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요 약: 전세계적으로 불법 목재 방지 및 합법 목재 유통을 촉진하기 위한 합법목재교역촉진제도가 시행되고 있으며, 국내

에서도 관련법을 통해 수입 목제 제품에 대한 합법성을 검증하고 있다. 목재 펠릿과 같은 복수 수종 구성 제품의 경우, 입

증자료 내 구성 수종이 현물과 일치하는지 확인하기 위한 과학적인 검증 방법이 필요하다. 본 연구에서는 ITS2 영역 

메타바코딩 분석법을 통한 목재 펠릿 구성 수종 동정 방법을 제시하고, 분석 결과를 통한 유의사항을 살펴보고자 한다. 분

석 결과, 총 40개의 ASV(Amplicon Sequence Variant)가 형성되었으며, 35개 ASV가 속(genus) 수준까지 동정되었다. 35

개 중 3개 ASV는 근연종으로 분류되었으며, 2개 ASV는 식물계(Plantae)에 포함되지 않는 것으로 확인되었다. 목재 펠릿 

구성 수종으로는 Pinus 속, Larix 속, Quercus 속, Rosa 속 등이 확인되었으며, 산림에 주로 분포하는 분류군이 포함된 것

으로 판단된다. 향후 메타바코딩 분석 방법의 구성 수종 식별 정확성을 측정하기 위해 전체 구성 확인이 가능한 시료를 활

용하여 추가적인 연구가 필요할 것이다. 또한, 일부 근연종에 대한 분류 능력을 높이고, 대상 외의 분류군을 걸러내기 위한 

방법으로 chloroplast DNA 영역에 대한 메타바코딩 분석 또한 필요할 것으로 판단된다.

Abstract: A legal wood trade promotion system has been implemented globally to prevent illegal wood trading and 

promote the supply of legal wood. In Korea, laws require the verification of the legality of imported wood products. 

For products composed of multiple species, such as wood pellets, a verification method is necessary to confirm that 

the species listed in the submitted data correspond to the actual product. In this study, we propose ITS2 region 

metabarcoding analysis for identifying the species composition of wood pellets and discuss key considerations based 

on the results. As a result of the analysis, 40 amplicon sequence variants (ASVs) were clustered, and 35 ASVs were 

identified at the genus level. Among the 35 ASVs, 3 ASVs were identified as closely related multiple species, and 

2 ASVs were identified as taxa not belonging to Plantae. The wood pellets included genera such as Pinus, Larix, 

Quercus, and Rosa, suggesting mostly forest species. In the future, further research is needed to assess the accuracy 

of taxa identification using metabarcoding methods, employing wood pellet samples with a fully known composition. 

Additionally, metabarcoding analysis of the chloroplast DNA region may be necessary to improve the discriminatory 

ability for closely related species and to filter out nontarget taxa.
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서  론
1)

전세계 불법 목재 유통은 15~30%으로 예상되며(Nelle-
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mann, 2012), 불법 목재 생산을 위한 불법 벌채는 산림 파

괴에 의한 생물다양성 감소와 기후 온난화 등에 문제를 야

기하며, 목재 시장을 교란한다(Reboredo, 2013; Dormontt 

et al., 2015),. 우리나라는 목재 자급률이 2022년 기준 15%

로 수입 의존도가 높아, 불법 목재 유통에 대한 우려가 

높은 상황이다(Ahn, 2024).

APEC(Asia Pacific Economic Cooperation)에서는 회원
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국들에게 합법적 목재 교역 촉진을 위한 제도 도입을 권장

하고 있으며, 미국, 호주, 일본 등을 비롯한 회원국들에서

는 관련 법률을 제정하여 시행 중이며, 국내에서는 ‘목재의 

지속가능한 이용에 관한 법률’을 개정하여 2018년도부터 

합법목재 교역촉진제도를 시행하고 있다(Ahn, 2024). 해당 

법률에서는 원목, 제제목, 합판, 목재 펠릿 등 수입 목재 

제품을 대상으로 수입업자가 합법성을 입증하도록 하고 있

다. 특히, 합판이나 목재 펠릿과 같은 혼합 목재제품의 합

법성 입증은 제품의 목재수종 비율표, 원산지, 원자재별 공

급업체 정보 등 자료를 제출하도록 되어있다. 따라서, 업자

의 제출 자료 내 구성 수종 정보와 현물의 일치 여부를 확

인하기 위한 과학적 식별 기술이 필요하다(Ahn, 2024).

기존에는 현미경을 사용한 해부학적 분류에 의존하여 목

재 수종 식별이 이루어져 왔으나(Dormontt et al., 2015), 종 

수준의 분류가 불가능하고(Gasson, 2011), 해부학적 지식이 

있는 전문가가 필요하다는 단점이 있다(Dormontt et al., 

2015). DNA 분석 기법은 생물 유전체의 일부 염기서열 정

보로 종, 개체 등의 정보를 추적하는 방법이다(Dormontt et 

al., 2015; Jiao et al., 2020). 수종 식별에는 주로 matK, rbcL, 

psbC 등 chloroplast DNA 영역이나, ITS와 같은 nuclear 

DNA의 염기서열 정보가 사용된다(Cheng et al., 2016; Jiao 

et al., 2020). 이중 ITS 영역은 종간 식별 능력이 높아, 식물 

종 분류에 널리 사용되고 있다(Cheng et al., 2016).

메타바코딩 분석법은 기존의 단일 종 DNA 염기서열을 

분석하는 것과는 달리, 여러 종이 섞여 있는 시료의 유전체

를 분석하는 데 사용되는 기법이다(Deiner et al., 2017). 물, 

토양, 분변 등 복수 종이 섞여 있는 시료 유전체를 대상으로 

HTS(High Throughput Sequencing) 분석을 실시하여 단시

간 내에 대량의 유전 정보를 얻어내 종 식별에 사용할 수 

있다(Taberlet et al., 2012; Creer et al., 2016; Denier et al., 

2017). 목재 펠릿과 같이 여러 수종이 섞여 있는 목재 제품

을 대상으로 메타바코딩 분석법이 적합할 것으로 판단된다.

본 연구에서는 복수 수종 목재 제품의 구성 수종 식별 

기술로써 국내 유통 목재 펠릿으로부터의 DNA 추출부터 

ITS2 영역 메타바코딩 분석, BLAST 수종 동정까지의 방

법론을 제공하고자 한다. 또한 연구가 거의 이루어지지 않

았던 목재 펠릿 유전체 메타바코딩 분석에 대한 사전 연구

로써 필요 사항 및 주의점을 파악하여 제시하고자 한다.

 

재료 및 방법
 

1. 목재 펠릿 파쇄

국내에서 생산되는 목재 펠릿 제품을 구매하여 연구에 

사용하였다. 목재 펠릿 DNA 추출에 앞서, 멸균된 망치를 

이용하여 파쇄하였다. 파쇄 시에는 테이블에 멸균된 알루

미늄을 호일을 깔았으며, 매 파쇄시 마다 호일을 새 것으

로 교체하고 망치 또한 1차 증류수, 차아염소산나트륨

(10%), 알코올(70%), 1차 증류수 순서로 세척하여 사용하

였다. 9개 목재 펠릿을 파쇄하였으며, 파쇄된 시료는 펠릿

별로 다른 conical tube에 옮겨 담아 DNA 추출용 재료로 

사용하였다. 파쇄 후 시료의 오염 및 변형을 방지하기 위

해, 지체없이 다음 실험을 진행하였다.

 

2. 목재 펠릿 DNA 추출

파쇄된 시료 0.2g씩 분주하여 DNA 추출에 사용하였다. 

DNA 추출에는 Qiagen DNeasy Plant Maxi kit (Qiagen 

Hilden, Germany)를 사용하였으며, 실험 방법은 DNeasy 

Plant Handbook의 “purification of Total DNA from Plant 

Tissue (Maxi Protocol)”을 따라 진행되었다. 모든 과정의 

원심분리는 4,255 xg에서 실시하였고, 최종 dilution 과정

의 AE buffer는 750uL를 사용하였다.

추출된 DNA 시료의 농도를 높이기 위해 10배 농축을 

실시하였다. 농축 과정은 기존의 에탄올 침전법(Green and 

Sambrook, 2016)을 따랐으며, 과정은 다음과 같다. 700uL 

DNA 용액에 Sodium acetate(3M)가 최종 용액 농도 0.3M이 

되도록 77.8uL을 추가하였다. 이후 Linear polyacrylamide 

(5mg/mL)를 최종 용액 내 20ng/uL 농도가 되도록 3.1 uL

를 첨가하였다. 0℃에 보관한 95% enthanol을 이전 단계 

용액 양의 2배를 첨가한 뒤, 파쇄 얼음에 30분간 정치하여 

인큐베이션하였다. 이후 0℃에서 15,000rpm으로 10분간 

원심분리 실시 후, pipet을 이용하여 침전물을 건드리지 

않으며 상층액을 전부 제거하였다. 침전물만 남은 튜브에 

70% ethanol 750uL을 첨가한 후 4℃에서 15,000rpm으로 

2분간 원심분리 실시 후, pipet을 이용해 침전물을 건드리

지 않고 상층액을 전부 제거하였다. 침전물만 남은 튜브의 

뚜껑을 열어 상온에 1시간 정치하여 잔여 ethanol을 증발

시켜 제거한 후, TE 용액 70uL를 추가하고 침전물이 완전

히 녹도록 튜브를 가볍게 뒤집으며 흔들어 주었다. 농축된 

DNA는 다음 실험 전까지 -20℃에 냉동 보관하였다.

 

3. ITS2 영역 metabarcoding 분석

메타바코딩 분석을 위한 ITS2 영역(Table 1) 라이브러리 

제작은 Illumina 16s rRNA metagenomic sequencing library 

protocol을 참고하여 이루어졌다. 1차 PCR은 gDNA 10ng, 

reaction buffer 5X, dNTP 1mM, forward/reverse primer 각

각 500nM, Herculase II fusion DNA polymerase (Agilent 

Technologies, Santa Clara, USA)를 혼합하여 반응액을 제

조하였다. 1차 PCR의 cycle은 94℃에서 4분간 initial 
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Primer Sequence(5’→3’) Direction Reference

ITS-3p YGACTCTCGGCAACGGATA Forward
Cheng et al., 2016

ITS-4u RGTTTCTTTTCCTCCGCTTA Reverse

Table 1. Primer set used for metabarcoding.

denaturation 후, denaturation을 94℃에서 30초, annealing

을 55℃에서 40초, extension을 72℃에서 60초로 34회 반

복하였으며, 72℃에서 10분간 final extension을 실시하였

다. 1차 PCR에 사용된 Illumina adapter 부착 ITS2 uni-

versal primer의 염기서열은 다음과 같다. ITS3p forward 

primer 5’ TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAG 

ACAGYGACTCTCGGCAACGGATA 3’, ITS4u reverse 

primer 5’ TCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGAC 

AGRGTTTCTTTTCCTCCGCTTA 3’. 1차 PCR 산물은 

AMPure beads (Agencourt Bioscience, Beverly, USA)로 

purification 하였다. 2차 Index PCR은 Nextera XT Index 

primer를 사용하였으며, 증폭 조건은 1차 PCR 조건과 동

일하였다. 2차 PCR 산물 또한 AMPure baeds를 사용하여 

purification 하였다. 제작된 library를 대상으로 MIseq 

300PE platform(Illumina, San Diego, USA)을 통해 염기서

열 분석을 실시하였다. 라이브러리 제작과 염기서열 분석

은 (주) MACROGEN에 의뢰하여 이루어졌다.

분석된 염기서열은 QIIME2-cutadapt(--p-front-f YGACT 

CTCGGCAACGGATA, --p-front-r RGTTTCTTTTCCTCC 

GCTTA)를 통해 염기서열의 primer 영역을 제거하였다. 

이후 QIIME2-DADA2(--p-trunc-len-f 0, --p-trunc-len-r 0)

를 통해 quality filtering, denoising, dereplication과 동시에 

ASV(Amplicon Sequence Variant)를 형성하였다. ASV의 

염기서열을 대상으로 NCBI nt database를 사용하여 

BLAST(Geneious 10.2.5)를 실시하였다. BLAST 결과 중 

E-value가 가장 낮고, identical score와 query coverage가 

80% 이상인 것을 동정 결과로 선택하였으며, 2개 이상의 

종에 대해 BLAST 결과(e-value, identical score, query 

coverage)가 동일한 경우 복수 종이 동정된 것으로 표시하

였다.

 

결과 및 고찰
 

염기서열 분석결과 3,262,500개, 총 길이 982,012,500 bp

의 염기서열이 분석되었다. Quality filtering 및 denoising 

후 총 8,506개 reads가 ASVs 형성에 사용되었으며, 총 40

개의 ASVs가 만들어졌다(Table 2).

40개 ASV 중 35개가 동정에 성공하였으며, 분류된 속

(genus)별 비율은 Pinus 32.5%, Larix 22.5%, Quercus 15%, 

Rosa 7.5% 등의 순서로 나타났다(Table 3, Figure 1). 해당 

속들은 전세계적으로 분포 범위가 넓고, 경제적으로도 광

범위하게 사용되는 분류군들이다(Gernandt et al., 2005; 

Bruneau et al., 2007; Goryachkina et al., 2013; Hubert et 

al., 2014). 속 수준 동정이 된 ASV 중, ASV005, ASV014, 

ASV018은 단일 종을 특정하는 데 실패하였다. ASV005가 

분류된 Pinus sylvestris, P. thunbergii, P. taiwanensis, P. 

hwangshanensis은 Pinus 아절(subsection) 포함되어 유전적

으로도 매우 가까우며(Zeb et al., 2020), ASV014(Quercus 

dentate, Q. mongolica, Q. serrata)와 ASV018(Quercus 

variabilis, Q. acutissima)이 분류된 종들은 Quercus 속내에

서 Quercus 절(section)과 Cerris 절로 각각 나뉘며, 각 절 

내 종들은 유전적으로 가까운 근연 관계이다(Zhou et al., 

2022). 종간 매우 가까운 근연 관계에 의해 ITS 영역 염기

서열이 동일하여, 종 수준에서 단일 종으로 분류가 실패한 

것으로 판단된다.

동정된 분류군들 중 목재 수종 외의 종들도 포함되어 

있었다(Table 3). 콩속(Glycine), 개불알풀속(Veronica)은 

초본 식물 분류군으로, 목재의 벌채나 운송 과정에서 포함

된 것으로 생각된다. Erythrobasidium 속은 효모(yeast)에 

속하는 속으로, 기존 사례에서 식물 시료로부터 분리된 경

우가 있었고(Nakase et al., 2003), 본 연구에서도 식물체에 

서식하던 효모의 유전체가 분석에 포함된 것으로 판단된

다. Ascidia 속은 멍게, 미더덕이 포함된 해초강(Asci-

diacea)에 속하며, 바다에 서식하는 분류군이다(Shenkar 

and Swalla, 2011). 목재 자재의 운송 과정에서 바다모래와 

같은 건축 자재의 운송 장비가 겸용되어 섞여 들어간 유전

체인 것으로 여겨진다. 이와 같이 원자재 자체 또는 제작 

및 운송 과정에서 포함되는 목재 수종 이외의 유전체가 

나타날 수 있다는 점을 분석에 있어 고려해야 할 것이다.

실험에 사용된 9개 시료들 각각의 구성 수종 동정 결과

에서는 시료별 분류군 구성에 차이가 큰 것으로 나타났다

(Figure 2). 제작 과정 중 파쇄된 목재가 고르게 배합되지 

않기 때문으로 생각된다. 펠릿 제품의 복수 수종 동정에 

있어 소수의 시료를 사용하는 것은 잘못된 동정 결과를 

야기할 수 있으므로, 다수의 시료가 분석에 활용되어야 할 

것이다.
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ASV_ID P01 P02 P03 P04 P05 P06 P07 P08 P9

ASV001 0 0 0 0 0 0 850 0 0

ASV002 774 0 0 0 0 0 0 0 0

ASV003 0 0 0 0 0 0 762 0 0

ASV004 0 0 0 651 0 0 0 0 0

ASV005 0 0 0 457 0 0 0 0 0

ASV006 0 0 0 0 0 0 0 0 417

ASV007 0 371 0 0 0 0 0 0 0

ASV008 0 0 0 0 353 0 0 0 0

ASV009 0 0 0 0 0 0 310 0 0

ASV010 0 0 298 0 0 0 0 0 0

ASV011 0 0 0 294 0 0 0 0 0

ASV012 0 0 0 0 291 0 0 0 0

ASV013 0 275 0 0 0 0 0 0 0

ASV014 0 0 0 0 0 0 0 260 0

ASV015 190 0 0 0 0 0 0 0 0

ASV016 179 0 0 0 0 0 0 0 0

ASV017 0 0 0 0 162 0 0 0 0

ASV018 0 159 0 0 0 0 0 0 0

ASV019 0 146 0 0 0 0 0 0 0

ASV020 0 0 132 0 0 0 0 0 0

ASV021 0 0 0 0 0 0 0 130 0

ASV022 0 0 0 0 0 0 0 129 0

ASV023 0 0 0 0 0 0 0 127 0

ASV024 0 0 0 81 0 0 0 0 0

ASV025 0 0 0 0 0 0 0 79 0

ASV026 0 0 0 0 78 0 0 0 0

ASV027 73 0 0 0 0 0 0 0 0

ASV028 0 70 0 0 0 0 0 0 0

ASV029 64 0 0 0 0 0 0 0 0

ASV030 0 64 0 0 0 0 0 0 0

ASV031 0 0 0 0 59 0 0 0 0

ASV032 0 0 0 0 0 0 0 40 0

ASV033 0 0 0 0 0 0 0 0 35

ASV034 0 0 0 0 31 0 0 0 0

ASV035 28 0 0 0 0 0 0 0 0

ASV036 27 0 0 0 0 0 0 0 0

ASV037 0 0 0 0 25 0 0 0 0

ASV038 0 0 0 0 0 0 17 0 0

ASV039 0 0 0 0 0 0 15 0 0

ASV040 0 0 0 0 0 3 0 0 0

Table 2. The number of reads of ASV in each wood pellet sample.
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ASV_ID Genus species E-value Identical score Query coverage

ASV001 (unassigned) (unassigned) - - -

ASV002 Rosa Rosa soulieana 0 99.2 99.75

ASV003 Quercus Quercus serrata 0 99.2 100

ASV004 (unassigned) (unassigned)

ASV005 Pinus Pinus sylvestris; Pinus thunbergii; 
Pinus taiwanensis; Pinus 
hwangshanensis

0 96 100

ASV006 Pinus Pinus nigra 0 95.6 100

ASV007 Quercus Quercus aliena 0 99.5 99.75

ASV008 Pinus Pinus contorta 5.89E-165 92.2 98.13

ASV009 Pinus Pinus contorta 0 98.8 100

ASV010 Larix Larix decidua 0 97 99.76

ASV011 Larix Larix decidua 0 94.6 100

ASV012 Juniperus Juniperus communis 0 100 100

ASV013 Pinus Pinus contorta 1.31E-146 89.1 100

ASV014 Quercus Quercus dentata; Quercus 
mongolica; Quercus serrata

0 99.7 100

ASV015 Larix Larix decidua 0 95.1 100

ASV016 Larix Larix decidua 0 95.3 100

ASV017 (unassigned) (unassigned) - - -

ASV018 Quercus Quercus variabilis; Quercus 
acutissima

0 99.2 100

ASV019 Pinus Pinus contorta 0 95.1 100

ASV020 Larix Larix decidua 0 97.6 100

ASV021 Pinus Pinus contorta 2.15E-154 90.2 100

ASV022 Pinus Pinus nigra 1.23E-125 97.8 85.35

ASV023 Pinus Pinus contorta 0 94.6 100

ASV024 Larix Larix decidua 0 95.8 100

ASV025 Larix Larix decidua 0 97.3 100

ASV026 (unassigned) (unassigned) - - -

ASV027 Rosa Rosa soulieana 0 98.2 99.75

ASV028 Erythrobasidium Erythrobasidium sp.; 
Erythrobasidium hasegawianum

0 99.5 100

ASV029 Glycine Glycine max 0 100 100

ASV030 Quercus Quercus aliena 0 97.7 99.75

ASV031 Veronica Veronica arvensis 0 99.5 98.28

ASV032 (unidentified) Uncultured bacterium 3.40E-161 99.4 98.16

ASV033 (unassigned) (unassigned) - - -

ASV034 Pinus Pinus contorta 9.65E-178 93.5 100

ASV035 Larix Larix decidua 0 96.3 100

ASV036 Rosa Rosa soulieana 0.00E+00 98.2 99.75

ASV037 Juniperus Juniperus communis 0 98.3 100

ASV038 Quercus Quercus serrata 0.00E+00 98.2 100

ASV039 Pinus Pinus nigra 2.73E-168 92.1 100

ASV040 Ascidia Ascidia ahodori 1.14E-145 98.3 100

Table 3. ASV and taxa identified using BLAST(nr database) in wood pellet samples.
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Figure 1. Identified taxa composition (%) for 40 ASVs in genus level.

Figure 2. Genus level taxa composition (%) for each wood pellet samples.

 

본 연구는 시중에 판매되는 목재 펠릿 내 구성 수종 동

정을 위한 메타바코딩 분석을 실시하고, 해당 방법론과 결

과의 유의점을 제공하는데 의의가 있다고 판단된다. 다만, 

구매 과정 중 정확한 구성 수종을 알 수 없어, 유전 분석 

결과의 정확도를 파악할 수는 없었다. 추후 제작 과정부터 

원자재 수종이 파악 가능한 제품이나 자체 제작한 펠릿 

시료를 활용하여 메타바코딩 분석법의 정확도를 측정할 

필요가 있으며, 이와 함께 기존 해부학적 방법과의 효율성 

비교도 필요할 것으로 판단된다. 또한 일부 종 수준에서의 

변별력이 떨어지는 문제(e.g. ASV005, ASV014, ASV018)

와 식물 분류군 이외의 유전체가 포함되는 문제(e.g. 

Ascidia)를 해결하기 위해, 식물 분류군에 특이적으로 적

용할 수 있는 chloroplast DNA 영역 메타바코딩 분석을 

추가로 실시하여 ITS 영역과의 교차 검증으로 정확성을 

높일 수 있을 것이다.
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