura midori)의 특징을 나타내었으나, 촉수가 자색으
로 기존 보고된 풀색해변꽃말미잘과는 차이가 있었다. 이러한 
형태학적 특징은 국내 미 보고 종인 Anthopleura artemisia 와도 
매우 유사하여 한 종으로 특정할 수는 없었다. 1958년 Uchida
와 Muramatsu (1958)에 의해 명명된 A. midori는 현재 World 
register of marine species (WoRMS, http://www.marinespe-
cies.org)에는 등재되어 있지 않고 synonym으로 A. anjunae 
Den Hartog and Vennam (1993)라는 종명이 수용되고 있는 것
을 확인할 수 있다. 그러나 현재 NCBI에는 A. anjunae의 염기
서열은 없고 모두 A. midori의 것만 등재되어 있어 본 연구에서
도 이 종의 염기서열을 비교하는데 사용하였다.
일반적으로 말미잘의 4개 아목(suborder)의 분류 기준은 각
아목의 형태학적으로 특징이 이용되어 왔다. 예를 들어 장막
섬모(Mesenteric filament)의 경우 아목, Endocoelantheae와 
Nynantheae에 특징적으로 존재하지만, Protantheae와 Pty-
chodacteae에는 없다. 또한 장막의 특이적인 배열은 Endocoel-
antheae와 Ptychodacteae에서만 보이는 특징이다(Calgren et 

Fig. 1. Sea anemone Anthopleura artemisia used in this study.
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Table 2. Results of parsimony analysis of each data set and con-
catenated sequence

Marker or data set
Marker 

un-aligned 
length

# Parsimony 
Informative Characters 

(% informative)
COIII (mtDNA) 450 410 (91.11%)
12S rRNA (mtDNA) 800 686 (88.13%)
16S rRNA (mtDNA) 400 459 (98.25%)
18S rRNA (nuclear) 1800 1704 (94.67%)
28S rRNA (nuclear) 1200 828 (74.75%)
concatenated sequence 
(5 target genes) 4650 4295 (88.37%)
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al., 1949). 그러나 약 1,100종으로 구성된 Nynantheae 의 경우 
여기에 속하는 종의 다양성이 매우 커서 기존의 형태학적 기준
을 적용하는데 많은 한계점을 지닌다. Rodriguez et al. (2014)
는 최근까지 말미잘의 분류에 사용되고 있는 Calgren의 방법이 
Nynantheae에 속한 종들을 형태학적으로 구분할 수 있는 기준
을 제시하지 못한다고 하였다. 
이번 연구에서 sequencing한 mtDNA COIII, 12S 및 16S와 

nrDNA 18S와 28S의 각 염기서열은 다수의 종과 Identity가 높
아 명확히 동정할 수 없었다. 그러나 위 5개의 유전자의 일부를 
이어 붙인 염기서열을 사용하여 분석한 결과 이번 연구에서 사
용된 말미잘은 Anthopleura와 Actinia속과 가장 높은 Identity 
(각각 93%와 89%)를 나타내었으며 전자와 가장 가까운 것을 
알 수 있었다(Fig. 2). NCBI에 등재된 Anthopleura 속에 속하는
21종 중, 이번 연구에 사용한 유전자 4개(mtDNA COIII, 12S, 
16S와 nrDNA 18S)가 모두 등재 된 것은 6종(A. artemisia, A. 
handi, A. elegantissima, A. rosea, A. kurogane, 및 A. midori)
으로, 합쳐진 염기서열의 Identity는 각각 99%, 97%, 97%, 
97%, 95% 및 95%로 이 중에서는 A. artemisia와 가장 유사한 

것을 알 수 있다. 
이번 연구에서 얻어진 말미잘의 ITS2 염기서열(342 bp)은 

Anthopleura artemisia, Anthopleura atodi, Anthopleura rosea
와 Anthopleura handi에서 각각99, 83, 83 및 92%의 Identity
를 나타내어, 앞서 5개의 유전자를 이용하여 동정 된 결과와 동
일하게 A. artemisia와 가장 높은 Identity를 보였다. Pochon et 
al. (2001)은 ITS2지역의 염기서열 변이가 빈번하고 종 간의 차
이가 충분하여 다양한 종의 동정에 매우 유용하다고 하였다. 그
러나 ITS2를 이용한 기존의 연구는 산호류 의 동정에 편중되
어 있으며, 말미잘 분류에 적용한 사례는 드물다. Stoletzki and 
Schierwater (2005)는 ITS2가 말 미잘을 비롯한 다양한 하등 
동물 및 식물의 종을 구분 하는 데 유용한 것에 착안하여, 말
미잘인 Condylactis gigantea와 C. aurantiaca을 구분 하기 위
해 ITS2마커를 사용 하였 다. 본 연구에서 ITS2분석 결과, 본 
연구결과에서 5개의 유전자를 이용하여 동정 된 Anthopleura 
artemisia와 가 장 가까워 Anthopleura속에 속한 종의 동정에도 
유용할 수 있다고 판단된다. 그러나 NCBI에 등재된 ITS2 염기
서열은 Anthopleura 종은4개(A. artemisia, A. atodi, A. rosea 

Fig. 2. Parsimony tree of concatenated sequences (mitochondrial COIII, 12S and 16S, and nuclear 18S, and 28S rRNA gene) obtained in this 
study. Species epithets are given only for genera represented by more than one species. Bootstrap values more than 50 are shown.
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및 A. handi)로 매우 제한적이라 향후 보다 많은 종의 분석이 필
요할 것으로 사료된다.   
현재까지 말미잘에 대한 계통발생학적 체계가 부족하기 때문
에 이 동물 분류군의 진화와 다양성에 대한 연구가 지지부진하
였다(Daly et al., 2008). 기존의 생물 분류에 사용한 여러 분자 
마커들이 말미잘에서는 유용하지 않고, 또한 현재 말미잘의 분
류 체계 내에 형태학적으로 매우 다양한 생물이 속이나 과를 
형성하고 있기 때문이다(Daly et al., 2008). 그럼에도 불구하
고 다양한 분자 마커를 이용한 계통발생학 연구 및, 속이나 종
을 잘 구분 할 수 있는 마커 탐색 연구가 지속적으로 이뤄지고 
있 다(e.g., Daly et al., 2008; Daly et al., 2010; Rodriguez et 
al., 2012; 2014). 현재 말미잘의 계통발생학 연구를 위해 가장 
널리 사용되는 분자 마커는 본 연구에서 사용한 미토콘드리아
의 12S, 16S와 COIII 그리고 핵의 18S와 28S의 5개 유전자이
며, 각 유전자를 단일로 사용하거나 연결하여 사용하고 있다.  
Eernisse and Kluge (1993)는 위 5개의 유전자를 합친 염기서
열 데이터는 진화의 역사를 보다 정확히 보여줄 수 있다고 하였
으며, 최근 발표된 말미잘의 분류 연구에도 널리 사용되고 있
다(e.g., Daly et al., 2008; Daly et al., 2010; Rodriguez et al., 
2012; 2014). 산호충강에 속하는 산호와 말미잘을 분류하기 위
해 일반적으로 사용되었던 미토콘드리아의 cytochrome subu-
nit I gene (COI)부위는 염기서열이 고도로 보존됨에 따라 염기
서열의 변이(interspecific variability)가 너무 낮아 종을 구분하
는 데는 유용하지 않다(Shearer et al., 2002; Flot et al., 2013).  
그럼에도 Keshavmurthy et al. (2013)는 COI, 미토콘드리아의 
단일 유전자를 이용하여 Stylophora 속의 종을 구분하였다. 이
처럼 산호충강의 동물이라도 대상이 되는 속에 따라 변이가 충
분하거나 그렇지 않음을 알 수 있다(Flot et al., 2008). 동일한 
방법을 이용한 본 연구에서도 본 연구에 사용한 말미잘의 계통
발생학적 관계가 속 수준(genus level)까지는 잘 나타나는 것을 
확인할 수 있었다. 위에서 참조한 여러 연구의 주장과 같이 이 
분자 마커들을 이용하여 종 수준의 명확한 동정은 어려울 수 있
다. 그러나 본 연구에 해당 마커들을 사 용 한 결과 A. artemisia
와 염기서열의 동정이 가능하였다. 물론, 향후 이 속에 속하는 
다른 여러 종과 비교가 추가적으 로 필요할 것이다. 기존에 보고
되었던 말미잘의 동정 연구 의 경우 위에 거론한 모든 유전자의 
염기서열이 등재되어 있지 않아 쉽게 비교하기가 어려워, 18S 
rDNA만으로만 동 정 한 연구 사례도 있다(Gilan et al, 2015). 
기존의 형태학적 특징을 이용한 말미잘의 동정은 여러 측면에
서 많은 문제점을 내포하고 있으며 속이나 과 수준에서도 뚜렷
한 구분 기준이 없다. 그럼에도 불구하고 지금까지 우리나라 말
미잘의 연구는 대부분 형태학적 특징만을 근거로 종을 보고 하
였으며, 유전학적 방법을 이용한 말미잘의 동정 연구는 매우 드
물다. 따라서 본 연구는 최근 말미잘 분류에 흔히 이용되 는 5개
의 house-keeping gene을 이용하여 대상 말미잘을 동정하였을 
때 Anthopleura에 속하는 것 을 알 수 있었으며 NCBI에 등재 

된 이 속의 종 중에 서는 A. artemisia와 가장 가까웠다. 형태학
적 특징 으로 Song (1984; 1992) 연구에 근거하면 풀색꽃 해변
말미잘(Anthopleura midori)과 가장 유사하였 으나, WoRMS
에 따르면 이 종명은 현재 통용되지 않으며, 국내에 보고 사례가 
없는 A. artemisia와도 형태학적 차이가 크지 않아 유전학적 동
정 없이 명 확한 구분을 내릴 수 없었다. 그러므로 향후 우리나 
라에 서식하는 말미잘의 종 동정과 분포 특성 연구 에 유전학적 
방법이 필요 할 것으로 판단된다. 
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