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Comparisonoftransgenicandwildzebrafish(Daniorerio)

atlowtemperatureandsalinitytolerance.

MiGyungPark

GraduateSchoolofEducation

PukyongNationalUniversity

Abstract

Thetemperatureandsalinityarekeyfactorswhichareimportantinthe

habitatestablishmentoffish.Wildtypezebrafish(Daniorerio)hasnotbeen

reportedtobeestablishedinKorea.Thisstudywasperformedtocomparethe

effectoflow temperatureandsalinityonthesurvivaloftransgenicandwild

typezebrafishinordertofindthepossibilityoftransgeniczebrafishsettlement

inKoreawhentheyarereleasedinnaturebyaccident.

Thefishshowedslow movementat15～16℃ andstopedfoodconsumption

at9～10℃ theinitialdeathoftransgeniczebrafishstartedat7℃ andallof

zebrafishdiedat5℃.Incontrast,wildtypezebrafishshowedinitialdeathat

6℃ andallofthem diedat4℃,whichindicatedthatthetransgenicfishwas

moresusceptibletocoldtemperaturethanwildtyprzebrafish.

For96hrsexposureatthesalinityof8,8.4,8.8,9.2,9.6,10‰,transgenic

zebrafishshowedinitialdeathat9.6‰ after24hrsexposurewhilethewildtype

showedinitialdeathat10‰ after24hrs.The96hr-LC50fortransgeniczebrafish

andwildtypezebrafishwere8.65‰ and9.22‰ respectively.Onthecomparison



ofsalinity adaptability oftransgenic and wild type zebrafish,transgenic

zebrafishdiedat6,6.5,7‰ after16dayswhilewildtypezebrafishdiedonly

at7‰ after18days.Therewasnodifferenceinthehatchingrateoffertilized

eggsforontransgenicandwildtypezebrafishinsalinityof0to8‰.

Inconclusion,transgeniczebrafishwasinferiortowildtypezebrafishinlow

temperatureandsalinitytolerance.Consideringthatwildtypezebrafishhasnot

establishedinKoreaprobablyduetolow temperature,thepossiblesettlement

oftransgeniczebrafishinKoreannaturalhabitatisverylow.
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Ⅰ.서 론

제브라피쉬는 세대가 짧고 사육 및 번식이 용이해서 의약,생태,유전 등

다양한 분야에서 연구의 모델 동물로서 매우 유용하게 사용되어 왔다

(Gongetal.,2003;HsiaoandTsai,2003).최근에는 현대 생명공학기술의

발달과 함께 새로운 유전자를 주입해서 형질 전환된 형광 제브라피쉬가 개

발되어 국외에서 유통되고 국내에서도 유통된 적이 있다.Wild type제브

라피쉬((Daniorerio)의 경우에는 체측에 뚜렷한 청록색의 가로 줄무늬가

있는 반면,2008년 1월 1일 “유전자변형생물체의 국가 간 이동 등에 관한

법률(이하 LMO법)”의 발효에 따라 국내에 유통이 금지된 Transgenic제

브라피쉬의 경우에는 체측에 wildtype제브라피쉬와 달리 줄무늬가 없으

며,몸 전체의 채색이 UV등 하에서는 더욱 밝게 빛을 발하는 오랜지색의

형광빛을 띠고 있어 wildtype제브라피쉬와는 완전히 다르다(Hsiaoand

Tsai,2003).

Transgenic 제브라피쉬는 유전자발현을 위해 goldenzebrafishα-actin

genepromoter와 seacoralredfluorescentprotein이 포함된 constructp-

αDsRedITR이 제브라피쉬의 수정 난에 주입되어 만들어졌는데,이러한 형

질전환 어류를 만드는 현재의 형질 전환기술에는 몇 가지 불확실성이 존재

한다.다시 말해,유전자변형기술(transgenictechnique)은 센트럴도그마 즉,

생명현상이 ‘DNA→RNA→Protein'라는 과정을 통해 조절된다는 개념을

토대로 하고있다(Quist et al.,2007).그러나 생명과학이 발달하면서

genome내 유전자간의 상호작용 및 환경의 영향 등이 있다는 것이 알려졌
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다(Leitch,2007).이러한 새로운 사실은 기존 개념이 틀렸다는 것이 아니

라 생명현상의 이해를 보완하고,한편으로 위해성 평가에 있어서 특정 항

목에 대한 단순한 접근 보다는 환경과의 상호작용 및 예상하지 못한 결과

를 파악하기 위한 다양한 접근이 필요하다는 것을 의미한다.

이러한 측면에서,형질전환 기술로 탄생되어진 유전자변형 생물체 또한

자연환경이라는 테두리 안에서는 하나의 생물체이며,생물체라 함은 스스

로 자신이 처한 환경에 적응하며 생명활동(번식 및 진화 등)을 영유할 수

있다는 것을 의미한다.이렇게 한번 환경에 적응하고 확산이 되어 다양한

서식지로 유용형질을 획득한 유전자변형 생물체가 퍼져 나간다면 자연계

내에서 인위적으로 통제하기 어렵게 된다.

현재 국제사회는 이러한 유전자변형 생물체에 대하여 국제조약인 ‘바이

오안전성 의정서’를 채택하여 형질 전환된 유전자변형 생물체 즉,LMO에

대하여 국가 간의 이동(수출․입 등)이 발생할 경우 자국 내의 유전자원

및 환경에 대한 위해영향을 사전에 예방하고자 하는 ‘사전예방주의 원칙’에

입각하여 자연 환경에 대한 철저한 위해성 평가를 통해 안전성 확보가 된

LMO만을 대상으로 수출․입 승인을 하고 있으며,승인을 받기위한 위해

성 평가는 다양한 관점에서 수행되고 있는 실정이다(김형수 등,2006).또

한,형광발현 제브라피쉬의 경우 LMO법이 발효되기 이전에는 국내에서도

수입․유통 된 적이 있으나(진케이 사이언스,광주),관련법이 발효된 2008

년 1월 1일 이후에는 국내 유통 및 생산과 관련하여 직접적으로 단속된 사

례는 없다.그러나 외국에서는 동일 품종에 대해서 자국의 기준에 따른 위

해성 평가 및 심사를 거치지 않은 미승인 형광발현 제브라피쉬가 유통되어

국가에서 관련 업체 및 개인에 대한 단속을 수행한 사례가 다 수 있었다

(박진일 등,2007).

제브라피쉬는 일반적으로 인도 북동부 지역,방글라데시,네팔의 갠지스
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강과 브라마프트라강 유역 등 인도 대륙에 넓게 서식하는 것으로 보고되고

있으며,특히,물 흐름이 적고 정적인 상태의 수역과 쌀 재배지의 수로 등

에 서식하는 것으로 알려져 있다(Spenceetal.,2008;Daniels,2002).

이러한 일반적인 서식지 측면에서 제브라피쉬가 국내 자연 생태계 내에

서 월동을 하지 못할 것으로 추측하고 있으나,최근 국내 친환경 농법의

일환으로 시행된 논 생태 양식을 위해 수입된 왕우렁이가 겨울철 월동을

통해 우리나라 논 경지 생태환경에 위해요소로 지적되고 있는 실정임을 감

안하면 제브라피쉬에 대한 기초 생태연구의 필요성이 충분히 검토되어야

할 것이다(김형수 등,2006).

따라서,본 연구는 제브라피쉬를 대상으로 겨울철 우리나라 농수로 및

강변의 온도조건하에서 저온 내성 실험을 통해 국내 자연환경에 노출 되었

을 경우 또는,여름 장마철 등 수량이 많은 시기에 기존 서식지 이외에 기

수 혹은 하구언 등으로의 서식지 확대를 통해 야기될 수 있는 생태계 내

상호작용에 대한 영향을 연구하기 위한 기초실험으로써 wildtype제브라

피쉬와 transgenic제브라피쉬를 대상으로 실험실 수준에서의 생태 적응

능력을 평가하고자 수행되었다.
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Ⅱ.재료 및 방법

1.실험어 선정 및 사육조건

가.제브라피쉬

Wildtype제브라피쉬는 부산지역 중간 도매상을 통해 대만에서 수입된

개체를 구입한 후,국립수산과학원 생명공학연구소 LMO 생태실험실에서

최소 1달 이상 순치한 후 실험에 사용하였다.transgenic제브라피쉬는 국

내에서 2008년 이전 경남지역 관상어 집하장에서 구입하였던 적색형광 발

현 제브라피쉬(TK-2)를 실험실에서 유지․사육하며 교배를 통해 얻어진

개체들 중 부모세대와 같은 표현형(적색 형광)을 가지는 개체를 본 실험에

사용하였다(Fig.1).

실험에 사용된 wildtype및 transgenic제브라피쉬는 암수 구분 없이

모두 2±0.5cm 크기의 개체로써,생식에 가담하지 않은 개체를 사용하였

다.
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Fig.1.Externalshape ofwild type zebrafish (Danio rerio,left)and

transgeniczebrafish(TK-2,right).
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나.실험실 사육조건

LMO 생태실험실을 항온 항습기(범양,냉난방기)를 사용하여 24시간 동

일한 조건으로 유지시키며 사육실험에 사용되어지는 친어 수조의 온도를

24℃로 유지하였다.모든 친어조는 관상어용 스펀지 여과기(브릴란트 트윈

스펀지 여과기,독일)를 통해 적정 수준의 공기 공급과 함께 수질유지를

하였으며,실험이 수행되는 동안 실험실의 일주기는 명주기 및 암주기를

각각 14hr및 10hr로 자동조절 되도록 설정하였다.

일반적인 사육 조건하에서의 먹이 공급은 하루 두 번에 걸쳐 오전 10시

와 오후 4시에 각각 수조 내 급이 되는 먹이가 바닥에 떨어지지 않고 제브

라피쉬가 충분히 먹을 수 있는 정도의 양을 공급하였다.수조 청소는 먹이

공급 1시간 후에 사이펀을 통해 수행하였으며,실험에 사용한 제브라피쉬

를 사육하는 동안 사육수의 일반적인 수질검사는 다 항목 수질측정기

(Multi-Parameter-YSI600R,미국)로 분석하였다(Table1).
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Temperature

(℃)

Salinity

(‰)

Oxygen

Saturation(%)

Dissolved

Oxygen

(mg/ℓ)

pH

Mean±SD 24.20±0.24 0.23±0.01 83.1±13.1 6.93±1.06 7.47±0.16

Minimum 23.91 0.22 64.0 5.35 7.30

Maximum 24.66 0.24 96.2 7.96 7.68

Table1.Waterqualityofzebrafishculturetank.
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2.저온 내성 실험조건

본 연구에서는 wildtype제브라피쉬와 transgenic제브라피쉬의 저온

내성에 대한 평가뿐만 아니라 국내 자연환경에서 월동 가능성 평가를 위해

서 단시간에 급격한 온도 하락을 통해 제브라피쉬의 온도 내성을 비교하는

방법이 아니라,하루에 1℃씩 낮추어 먹이를 공급하면서 실험개체가 온도

하락에 적응할 수 있도록 하는 방법을 통해 실험을 수행 하였다.

저온 내성 실험을 위해서 wildtype및 transgenic제브라피쉬를 LMO

생태실험실 내 항온수조인 제브라피쉬 전문 사육시스템(OKE-2005Ltype,

제노믹디자인,한국)에서 24시간 이상 순치한 후,온도 내성 실험을 수행하

였다(Fig.2).

사육수의 온도는 최초 사육수온인 24℃에서 20℃까지는 하루에 4℃를 낮

추었으며,20℃부터는 하루에 1℃씩 4℃까지 낮추어 제브라피쉬의 온도 내

성에 대한 생태 습성을 관찰하였다.

실험 개체는 system 내 3.5ℓ의 수조에 wild type 제브라피쉬와

transgenic제브라피쉬를 각각 10마리씩 투입하였으며,3회 반복하여 실험

하였다.저온으로 인한 폐사 측정기준은 실험어가 자발적인 움직임을 상실

하고 외부의 충격에 반응하지 않으며,균형감각을 잃은 상태인 경우 폐사

한 것으로 간주하였다.
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Fig.2.Culturesystem forlow temperaturetoleranceexperiment.
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3.염분 내성 실험조건

가.조건별 부화율 조사

Wildtype및 transgenic제브라피쉬를 각각 암 :수 비율을 4:8정도

로 단체교배를 통해 얻어진 수정난을 대상으로 염분 농도에 따른 조건별

부화율을 조사하였다.

실험실에 공급되는 수돗물을 브릴란트 트윈 스펀지 여과기가 부착된

40L용량의 사각수조에서 24hr동안 공기를 공급 한 후,실험을 위해 준비

해 둔 500㎖ 비이커에 300㎖ 공급하였다.각 실험군의 염분 농도는 99%

정제염(NaCl,Sigma,USA)를 사용하여 각각 수돗물,2‰,4‰,6‰ 및 8‰

군으로 설정하였으며,설정된 실험군에는 각각 20개씩의 수정난을 투입한

후,각각의 부화율을 측정하였다.

나.염분에 대한 96hr-LC50

Wildtype제브라피쉬와 transgenic제브라피쉬의 염분에 대한 단기적

급성농도 노출에 따른 폐사 경향을 보기 위해서 염분 농도구를 7.0‰,7.

4‰,7.8‰,8.2‰,8.6‰,9‰로 설정하였다.또한,96hr-LC50을 보기 위해서

염분에 대한 단기 급성 농도 노출에 따른 폐사 경향의 결과를 바탕으로 염

분 농도구를 8.0‰, 8.4‰, 8.8‰, 9.2‰, 9.6‰, 10‰로 설정하였다.

96hr-LC50측정에는 10ℓ 수조에 5ℓ의 실험용액을 채우고 위에서 제시한

염분 농도구에 wildtype제브라피쉬와 transgenic제브라피쉬를 농도구별
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로 각각 10마리씩 총 20마리를 투입하였으며 96hr-LC50은 회귀관계식을 통

해 산출하였다.실험에 투입한 모든 개체는 투입 전 24시간 동안 먹이는

공급하지 않았다.

다.염분 적응력

Wildtype제브라피쉬와 transgenic제브라피쉬의 염분에 대한 적응력을

비교하기 위해,10ℓ 수조에 5ℓ의 사육수를 채우고 각 염분 농도구별로

각각 10마리씩 투입하였다.염분은 3‰에서 시작해서 매일 1‰씩 증가시켜

서 5‰,5.5‰,6‰,6.5‰,7‰로 맞추었으며 먹이는 계속 공급하였다.

먹이는 관상어용 부상사료(테트라민,독일)를 공급하였으며,표층에 떠있

는 먹이를 실험어가 먹지 못하고 바닥에 떨어지는 시점까지 충분한 양을

하루에 1번 공급하였다.먹이 공급 1시간 경과 후 사육 수조의 바닥에 남

은 먹이 및 배설물은 모두 제거하였다.사육수는 염분 농도구별로 매일 1

ℓ씩 남은 먹이와 분 제거 직 후 각각 수조에 맞는 실험 농도로 보충해 주

었다.
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Ⅲ.결 과

1.저온 내성 실험

24℃ 적응된 제브라피쉬를 20℃로 온도를 하락시킨 후 매일 1℃ 낮추며

관찰한 결과는 Fig.3과 Table2.와 같다.15～16℃에서 먹이를 공급하기

위해 실험자가 접근했을 때 온도변화로 인해 뒤로 물러서는 행동이 관찰되

었으며 일부 개체들은 한쪽 구석에 움크리고 머무는 행동을 보이기 시작했

다.Wildtype제브라피쉬가 transgenic제브라피쉬 보다 더 뚜렷한 무리형

성 행동을 보였다.그러나 개체 간에 차이가 있고 계속 움직이고 있어서

정량화할 수는 없었다.온도가 더 내려감에 따라 움직임이 둔해졌으며 바

닥에 가라앉는 개체가 증가했다.일부 개체는 유영을 하기 위해 꼬리지느

러미를 움직이지만,꼬리지느러미를 움직일 때 잠시 상승한 후 바로 서서

히 어류 몸체가 가라앉았고,이런 움직임이 반복적으로 나타났다.

먹이는 10℃에서는 모든 실험 구에서 다수의 개체가 섭이행동을 보였으

나 9℃로 온도가 내려왔을 때에는 wildtype제브라피쉬 실험에서 단 2마

리가 약간의 섭이 행동을 보여서 10℃에서 섭이가 가능하나 9℃에서는 섭

이가 중단되었다고 할 수 있었다.온도 하락과 더불어 유영력이 떨어짐에

따라 움직임이 둔해지고 유영력도 떨어져 섭이행동의 효율성도 떨어지는

것으로 보였다.한편 정상적인 온도에서는 제브라피쉬는 무리를 형성하고

무리와 떨어지지 않는 행동을 보이나,온도 하락과 함께 일부 개체를 무리

와 떨어져 있는 행동을 보이는 개체가 종종 나타났다.첫 폐사는 9℃에서
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wildtype제브라피쉬 한 마리가 폐사했으나 온도 하락 시 일반적으로 나

타나는 움직임이 느려지다가 먹이 섭이가 중단되고 유영력이 떨어져 폐사

에 이르게 되는 과정을 보이진 않아서 온도하락이 직접적인 원인이 아닌

것으로 여겨진다.정상적인 온도 하락에 따른 반응은 보이면서 나타난 폐

사는 6℃에서 형질전환 제브라피쉬 집단에서 처음으로 나타났다 (Table

2).

본 실험 결과에서 나타난 일반적인 폐사과정은 Fig.3과 같았다.먼저

움직임이 둔해지고 일부 개체는 정상적인 유영을 하나 바닥으로 가라앉는

모습을 보이는 개체가 있었으며 또한 일부 개체는 바닥에 붙은 채로 계속

머물렀다.그 후 섭이가 중단되고 무리를 떠나 독단적으로 있는 개체가 증

가하였으며,온도가 더 하락함에 따라 점차 균형을 잃고 호흡만 하는 상태

를 유지하다가 결국 폐사하였다.

Wild제브라피쉬와 transgenic제브라피쉬에 있어서 폐사과정은 크게 차

이가 없었으나 균형 상실 및 폐사에 이르는 온도는 차이가 났다.6℃에서

wild제브라피쉬는 일부 개체가 균형을 잃긴 했어도 대부분이 생존한 상황

이었지만,transgenic제브라피쉬 실험 구에서는 과반 수 이상이 폐사함으

로 저온 내성 차이를 보였다.

Wild제브라피쉬와 transgenic제브라피쉬의 폐사는 7℃에서 처음 나타

났으며(Table3),형질전환 제브라피쉬가 일반 제브라피쉬에 비해 더 빠른

폐사를 보였다.
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Fig.3.Theprocessofdeathofzebrafishduetolow temperature.
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Temperature Behaviour

15～16℃ 온도하락으로 사람이 접근이 경계하는 행동이 일어남

10～14℃
온도하락으로 유영능력이 떨어지고 일부개체는 바닥에 붙어 있

음

9～10℃ 섭이가 행동이 중단됨

7℃
형질전환 제브라피쉬에서 균형을 잃은 개체가 나타나고 첫 폐사

가 나타남

6℃
대부분의 형질전환 제브라피쉬가 폐사하였으며,일반 제브라피

쉬도 균형을 잃은 개체 및 폐사 개체가 발견됨

5℃ 형질전환 제브라피쉬 모두 폐사

4℃ 일반 제브라피쉬 모두 폐사

Table 2. Behaviour of transgenic and wild type zebrafish depend on

temperaturedrop.
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Temperature

(℃)

Wild(%) Transgenic(%)

average ±S.D average ±S.D

7 100 0.00 83.33 20.82

6 93.33 5.77 43.33 5.77

5 73.33 15.28 0.00 0.00

4 0 0.00 0 0.00

Table3.Survivalrateoftransgenicandwildtypezebrafishinaccordancewith

temperaturedrop.
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2.염분 내성 실험

가.조건별 수정난 부화율

염분 농도별 제브라피쉬의 난 부화율을 알아보기 위해 수돗물(0‰),2‰,

4‰,6‰,8‰에서 wildtype제브라피쉬와 transgenic제브라피쉬의 수정

난을 받아서 petridish에서 부화율을 조사하였으며 그 결과는 Fig.4와

같았다.

부화는 4일째부터 시작해서 늦게는 8일 째에 부화하는 개체도 발견되었

으며,부화율은 2‰에서 가장 좋았다.0‰과 2‰에서는 wildtype제브라피

쉬 난의 부화율이 80%로 높았으며,그 이상의 염분에서는 부화는 가능하

나 정상적인 부화가 되지 않았으며 대체로 기형으로 부화하고 체색도 검게

변하였다.본 실험 결과에서 2‰에서 부화에 더 좋은 효과를 가져왔으며

4‰이상에서는 정상적인 부화가 어려운 것으로 나타났다.두 집단 간의 뚜

렷한 차이는 나타나지 않았다.
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Fig.4.Hatchingrateofwildtypeandtransgeniczebrafisheggatdifferent

salinity.
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나.염분에 대한 96hr-LC50

Wildtype및 transgenic제브라피쉬와의 염분내성을 비교하기 위해 7‰,

7.4‰,7.8‰,8.2‰,8.6‰,9‰에서 염분 농도구에 각각 10마리씩 투입하여

노출일수에 따른 생존율 변화를 비교하였다(Fig.5).Wildtype제브라피쉬

는 9‰ 이하의 염분 농도구에서는 10일간 노출에서 8.2‰에서 1마리의 폐

사만 나타났을 뿐 다른 농도구에서는 폐사가 전혀 나타나지 않았으며,9‰

에서 2일 후부터 9일 째에 20%만이 생존했다.이에 반해 transgenic제브

라피쉬는 9‰에서 첫날부터 폐사가 나타났으며,다른 염분 농도구에서도

시간이 흘러감에 따라 점차 폐사율이 증가해서 transgenic제브라피쉬가

wildtype제브라피쉬 보다 염분에 대한 내성이 약한 것으로 나타났다(Fig.5).

Table 4는 8,8.4,8.8,9.2,9.6,10‰에서 급성노출에 다른 wild 및

transgenic제브라피쉬의 96시간 생존율의 변화를 보여준다.Wildtype제

브라피쉬는 24시간 노출 시 10‰에만 폐사가 일어났으며 48시간째에는 9.

6‰,10‰에서 각각 70% 및 60%의 생존율을 보였다.시간이 경과함에 따

라 폐사율은 계속 증가하여 72시간째에는 9.2‰에서 70%의 생존율을 보였

고 96시간째에는 10%에서 모든 개체가 폐사하였고,8.4‰에서는 90% 생존

율을 보였다.

반면 transgenic제브라피쉬에서는 24시간째에 9.6‰ 및 10‰ 두 농도구

에서 폐사가 일어났으며,48시간째에 9.2‰에서 벌써 생존율이 50%로 감소

하였으며 96시간째에는 9.6‰ 및 10‰에서는 모든 개체가 폐사하였고 8‰

에서도 폐사가 일어나 생존율은 90%를 보였다.
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96시간째 폐사율을 기초로 해서 모든 개체가 죽은 농도구 및 모든 개체

가 생존한 농도구를 제외하고,회귀관계식을 얻어 구한 96hr-LC50값은

wildtype제브라피쉬와 transgenic제브라피쉬에서 각각 9.22‰ 및 8.6

5‰로 나타났다. 결과적으로 wild type 제브라피쉬의 96hr-LC50이

transgenic제브라피쉬보다 높아서 wildtype제브라피쉬가 염분에 대한

내성은 높은 것으로 나타났다.
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Fig.5.Changeofzebrafish'ssurvivalrateateachsalinityconcentrationin

accordancewithexposureday.
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Table 4.Survivalrate oftransgenic and wild type zebrafish survivalat

differentconcentration.

Salinity

(‰)

Exposuretime(hr)
96h-LC50

24 48 72 96

Wild

8 100 100 100 100

9.22‰

8.4 100 100 100 90

8.8 100 100 100 90

9.2 100 100 70 70

9.6 100 70 30 20

10 90 60 10 0

Transgenic

8 100 100 100 90

8.65‰

8.4 100 80 70 40

8.8 100 100 100 70

9.2 100 50 40 10

9.6 90 40 20 0

10 70 20 10 0
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다.염분 적응력

염분에 대한 적응성을 비교하기 위해 NaCl을 공급하여 3‰에서 1‰씩

증가시키고,5‰부터 0.5‰씩 증가시키면서 유지한 결과는 Fig.6과 같다.

5,5.5‰에서는 20일간 사육에서 wildtype제브라피쉬 및 transgenic제

브라피쉬 두 집단에서 모든 개체가 다 생존하여 생존율은 100%를 보였고,

wildtype제브라피쉬에서는 6.5‰까지 모든 집단에서 폐사가 나타나지 않

아 생존율이 100%였으며 7%에서 15일째 폐사가 나타나 생존율이 90%였

으며 19일째에 또한 생존율은 70%였다.반면 transgenic제브라피쉬에서는

6‰에서 16일째 폐사가 나타나 생존율이 90%였으며 실험 종료일까지 추가

적인 폐사는 나타나지 않았다.6.5‰에서는 생존율이 16일째 90%,17일째

80%,19일째 70%로 나타났다.7‰에서는 15일째 90%,16일째 80%,17일

째 60,19일째 50,20일째 40%로 나타났다.Wildtype제브라피쉬는 6.5‰

에서는 폐사가 나타나지 않아서 실험 기간 동안 6.5‰까지는 적응이 가능

하고 7‰에서 영향을 받는 것으로 나타났으며 반면 transgenic제브라피쉬

는 5.5~6‰에서 생존율이 90%이상이므로 적응이 가능하고 그 이상의 염분

농도에서는 지속적으로 폐사가 일어났다.
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Fig.6.Transgenicand wild type zebrafish's survivalrateatdifferent

salinityconcentration.
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Ⅳ.결론 및 고찰

1.저온 내성

현재까지 국내 생태계에서 제브라피쉬가 정착하였다는 보고나 채집과정

에서 발견되었다는 보고는 없다(박진일 등,2007).또한 제브라피쉬는 인도

대륙의 아열대 지역에 서식하므로 겨울철 수온이 내려감에 따라 폐사함으

로 정착할 수 없는 것으로 생각된다(김형수 등,2006).또한 기존의 분포

지역은 담수 역에서 분포하는 것으로 나타나고 있어서 기수 역이나 해수

역에서는 발견되지 않는다.그러나 형질전환 형광 제브라피쉬에는 기존에

없던 외래 유전자가 wildtype제브라피쉬의 genome에 이식됨에 따라 다

른 유전자의 상호작용 등으로 예상하지 못한 형질을 가지게 될 수 있다.

비록 현재 transgenic제브라피쉬가 유통이 되지 않지만 2008년 1월 1일

LMO법이 발효되기 전까지 일반 관상어와 함께 판매되었고,이전에 판매

된 transgenic형광 관상어가 유통되면서 환경으로 방출되었을 수도 있으

므로 비록 국내 생태계에 적응할 가능성이 낮지만 관련 자료가 요구되는

상황이다.이러한 평가의 첫 출발점은 유전자변형 생물이 기존 생물과 어

떻게 달라지는지 파악하는 것이며,본 실험은 transgenic제브라피쉬가 저

온 내성과 염분 내성에서 wildtype제브라피쉬와 어떻게 다른지 알아 보

기위해 수행되었다.저온 내성은 단지 내성 비교가 아니라 월동 가능성을

평가하기 위함이므로 적응시간을 주기 위해 하루에 1℃씩 하락시키는 방법

이 사용되었다.
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본 실험에서 wildtype제브라피쉬는 5℃에서 평균 73%의 생존율을 보

였으나,transgenic제브라피쉬는 5℃에서 모두 폐사하였고,wildtype제

브라피쉬는 4℃에서 모두 폐사함으로 폐사온도에 있어서 명확한 차이를

보였다.이를 토대로 판단할 때 transgenic제브라피쉬는 wildtype제브라

피쉬 보다 저온에 대한 내성이 약하고 따라서 wildtype제브라피쉬가 국

내 생태계에서 월동을 못할 것으로 고려되는 상황이므로 transgenic제브

라피쉬 또한 월동하지 못할 것으로 여겨진다.

한편,현재 미국에서 유통되고 있는 유전자변형 형광 제브라피쉬

(Glofish
TM
)에 대한 저온 내성에 대한 연구에서도 비슷한 연구 결과가 보

고되었다(CortemegliaandBeitinger,2006).20℃와 30℃에서 wildtype제

브라피쉬 및 transgenic제브라피쉬를 각각 적응시킨 후 저온 내성을 비교

한 결과에서 wildtype제브라피쉬가 transgenic제브라피쉬 보다 저온 내

성이 강한 것으로 나타났다.그러나 약 0.3℃의 저온 내성 차이를 보여서

wildtype제브라피쉬 및 transgenic제브라피쉬가 9개 남서부 주에서는

생존할 가능성이 있다고 언급하고 있다.특히 제브라피쉬도 남부 지역에

적응할 수 있을 뿐만 아니라 Threadfin shad (Dorosma petenense),

Mosquitofish(Gambusiaaffinis)처럼 자연 선택에 의해 서식 범위를 확대

할 수도 있음을 언급한다.국내에서 유사한 사례로는 왕 우렁이가 있다.월

동이 불가능할 것으로 여겨졌던 왕 우렁이 (GoldenAppleSnail,Pomacea

canaliculata)가 국내 생태계에 적응,특히 겨울철 저온에 적응하여 서식범

위를 확대하여 피해를 준 사례가 언론에서 여러 차례 보도된 적이 있다.

저온에 노출되면 나타나는 행동 패턴의 변화는 이미 여러 연구자들에 의

해 보고되었으며(ShaflandandPestrak,1982;Jennings,1991;Bennettet

al.,1997),그런 행동은 본 실험에서도 나타났다.Cortemeglia(2005)는 10℃

까지는 zebrafish가 무리형성을 하고 있는 것으로 보고하였으나 본 실험
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결과에서는 15℃ 정도에서 일부 개체는 온도 변화에 한쪽 구석 바닥에 무

리를 형성하여 모여 움직임 없이 지속적으로 머무는 현상이 나타났으며,

그 정도는 반복 구 마다 약간 달랐다.이러한 결과는 본 실험의 결과와는

약간의 차이를 보인다.본 연구에서는 섭이 중지가 9℃에서 나타나 20℃

적응 집단과 30℃ 적응 집단에서 각각 11℃와 12∼13℃로 보고한 결과와는

2℃가 넘는 큰 차이가 있었다.이러한 차이는 같은 제브라피쉬이지만 개발

사가 다르고,사육 시스템 및 저온 유지 시스템의 차이 등에 환경 및 유전

적 차이에 기인하는 것으로 생각된다.

2.염분 내성

제브라피쉬는 인도 북동부 지역,방글라데시,네팔의 갠지스강과 브라마

프트라강 유역에 주로 서식하며 그 외 여러 지역에서 확인되어 인도 대륙

에 넓게 서식하며(Spenceetal.,2008),특히 물 흐름이 적고 정적인 상태

의 수역,쌀 재배지의 수로 등에 서식하는 것으로 알려져 있다(Daniels,

2002).이러한 서식 특성상 자연 생태계에서는 기수역이나 바다와 같은 염

분이 높은 수역에는 노출되지 않는다.본 실험에서 제브라피쉬의 염분 내

성은 96hr-LC50이 9.22‰이였으며,또한 염분 농도구를 설정하기 위한 예비

실험에서 96시간 동안에 폐사가 일어나는 농도구와 일어나지 않는 농도구

가 매우 좁아서 최저 8‰에서 최고 10‰로 2‰ 범위 내에서 농도구가 설정

되었다.이런 좁은 농도구는 제브라피쉬가 오랜 적응과정에서 서식환경이

일정한 염분범위를 벗어나지 않았기 때문으로 여겨진다.이것은 4‰ 이상

의 염분에서 정상적인 부화가 이루어지지 않는 결과와 일치하며,또한
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Sawantetal.(2001)의 보고에서도 난 부화가 4‰에서는 정상적으로 일어

나지 않음을 보고하고 있다.

담수어종인 Flatheadcatfish(Pylodictisolivaris)의 96hr-LC50은 10.0‰

로 보고되어 있으며 (Bringolf et al.,2005),Northern pike의 경우

72hr-LC50이 10℃와 18℃에서 각각 11.2‰와 12.2‰ 으로 보고되고 있으며

(Jacobsenetal.,2007),본 연구에서는 96hr-LC50값이 wildtype제브라피

쉬가 9.22‰,transgenic제브라피쉬가 8.65‰로 나타나 다른 담수 어종에

비해 염분내성이 약한 것으로 보인다.

제브라피쉬가 염분 내성이 높아지거나 날씨가 추워지면 적절한 염분 및

따뜻한 수역을 찾아 또는 먹이를 찾아 이동할 가능성이 있고,이로 인해

새로운 서식지 확대로 이어질 수 있지만 wildtype제브라피쉬가 기수지역

으로 서식지가 확대되었다는 보고가 없으며,염분 내성에 대한 비교에서

transgenic제브라피쉬의 염분 내성이 약한 것으로 나타남으로 transgenic

제브라피쉬의 기수 역 등으로 서식지를 확대할 가능성은 없는 것으로 보인

다.
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국문 초록

온도 및 염분은 어류의 서식지 정착에서 중요한 요소이다.일반 제브라

피쉬가 한국에서 서식한다는 보고는 없었다.본 연구는 한국에서 형질전환

제브라피쉬가 우연히 자연에 방출되어 정착을 하였을 때 일어날 수 있는

가능성을 형질전환과 일반 제브라피쉬에 대한 저온 및 염분이 생존에 미치

는 영향을 비교하기 위해 수행하였다.

제브라피쉬는 15～16℃에 느린 움직임을 보여주었고 9～10℃ 에서는 먹

이 섭이가 중단되었고 형질전환 제브라피쉬는 7℃에서 첫 폐사가 시작되어

5℃에서 모든 개체가 폐사하였다.대조적으로,일반 제브라피쉬는 6℃에서

첫 폐사가 시작되어 4℃에서 모든 개체가 폐사하였는데 이는 형질전환 제

브라피쉬가 일반 제브라피쉬보다 낮은 온도에 더 민감하다는 것을 보여준

다.

8,8.4,8.8,9.2,9.6,10‰의 염분에 대한 96시간 노출에서는 형질전환

제브라피쉬는 9.6‰에서 24시간 노출 후 첫 폐사가 나타났고,일반 제브라

피쉬는 10‰에서 24시간 노출에서 첫 폐사가 나타났다. 염분노출에 따른

96시간 반수치사농도는 형질전환 제브라피쉬와 일반 제브라피쉬에서 각각

8.65‰와 9.22‰로 나타났다. 형질전환 및 일반 제브라피쉬의 염분적응성

을 비교하기 위한 실험에서 형질전환 제브라피쉬는 6,6.5,7‰에서 16알

이후 폐사가 나타난 반면,일반 제브라피쉬는 18일째 7‰에서 폐사가 나타

났다.0‰ 에서 8‰까지 염분 노출에 따른 형질전환 및 일반 제브라피쉬의

수정난에 대한 부화율을 측정한 결과에서는 큰 차이를 보이지 않았다.

결론적으로,형질전환 제브라피쉬는 일반 제브라피쉬에 비해 저온 및 염

분에 대한 내성이 약했다.일반 제브라피쉬가 저온으로 인해 한국에서 정
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착하지 못했다는 점을 고려할 때,한국 자연 생태계 내에서 형질전환 제브

라피쉬의 정착의 가능성 또한 낮다.
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재현 연구사님,김형수 연구사님,김호경 선생님께 감사드립니다.또한 실험실의

모든 일을 함께 했던 임수연,김혜민 선생님께 감사드리며,그 외 2년을 함께 했던

이상숙,김이경,박인숙 선생님을 비롯하여 많은 선생님들이 있어 힘들 때나 기쁠

때나 즐겁게 생활할 수 있었습니다.

연구소 생활로 실험실 생활에 다소 소홀함이 있음에도 많은 조언과 도움을 준

경용선배,상은이 언니,은정이 언니를 비롯하여 많은 학부 후배들께도 감사의 말

씀을 전하며,항상 곁에서 많은 힘이 되어준 큰 은영,작은 은영이 언니를 비롯하

여 수정,재유,호진이 오빠,지영,진란,송이 언니에게도 감사합니다.

졸업을 몇 달 앞두고 가장 힘들 때 옆에서 많은 힘이 되어 준 사랑하는 내 반

쪽 자뻑 왕자님과 나의 오랜 친구들 혜림,영이,수진,달샘,68계모임 친구들,그

밖에 언급하지 못한 많은 친구들과 기쁨을 함께 하고 싶습니다.

끝으로,무한한 사랑과 한없는 희생으로 저를 보살펴 주신 사랑하는 엄마,아

빠,내 동생 정희,제가 무사히 공부를 마칠 수 있도록 많은 도움을 주신 존경하는

할아버지,할머니를 비롯한 우리 세 이모들께 사랑하고 감사드린다는 말씀과 함께

이 논문을 바칩니다.
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