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Histopathological analysis and transcriptome profiling on the organs of mud 

loach Misgurnus mizolepis exposed to non-selective herbicide Basta 

Se-Won Hwang

Department Fisheries Biology, The Graduate School,

Pukyong National University

Abstract

  Basta herbicide, contains the active gradient of glufosinate ammonium, is 

widely used as a non-selective herbicide worldwide, and is rising concerns for 

potential environment and human health impacts. However, there has been no 

comprehensive investigation in the global molecular mechanism of glufosinate 

ammonium and Basta’s toxicity for fish species.

  This study, which has the ultimate goal of analysing the toxicity of Basta 

includes (1) analysis of acute toxicity and its lethal concentration (LC50) (2) 

histopathological analysis of gill and liver tissues exposed to subchronic 

toxicity from Basta  (3) global transcriptome profiling of brain, gill and liver 

tissues from mud loach Misgurnus mizolepis exposed to Basta.

  From the result of the analysis of acute toxicity, LC 50 values were 14.7 

ppm (48 h) and 12.0 ppm (96 h) in larvae, 33.2 ppm (48 h) and 30.8 ppm 

(96 h) in juvenile, and 43.4 ppm (48 h) and 38.7 ppm (96 h) in sub-adult of 

mud loach. 
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  In subchronic exposure tests, histological changes in gill and liver were 

evaluated with histopathological indices, allowing the damage quantification of  

fish which was exposed to different concentrations of Basta. Basta induced 

different histological alteration in a concentration - dependent manner. 

Clubshaping, epithelial lifting, and fusion of the lamella was observed in the 

gill, and lipidic vacuolization of the hepatocytes, nuclear pyknosis, leukocyte 

infiltration, hydropic degeneration and necrosis was found in liver.  

  In transcriptomics, identifying differentially expressed genes (DEGs) under a 

given condition was mainly performed by using RNA-seq data. To do this, the 

brain, gill and liver of mud loach sub adult exposed to 38.7 ppm (96 h) of 

Basta was used.

  The RNA sequencing data was generated by using the main equipment of 

next generation sequencer (Illumina HiSeq 4000 NGS platform). After the 

NGS analysis was completed, Clustering and assembly were performed with 

unigene by using the de novo assembly program Trinity and CD-HIT-est. 

Annotation was performed by using the Blast2Go program through the NCBI 

nr DB, KOG DB, GO, and KEGG databases.

  As the result of sequencing, total of 59,666,606 raw reads of brain in 

control, 76,898,472 raw reads of brain in experimental group, 71,834,144 raw 

reads of gill in control, 62,847,956 raw reads of gill in experimental group, 

53,836,300 raw reads of liver in control, and 62,803,310 raw reads of liver in 

experimental group were produced. As the result of trimming, assembly and 

clustering, 138,239 unigenes (average length of 764.9 bp) of brain in control, 

157,017 unigenes (average length of 744.6 bp) of brain in experimental group, 

104,035 unigenes (average length of 695.9 bp) of gill in control, 107,232 
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unigenes (average length of 606.9 bp of gill in experimental group, 82,805 

unigenes (average length of 736.4 bp) of liver in control, 122,321 unigenes 

(average length of 668.5 bp) of liver in experimental group were generated.

  Using the BLASTX program, sequences were blasted against NCBI nr, GO, 

KEGG and KOG databases. This process successfully annotated 77,081 

unigenes (32.43%) in brain, 61,952 unigenes (37.45%) in gill and 76,169 

(42.84%) in liver in NCBI nr databases. Total 18,004 unigenes (7.77%) in 

brain, 15,245 unigenes (9.22%) in gill, 16,949 unigenes (9.53%) in liver were 

annotated in KEGG. 

  Analysis results in Egg NOG DB, 32,487 unigenes (13.6%) in brain, 27,128 

unigenes (31.9%) in gill, 28,468 unigenes (16.01%) in liver were matched. GO 

terms were assigned to the predicted M. mizolepis genes to classify their 

function. Blast2GO successfully annotated 64,822 unigenes (27.27%) in brain, 

52,693 unigenes (31.85%) in gill and 65,288 unigenes (36.72%) in liver 

according to the three main GO classifications (BP, biological process; CC, 

cellular component; MF, molecular function).

  An overview of the number and ratio of assigned genes related to a specific 

term was provided by GO annotation. In the GO analysis of brain, unigenes 

involved in cellular process (GO:0009987, 15.6%) were most represented for 

the biological process. Regarding to the molecular function, binding 

(GO:0005488,45.6%) was the most represented, followed by catalytic activity 

(GO:0003824, 28.3%). Genes related to the cell (GO:0005623, 19.9%) and cell 

part (GO:0044464, 19.8%) were highly represented for the cellular component. 

  TRLs, IRFs, ILs, CCLs, TNF, STAT1, fos, MYD88 and RAC1 genes 

related to toll-like receptor pathway of innate immune system were 
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differentially expressed. Also, CASPs, IKBKG, STATs, IL3 and FADD genes 

related to TNF, MAPK and NF-κB signaling pathways in apoptosis were 

differentially expressed. Various genes related to arginine, proline, alanine, 

aspartate, glutamine, serine and threonine metabolism pathways and TCA cycle 

were differentially expressed in liver.

  These results will be used for good biomarker to health condition analysis 

of freshwater fish in paddy field, stream and river that in natural environments 

contaminated with Basta. Also, global transcripts profiling data will be used to 

evaluation of gene expression and early warning system to monitoring of 

fishes exposed to herbicide.
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Ⅰ. 서 론

  전 세계적으로 오랜 기간 동안 무비판적으로 농약을 사용해 왔다. 화학

비료와 제초제를 이용하여 작물을 재배하는 경우 서식 생물들의 생식 호르

몬의 불균형뿐만 아니라 대사장애를 일으킨다. 생태계에 직접적인 영향을 

미쳐 다양한 생물종의 항상성에 치명적인 원인이 된다(Grisolia, 2005).

  농화학 약품은 플랑크톤의 종 구성에 영향을 미치고 이에 따라 어류 군

집 변동을 야기한다. 따라서 직간접적인 영향을 받는 대표적인 수서생물 

지표종은 어류이다(Kime, 1995). 담수생태계는 농약의 침출, 유출 및 직간

접적인 살포나 바람의 영향에 따라 오염되고 있다(WHO, 2005). Grisolia 

(2005)와 Udroiu (2006)는 대규모 농장에서 대량으로 사용하는 농약은 생물 

다양성의 감소에 직접적인 관련이 있다고 하였다. 이는 돌연변이율의 증가

와 함께 민감한 유전자형이 제거됨으로써 환경변화에 적응할 수 있는 잠재

력을 감소시키고 유전적 부하를 증가시킬 수 있다.

  유엔식량농업기구(FAO)가 발간한 식량전망(Food Outlook) 보고서에 따르

면 2017년 전 세계 쌀 생산 예상량은 50,260만톤이다(FAO, 2017). 세계 최

대 쌀 생산국은 중국으로, 전년보다 0.4% 증가한 14,230만톤을 생산할 것

으로 전망됐다. 2∼5위는 인도 11,040만톤, 인도네시아 4,660만톤, 방글라데

시 3,480만톤, 베트남 2,860만톤이다. 우리나라의 쌀 생산량은 이집트 420만

톤과 비슷한 수준이다(FAO, 2017).

  제초제 사용에 따라 쌀 생산이 증가되어 왔지만 인근수역의 오염, 생산

경비의 증가, 제초제에 대한 내성을 가진 해충의 진화 등의 결과를 초래할 

수도 있다(Settle et al., 1996; Yoo et al., 2002; Köck et al., 2010). 

  우리나라 경작지의 50% 이상은 논으로 이곳에서 생산되는 쌀은 주요 농
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작물이다. 한국의 쌀 자급률은 2014년 95.7%에 이른다. 최근 몇 년 동안 

화학비료와 제초제 사용량은 감소하며 친환경 농법은 2000년도부터 빠르게 

증가해왔다. 전통농법은 엄격한 환경과 동물복지 규칙에 따라 증가해왔으

며 이는 통합농법과 같은 새로운 접근과 방법론의 발달을 의미한다

(Ojeniyi, 2000). 

  농약의 과도한 사용에 따른 물의 오염으로 인해 어류 폐사율이 증가하지

만 낮은 농도의 영향에 대해서는 대부분 잘 알려지지 않고 있다. 생태독성

에 대한 개체의 생존, 성장과 생식은 실험실 수준의 연구들로 진행되고 있

다(Oost et al., 2003). 우리나라에서 수서생물 지표종을 이용한 생태계 건강

성 평가는 대부분 하천이나 호수를 대상으로 진행되었으며 농업지역의 수

생태계 건강성 평가에 관한 연구는 미비한 실정이다(김 등, 2012).

  제초제에 대한 어류의 독성 평가는 소형어류를 대상으로 진행된 바 있

다. Butachlor의 송사리 Oryzias latipes에 대한 독성시험(박 등, 2007), 

molinate의 송사리에 대한 만성독성 영향(박 등, 2006)이 연구되었다. 또한 

Shim and Self (1973)는 제초제인 PCP (pentachlorophenol)는 논에 서식하는 

송사리와 피라미에 강한 독성을 가지는 것으로 보고하였다. 논에 살포된 

농약의 활성성분이 물에 녹아 하천이나 호수에 유입될 수 있으므로 벼 재

배용 농약 사용량이 전체 사용량의 50% 정도인 우리나라에서는 농약이 수

서생물에 미치는 영향은 매우 크다(정과 박, 1990). 따라서 국내 벼 재배용 

농약의 등록 시 미꾸리에 대한 급성독성 시험성적을 반드시 제출하도록 하

고 있다(농촌진흥청, 2002). 벼를 재배하는 논에서 직접 수도용 농약은 종

류에 따라 차이가 있지만 약 10~55% 치사율을 보이는 것으로 나타났다(박 

등, 2003). 

  Basta는 현재 전 세계 80개국 이상에서 판매되고 있으며, Basta, Rely, 

Finale, Ignite, Challenge 및 Liberty라는 상품명으로 판매되고 있다(Shaner, 
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2000; Jewell and Buffin, 2001; Shipitalo et al., 2008). Basta의 원료인 

glufosinate ammonium은 phosphynic acid 계의 1년생 및 다년생 잡초에 대하

여 비선택적 비휘발성 제초제로서, 방선균 두 종으로부터 분리한 자연독소

로 유기 인산계의 아미노산이다(Ferreira Nunes et al., 2010). 

  Glufosinate ammonium은 식물체 내에서 glutamine synthetase를 억제하여 

암모니아를 생성하게 되고 이는 광합성 및 광호흡을 억제하여 단백성분을 

고갈시켜 식물체의 고사를 유발한다(Wendler and Wild, 1990). 그러나 동물

의 경우 암모니아의 세포 내 축적이 전적으로 glutamine synthetase에 의존

하지 않기 때문에 중독에 대한 영향은 적다(백 등, 2005). 또한 동물 중추

신경계 조직에서 glutamine synthetase와 glutamate decarboxylase도 억제한다

(Lacoste and Mansour, 1985; Fushiya et al., 1988; Logusch and Walker, 1989; 

Ebert and Leist, 1990; Hack et al., 1994). 이는 glutamate의 증가를 초래하고 

이런 과도한 glutamate의 분비는 신경세포를 파괴하는 것으로 알려져 있다

(Collingridge and Lester, 1989). Watanabe and Santo (1998)은 glufosinate 

ammonium이 glutamate의 구조적 유사체라는 점에 착안하여 glufosinate가 내

인성 glutamate의 신경 전달 기능을 경쟁적으로 방해하여 신경학적 증상을 

발생시킬 가능성이 있음을 제시하였다. 다른 연구들은 glufosinate 

ammonium이 중추신경계의 glutamate 수용체 중 NMDA (N-methyl-D- 

asparatate) 수용체에 결합하여 산화질소 생성을 촉진하므로 신경세포의 괴

사에 관여한다고 보고하고 있다(Michel and Agid, 1995; Nakaki et al. 2000). 

아울러 rat을 대상으로 실험한 연구는 활성성분인 glufosinate ammonium보

다 계면활성제, 전착제 등 다른 성분을 포함하고 있는 Basta가 더 높은 독

성을 가진다는 결과를 보고하였다(Koyama et al, 1997).  Basta는 2016년 기

준 우리나라 비선택성 제초제 시장의 1/3을 차지하며 Roundup과 함께 시장

을 양분하고 있다(한국작물보호협회, 2017). 제조사의 Basta 사용 매뉴얼에 
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의하면 잡초 제거를 위해서 60∼133 ml/20 L의 농도(3,000∼6,650 ppm)로 

경작지 또는 논둑에 직접 살포하는 것을 권장하고 있다(Bayer crop science, 

2018). 이는 Basta에 대한 무지개송어 LC50 (96 h)는 34 mg/L로 제시하고 

있어, 잡초 제거용 Basta 권장량이 무지개송어 LC50의 88.2∼195.6배 높은 

농도이다(U.S. EPA, 1986, 1990b).  

  비선택성 제초제에 대한 독성평가 모델로 어류를 이용한 연구는 세계적

으로 가장 많이 사용되고 있는 glyphosate (Roundup)에 대해 진행되었다. 

Jiraungkoorskul et al. (2002)은 틸라피아를 대상으로 glyphosate에 아만성 독

성 실험 결과 아가미 새엽은 이상 증식하였으며, 새판은 비대해지거나 협

착되고, 동맥류가 관찰되었으며, 간세포가 공포화되거나 핵응축이 나타났다

고 보고하였다. 또한 glyphosate formulation (Roundup)에 노출된 onesided 

livebearer, Jenynsia multidentata에 대한 간과 아가미 조직에 대한 조직학적 

변화와 수컷의 성적 행동이 감소한다는 결과를 보고하였다(Hued et al., 

2012). Langiano and Martinez (2008)는 열대어류 Prochilodus lineatus에서 

glyphosate에 대한 단기 독성 및 생화학적, 생리학적, 조직학적 연구를 수행

한 바 있다. 한편 우리나라에서 두 번째로 사용량이 많은 비선택성 제초제 

Basta에 대한 어류의 독성 연구는 marine medaka Oryzias dancena를 대상으

로 조직학적 변화 연구만이 보고되고 있다(Kang et al., 2014). 

미꾸리속(genus Misgurnus) 어류는 우리나라에서 식량과 불교의식에 중요

한 어종으로(Kim et al., 1994) 내수면 어업 생산량은 약 831톤이며, 부족한 

수요를 충당하기 위해 중국으로부터 매년 10,000톤 정도를 수입에 의존하

고 있다(수산정보포털, 2018). 미꾸리속 어류는 동아시아에 광범위하게 분

포하는 잉어목 담수어류이며, 중국에서는 식용과 전통 중의학에서 상업적

으로 중요한 종이다. 중국대륙에서 미꾸리과 어류의 양식 생산량은 2010년

에는 204,552톤에 이른다. 진흙 바닥에 잔잔하거나 부드럽게 흐르는 강, 호
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수, 연못에서 발견된다. 이들 어종은 넓은 농경지와 논과 평야배수로에 많

이 분포한다(Kano et al., 2010; Qin et al., 2010). 특히 미꾸라지는 빠른 배

아발달, 짧은 세대기간, 많은 수의 난을 가지고 있어 형질전환 연구에 잠재

적 모델 시스템으로 주목받고 있으며, 염색체 조작, 유전자 이식 등 실험모

델로 이용되고 있다(Nam et al., 2003). 

  논은 미꾸리속 어류의 산란장소로 이용되며 산란 후 자치어의 성장 및 

번식장소로서 매우 중요한 역할을 한다(Naruse and Oishi, 1996; Tanaka, 

1999). 우리나라에서 벼농사를 위해 제초제를 처리하는 시기는 주로 4월말

부터 6월 중순까지로 이 시기는 미꾸라지의 산란기와 일치하여 논과 하천

에 서식하는 미꾸라지에게 치명적 악영향을 끼친다. 송사리의 생육단계별

로 농약 등의 화학물질에 대한 어류의 감수성 변화를 조사한 결과, 발육 

초기단계에는 감수성이 매우 민감한 것으로 조사되었다(신 등, 1987).

차세대 염기서열 분석기술을 이용한 RNA sequencing (RNA-seq)이 최초

로 보고된 이후(Nagalakshmi et al., 2008; Wilhelm, et al., 2008), 실험 과정

과 대용량 정보의 확보 및 분석에 대한 빠른 진보를 가져왔다(Marguerat 

and Bähler, 2010; Martin and Wang, 2011; Ozsolak and Milos, 2011). De 

novo assembly는 transcriptome reconstruction을 위해 reference genome을 요구

하지 않으므로 게놈 분석이 완료되지 않은 종의 연구에 유리하다(Grabherr 

et al., 2013). 또한 RNA sequencing은 주로 실험조건에 따른 유전자 발현을 

비교하는데 사용하고 있으며, 각 실험조건에 따라 up 또는 down regulation

된 차등 발현 유전자(DEG, differentially expressed genes)를 reads count를 통

해 쉽게 분석 가능하다(Wang et al., 2009; Anders and Huber, 2010). 

  최근 위와 같은 장점으로 인해 농약 처리에 따른 전사체 프로파일링에 

대한 연구가 진행되고 있다. 제초제 Atrazine에 대한 zebrafish의 전사체 분

석(Weber et al., 2013), 연어의 피부에 기생하는 물이를 구제하기 위한 살충
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제 Deltamethrin 처리에 따른 물이(louse)의 전사체 프로파일링

(Chávez-Mardones and Gallardo-Escárate, 2015), glyphosate와 Roundup에 노출된 

brown trout의 산화스트레스 유도에 대한 전사체 프로파일링 등의 연구가 

진행된 바 있다(Webster and Santos, 2015).   

  본 연구에서는 사용량이 많음에도 불구하고 다양한 연구가 이루어지지 

않은 비선택성 제초제인 glufosinate ammonium을 원료로 하는 Basta에 대해 

논과 하천 생태계의 중요한 생물 종인 미꾸라지를 대상으로 독성 평가와 

유전자 발현 연구에 대한 유용한 가이드라인을 제공하기 위해 수행하였다. 

이를 위해 첫째, 미꾸라지 성장단계별 Basta의 급성독성을 펑가하기 위해 

반수치사 농도를 구하였으며, 둘째, Basta의 아만성 독성 평가를 위해 조직

학적 변화를 관찰하였으며, 마지막으로 Basta 노출에 따른 다양한 조직별 

차등 발현하는 전사체 프로파일을 분석하였다. 
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Ⅱ. 재료 및 방법

1. 시험물질

  Basta (2-Amino-4-(hydroxymethylphosphinyl) butyric acid ammonium salt, 

DL-Phosphinothricin)는 1980년 이래로 적은 양으로 이용할 수 있는 광범위

제초제이다. 바이엘 크롭 사이언스에서 개발한 비선택성 제초제로 1970년

대에 개발되었으며, 1984년에 영국에서 등록되었다. 시중에서 시판되고 있

는 Bast는 glufosinate ammonium 18%, 표면활성제와 전착제를 포함하고 있

다. 2016년 기준 우리나라 비선택성 제초제 사용량의 33%를 차지하고 있

다(한국작물보호협회, 2017). 현재 연구에 사용한 Basta는 18.02% 

glufosinate-ammonium as the active ingredient and 9.91% surfactants (Bayer 

Crop Science, 2013)이다.   

  

     Fig 2-1. Structural formula of glufosinate ammonium.

2. Basta의 미꾸라지에 대한 독성평가

  가. 시험생물

   (1) 자어
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  급성 독성시험에 사용한 어류는 성숙한 암컷과 수컷 친어를 이용하여 

HCG를 어체중 10 IU/g 농도로 주사하여 12시간 후에 복부를 압박하여 채

란한 다음 정액을 섞어 인공 수정하였다. 부화자어는 로티퍼와 알테미아 

부화유생을 공급하면서 사육하였다. 부화 후 10일째 자어(평균전장 

1.37±0.23 cm)를 대상으로 독성평가 실험을 수행하였다.

    (2) 치어 및 미성어

치어(평균전장 4.42±0.33 cm)와 미성어(평균전장 7.98±0.46 cm)는 충남 태

안군 남면에 소재하는 부남호 주변 농수로에서 미꾸라지 통발로 채집된 개

체를 수집하여 실험에 이용하였다. 실험어는 실험실로 운반한 다음 항생제

(OTC)와 포르말린 100 ppm 농도로 처리한 후 잉어용 배합 사료를 공급하

면서 2주 동안 실험실 수조에서 순치하였다.

  나. 독성시험

    (1) 급성 독성시험

  지수식 급성 독성시험(short-term static toxicity test)을 위해 자어, 치어, 미

성어 미꾸라지를 각 크기별로 예비 실험을 통해 얻어진 농도에 따라 24, 

48, 72, 96시간 동안 노출시켰다(24, 48, 72, 96 h, LC50). 현재 연구에 사용

한 Basta는 18.02% glufosinate - ammonium as the active ingredient and 

9.91% surfactants (Bayer CropScience, 2013)이다. 어류는 Basta nominal 

concentration에 따라 노출시켰다. 미성어 실험군의 48 h, LC50를 평가하기 

위해서 초기 독성평가는 Basta 농도에 따라 각각 다르게 진행하였다. 대조

군과 각 실험농도는 10 L 수조에서 실험군 당 20마리를 3반복 평가하였다. 

각 개체는 실험 전에 24시간 동안 굶겼고 실험 동안 먹이를 공급하지 않았

다. 어류는 아가미 움직임이 없거나 촉각자극에 반응이 없으면 즉시 제거
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하였고, 죽은 것으로 기록하였다. 제초제에 대한 각각 48 h과 96 h의 LC50

에 대해 치사율을 바탕으로 probit과 logit 분석을 통하여 계산하였고, 95% 

신뢰한계를 산출하였다. 급성 독성평가는 미꾸라지를 각각 다른 Basta 농도

로 24, 48, 72, 96시간 동안 노출시켰다. 자어 실험군은 0, 12, 14, 16, 18, 

20 ppm으로, 치어 실험군은 0, 25, 30, 35, 40, 45 ppm, 미성어 실험군은 0, 

30, 35, 40, 45, 50, 55 ppm으로 설정하고 수조에 각각 20마리를 수용하였

고, 3반복 실험하여 평가하였다. 

  자어 실험군은 2 L에서, 치어 실험군과 미성어 실험군은 10 L에서 실험

하였고, 사육수는 지하수를 24시간 에어레이션한 후에 사용하였고, 광주기

는 12 h : 12 h로 하였다. 모든 실험은 수온은 평균 25 ± 1℃ 이며, pH는 

6.98∼6.99 범위였고, 용존산소량은 6.0 ㎎/L였다. 또한 사육수는 매일 전량

을 환수하고 실험군의 농도를 시작 시와 동일하게 하였다. 이 연구의 모든 

과정들은 Care and Use of Laboratory Animals (National Research Council, 

2011), U.S. EPA (1990b)의 지침에 따라 수행하였다. 24시간마다 치사어와 

독성증상을 관찰하여 기록하였고 치사한 개체는 즉시 제거하였다.

    (2) 아만성 독성시험 

  아만성 독성시험은 자어 실험군과 미성어 실험군을 Basta에 2주와 4주 

동안 각기 다른 Basta 농도로 2주와 4주 동안 노출시켰다. 0, 2, 4, 8, 16 

ppm과 0, 4, 8, 16, 32 ppm 실험군과 대조군을 수조에 각각 20마리를 수용

하였고, 3반복 실험하여 분석하였다. 수조크기는 20 L에서 실험하였고 염

소를 제거한 수돗물을 이용하였으며, 수조에 블로워를 이용하여 공기를 주

입하였다. 광주기는 12 h : 12 h로 하였다. 모든 실험은 수온은 평균 25±

1℃였고, pH는 6.98∼6.99 범위였고, 용존산소량은 6.8∼7.2 ㎎/L였다. 이 연

구의 모든 과정들은 Care and Use of Laboratory Animals (National Research 
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Council, 2011), U.S. EPA (1990b)의 지침에 따라 수행하였다. 죽은 어류의 

수는 기록하고 나서 즉시 제거하였다.

    (3) 조직학적 분석

  아만성 독성평가한 미꾸라지들을 구간별 3개체씩 무작위로 선발하여 간, 

아가미, 뇌 조직에 대해 파라핀 절편을 제작하여 광학현미경으로 관찰하였

다. 농약독성 노출에 대한 미꾸라지 조직반응은 간, 아가미, 뇌 조직에 대

해 파라핀 절편을 제작하여 광학현미경으로 관찰하였다. 파라핀 절편은 

Presnell and Schreibman (1997)의 방법에 따라 실시하였으며, Basta 노출 후 

얼음물에 마취한 다음, 10% 포름알데하이드에 고정하여 24시간 동안 보관

하였다. 어류는 농도별 에탄올 시리즈에 탈수시켰고, xylene에 헹구었다. 파

라핀에 포매한 후 5 ㎛ 두께로 조직을 자른 후 hematoxylin-eosin (H&E)으

로 염색하였다. 조직 병변은 광학 현미경으로 검사하였고(E400, Nikon Co., 

Tokyo, Japan), 디지털 카메라로 사진 촬영하였다(Moticam Pro 205A; Motic 

Co., Hong Kong, China).

    (4) 병리조직학적 분석

  아가미의 조직학적 분석을 위해서 각 어류마다 5개의 새엽을 검사하였

다. 영향을 받은 새엽의 백분율을 계산하기 위해서 특이한 변화가 보여지

는 2차 새판의 수를 기록하였고, 검사한 아가미 새판의 수로 나누었다. 간

에서 조직학적 변화를 평가하기 위해서 병변의 형태는 모든 간에서 같이 

나타나기 때문에 간의 중앙부분을 병변을 확인하였다. 변화의 형태와 이것

은 존재는 각 부분에 대해 기록하였고 검사된 부분의 모든 수에서 나누었

다. 그리고 영향을 받은 간의 부분에 대한 값은 백분율로 환산하였다. 병리

조직학적 병변은 표준평가방법에 의해 평가하였고 Bernet et al. (1999)와  
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Hued et al. (2012)에 의한 방법을 이용하였다. 각 병리조직학적 변이는 4가

지 반응형태의 하나로 분류하였다. 순환장애(reaction pattern 1 = Rp1)는 혈

액과 조직액흐름의 병리학적 상태를 말하며, 퇴행성변이(reaction pattern 2 

= Rp2)는 조직의 기능적 감소나 손실이 나타나는 과정이며, 진행성변이

(reaction pattern 3 = Rp3)는 세포나 조직 활성에 따른 과정을 말한다. 염증

(reaction pattern 4 = Rp4)은 백혈구 침윤과 같은 다른 반응형태를 가지는 

염증과정을 말한다. 중요인자(W; range, 1∼3)는 병리학적 중요도에 의존하

여 관련 있는 병변에 따라 각 변이를 나타냈다. 값이 높은 중요인자는 어

류건강에 잠재적으로 큰 변이를 나타낸다(Bernet et al., 1999). 아가미와 간 

조직은 아가미 새엽이나 영향을 받은 간 조직부분의 백분율은 특별한 변이

의 단계와 존재에 따라 0∼6까지 점수로 평가하였다. 0 = 변화없음, 2 = 

경미한 양상, 4 = 경증양상, 6 = 중증양상. 각 변이에 대한 지수는 각 반응

패턴(Rporg = reaction pattern index for an organ)에 따라 주어진 지수를 합계

하였다. 조직의 각 반응패턴에 대한 지수는 종합조직지수(HIGills = gill 

hitopathological index; HIlLiv = liver hitopathological index)를 주어 합계하였

다. 전체 병리조직학적 지수(HITot)는 각 어류의 아가미와 간 지수를 더하여 

계산하였다(Table 2-1, Bernet et al., 1999). 

  다. 통계처리

  결과의 통계처리는 SPSS Version 21.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA) 

program을 사용하여 One-way ANOVA-test를 실시한 후, Tukey’s test로 평균 

간의 유의성을 검증하였다.
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Table 2-1.  Importance factors assigned to gill and liver histological alteration 

for each reaction pattern

Reaction pattern Alteration W

Gills

  Circulatory disturvances lamellar aneurysm 1

  Regressive changes Epithelial lifting 1

Fusion of the distal end of secondary 
lamellae 2

secondary lamella shortening 2

Necrosis 3

  Progressive changes Epithelial cell hyperplasia 1

Mucous cell hyperplasia 2

Liver

  Circulatory disturbances Sinusoid dilation 1

Blood congestion 1

  Regressive changes Hydropic degeneration 1

Lipid degeneration 2

Hepatocyte picnosis 2

Fibrosis 3

Necrosis 3

  Inflammation Leukocyte infiltration 2

After Bernet et al. (1999) and Hued et al. (2012).

W: importance factor.
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3. Basta 노출에 대한 NGS 분석을 통한 전사체 프로파일링

  가. Basta 노출 및 RNA sample

  Basta에 노출시킨 미꾸라지 Misgurnus mizolepis 미성어의 LC50 (48 h)를 

평가 후 생존한 개체들 중 대조군과 50 ppm 처리 실험군 개체를 대상으로 

각각 5마리에서 간, 뇌, 아가미 조직을 적출하여 액체질소를 이용해 급속 

냉각하였다. 채취된 샘플은 분석 시까지 2 ml cryo-tube에 수용하여 –196℃

의 액체질소 탱크에 보관하였다.

  

  나. RNA sequencing 및 assembly

    (1) Total RNA isolation

  Total RNA는 TRIzolTM Reagent (Invitrogen, USA)와 RNeasy Kit (Qiagen, 

Valencia, CA)를 이용하여 뇌, 아가미, 간 조직으로부터 추출하였다. 분리된 

RNA의 quality와 quantity를 측정하기 위해 Nanodrop-2000 spectrophotometer 

(Thermo, USA)와 Bioanalyzer 2100 (Agilent Technologies In., Santa Clara, 

CA, USA)를 이용하여 농도와 상태를 확인하였다.

    (2) RNA-seq library 구축 및 Illumina sequencing

  Total RNA에서 mRNA를 정제하기 위해 TruSeq RNA Sample Preparation 

Kit V2 (Illumina, San Diego, CA, USA)를 사용하였다. mRNA의 poly-A는 

poly-T oligo가 부착된 magnetic Oligo (dT) beads를 사용하여 정제하였고, 

mRNA는 sonication을 이용하여 단편화시켰다. 단편화된 후에 random 

hexamer priming으로 single-strand cDNA가닥으로 복제하였으며, DNA 

Polymerase I와 RNase H를 사용하여 double-stranded cDNA를 합성하였다. 

short ds-cDNA fragment의 end는 많이 손상되어 있으므로 합성된 cDNA 조

각들은 하나의 A염기가 첨가되는 말단 복구과정을 거친 후 ligation하였다.  
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생산물들은 agarose gel electrophoresis를 이용하여 분리하고 정제한 다음  

PCR 증폭 및 qPCR을 이용하여 cDNA library를 Agilent 2100 Bioanalyzer로 

QC를 확인하였고, Illumina Hiseq 4000 platform (2×150 paired-end reads)으로 

sequencing하였다.

    (3) Raw data 확보 및 Data trimming

  Illumina Hiseq 4000 sequencing 결과로 생산된 서열에서 adapter sequence

와 같은 불필요한 서열을 제거하는 trimming 과정을 수행하기 위하여 

cutadapt software (ver 1.11)을 사용하였으며, low-quality reads (quality score 

28이하)를 제거한 clean reads (high-quality reads)를 생성하였다. 

    (4) De novo Assembly 및 Clustering

  위의 clean reads (high-quality reads)로부터 Trinity program (V 2.4.0)을 이

용하여 de novo assembly를 수행하였다. Trinity program의 옵션 값은 k-mer 

size 25, 최소 contig 길이 200 bp이상으로 하여 clean reads로부터 contigs로 

assembly하였다. Trinity assembly 결과 생성된 contigs는 CD-HIT-est (CD-HIT 

version 4.7, 2017)를 사용하여 identity는 95% 조건으로 clustering하였다. 

Clustering된 서열들은 contigs와 singleton을 합쳐 각 샘플에 대한 unigene set

으로 지정하였으며, BLASTX와 Blast2GO 분석에서의 annotation을 위해 사

용되었다. 

    (5) Differentially expressed gene analysis

  De novo assembly에 의해 생성된 unigene contig set들은 RNA-seq 발현분

석에 의한 reference로 이용하였다. Bowtie2 (http://bowtie-bio.sourceforge. 

net/bowtie2) software를 default parameters를 양질의 정리된 unigene contig 
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sequences를 정렬(index)하는데 이용하였고, Cuffdiff software  

http://cole-trapnelllab.github.io/cufflinks/)는 fragments per kilobase of exon per 

million mapped fragments (FPKM)을 유전자 발현을 평가하는데 사용하였다. 

FPKM방법은 유전자 발현 평가는 유전자 길이 편차와 샘플 seqeuencing에 

대한 정규화, 샘플간의 발현양 비교, 유전자의 비교를 제공한다. Basta에 노

출되지 않은 미꾸라지와 Basta에 노출된 미꾸라지의 각 샘플에 대한 DEG 

분석에서 얻은 유전자 발현 profiles을 R-package의 gplot을 이용하여 Scatter 

plot과 volcano plot을 작성하였으며 또한 DEG 분석에서 FC값 2이상 q값 

0.05이하인 contig들을 이용하여 heatmap을 작성하였다.

  다. Annotation

    (1) Database 구축 및 annotation

  대조군과 Basta에 노출된 미꾸라지의 unigene에 대한 annotation은 

BLASTX program과 Blast2Go 프로그램을 사용하여 각 contig들의 유전자적 

기능을 확인하기 위해서 수행하였다. Annotation된 unigene들에 대해 대조군

과 실험군간 공통된 부분과 각각 다르게 발현되는 contigs를 확인하였고, 

annotation한 것을 ven diagram으로 나타내었다(Pirooznia et al., 2007).  

    (2) Functional annotation of unigenes

  최종적으로 확보된 각 샘플들 unigene set의 annotation을 진행하기 위하여 

NCBI BLASTX 프로그램 (e-value option: 1.0E-3)과 Blast2GO 프로그램 (ver 

4.1.9) 을 이용하여 default 옵션으로 유전자를 기능별로 분류하는 GO (Gene 

Ontology) 분석을 수행하였으며, 그리고 metabolic pathway를 분석하는 

KEGG (www.genme.jp/kegg/pathway.html, Kyoto Encyclopedia of genes and 

Genomes) pathway 분석을 실시하였다. 
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Ⅲ. 결  과

1. Basta 독성시험

  가. 급성독성 

    (1) 누적폐사율

      (가) 자어 

  대조군의 실험어는 실험기간 중 폐사가 전혀 관찰되지 않았으나 모든 

Basta 실험군에서 처리농도와 시간의 증가에 따라 폐사량이 증가하였다

(Table 3-1). 24시간째 가장 낮은 농도인 12 ppm 실험군이 16.7% 폐사하였

고, 가장 높은 20 ppm 실험군은 43.3%가 폐사하였다. 48시간째는 각 실험

군의 누적 폐사율이 소폭 증가였으며, 72시간째에는 20 ppm 실험군의 누적

폐사율이 98.3%까지 증가하였다(P<0.05). 96시간째에는 12 ppm 실험군이 

51.7%로 농도 증가에 따라 폐사율이 증가되었으며, 18 ppm과 20 ppm 실험

군의 누적 폐사율이 각각 98.3%와 100%로 나타났다(P>0.05).

      (나) 치어

  모든 Basta 실험군에서 처리농도와 시간의 증가에 따라 폐사량이 늘어났

으나, 25 ppm 실험군에서는 처리시간 증가와 상관없이 5% 폐사율로 동일

하였다(Table 3-2). 24시간째 25 ppm을 제외한 모든 실험군의 농도증가에 

따라 폐사율이 증가하는 결과를 보였으며, 특히 가장 높은 농도인 45 ppm 

실험군은 81.7%의 폐사율을 나타내었다 (P<0.05). 48시간 및 72시간째 30∼

45 ppm 실험군의 누적폐사율이 24시간째 보다 약간 증가였다. 96시간째 누
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Table 3-1. Cumulative mortality rate of larvae Misgurnus mizolepis exposed to 

Basta herbicide for the acute toxicity test*

Duration of 

treatment 

(hours)

Concentration (ppm)

0 12 14 16 18 20

24 0a 16.7±1.7b 21.7±1.5b 31.7±1.4c 36.7±1.7cd 43.3±1.8d

48 0a 21.7±3.3b 50.0±5.0c 63.3±2.2d 68.3±1.7d 68.3±2.2d

72 0a 45.0±2.9b 58.3±1.7c 71.7±1.8d 83.3±1.8e 98.3±1.7f

96 0a 51.7±3.3b 68.3±1.8c 83.3±2.2d 98.3±1.7e 100.0±0e

*Values (mean±SE of three replications) in the same row not sharing a common 

superscript are significantly different (P<0.05).
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Table 3-2. Cumulative mortality rate of juvenile Misgurnus mizolepis exposed 

to Basta herbicide for the acute toxicity test*

Duration of 

treatment 

(hours)

Concentration (ppm)

0 25 30 35 40 45

24 0a 5.0±0.0a 30.0±2.9b 50.0±2.9c 71.7±1.7d 81.7±1.7e

48 0a 5.0±0.0a 43.3±1.7b 53.3±4.4b 86.7±3.3c 91.7±1.7c

72 0a 5.0±0.0a 48.3±1.7b 56.7±3.3b 96.7±1.7c 98.3±1.7c

96 0a 5.0±0.0a 63.3±1.7b 75.0±5.0b 96.7±3.3c 100.0±0c

*Values (mean±SE of three replications) in the same row not sharing a common 

superscript are significantly different (P<0.05). 
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적폐사율은 72시간째와 큰 차이를 보이지는 않았으나 가장 높은 농도 구간

인 45 ppm 실험군에서는 100% 폐사하였다. 40∼45 ppm 실험군의 48∼96

시간째 누적폐사율은 통계적으로 유의하지는 않았다(P>0.05).

      (다) 미성어

  대조군은 체색의 변화 없이 바닥에서 거의 움직이지 않았지만 Basta의 

처리농도에 따라 다양한 중독의 징후를 보였다. 실험군에서는 평형을 상실

하거나, 수조바닥에서 수면으로 힘없이 올라와 유영하는 개체들이 관찰되

었다.

  모든 실험군에서 처리농도와 시간경과에 따라 누적폐사율이 증가하였으

며, 특히 24시간째 가장 높은 처리농도인 50 ppm 실험군에서는 58.3%의 

누적폐사율을 나타내었다(Table 3-3). 48시간째에는 24시간째보다 약간 증가

하는 경향을 보였고, 96시간째에는 50 ppm 실험군에서는 95% 폐사율을 보

였으나 45 ppm 실험군과 통계적으로 유의하지는 않았다(P>0.05).

  30 ppm 실험군의 누적폐사율은 24시간부터 72시간까지는 5.0%를 보여 

차이가 없었으나 96시간째에는 11.7%를 보여 약간 증가하였다. 35 ppm 실

험군은 누적폐사율이 약간 증가하는 경향을 보였고, 45 ppm 및 50 ppm 실

험군에서는 시간 경과에 따라 누적폐사율이 증가되어 96시간째 각각 

80.0%, 95.0%를 나타내었다.

  

    (2) 반수치사농도

      (가) 자어

  미꾸라지 자어의 Basta 제초제 처리에 따른 48시간 및 96시간째의 누적

폐사율 자료를 바탕으로 Probit 분석을 통해 반수치사농도(LC50)를 구하였

다.
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Table 3-3. Cumulative mortality rate of sub-adult Misgurnus mizolepis exposed 

to Basta herbicide for the acute toxicity test*

Duration of 

treatment 

(hours)

Concentration (mg/L)

0 30 35 40 45 50

24 0a 3.3±1.7a 5.0±0.0a 31.7±1.7b 43.3±1.7bc 58.3±7.3c

48 0a 5.0±0.0a 6.7±1.7a 36.7±1.7b 51.7±1.7c 81.7±4.4d

72 0a 5.0±0.0ab 11.7±1.7b 41.7±4.4c 63.3±3.3d 93.3±1.7e

96 0a 11.7±3.3ab 21.7±1.7b 63.3±3.3c 80.0±5.8d 95.0±2.9d

*Values (mean±SE of three replications) in the same row not sharing a common 

superscript are significantly different (P<0.05). 
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  48시간에서 반수치사농도는 14.7±0.3 ppm이었으며, 96시간 반수치사농도

는 12.0±0.4 ppm이었다. 따라서 48시간째 LC50값에 대한 96시간째의 LC50 

농도비는 1.2로 나타났다. 처리농도 log10 값(X축)과 Probit 값(Y축)간의 48

시간 상관식은 Y = 4.7974X – 0.5951, 상관계수는 R2 = 0.8885로 나타났으

며, 96시간 상관식은 Y = 7.4737X – 3.0457, 상관계수는 R2 = 0.995로 나타

났다(Table 3-4, Fig. 3-1). 

      (나) 치어

  전장 4 cm 치어 실험군은 48시간에서 반수치사농도는 33.2±0.3 ppm이었

으며, 96시간 반수치사농도는 30.8±0.7 ppm이었다. 48시간째 LC50 값에 대

한  96시간 LC50값의 농도비는 1.1±0.0 ppm 이었다. 48시간 처리농도 

log10 값(X축)과 Probit 값(Y축)간의 상관식은 Y = 11.6X – 12.654, 상관계

수는 R2 = 0.9562로 나타났으며, 96시간 상관식은 Y = 7.6884X – 5.834, 상

관계수는 R2 = 0.8126로 나타났다(Fig. 3-2, Table 3-4). 

      (다) 미성어     

   전장 8cm 실험군은 48시간에서 반수치사농도는 43.2±0.9 ppm이었으며, 

96시간 반수치사농도는 38.7±0.9 ppm이었다. 48시간째 LC50 값에 대한  96

시간쩨 LC50값의 농도비는 1.1±0.0 ppm 이었다. 48시간 처리농도 log10 값

(X축)과 Probit 값(Y축)간의 상관식은 Y = 11.777X – 14.307, 상관계수는 R2 

= 0.9348로 나타났으며, 96시간 상관식은 Y = 13.146X – 15.8, 상관계수는 

R2 = 0.9737로 나타났다(Fig. 3-3, Table 3-4). 
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Table 3-4. Acute toxicity values of Basta herbicide to different growth stage 

of Misgurnus mizolepis

Growth stage
LC50 (ppm)

Ratio 

(48 h/96 h -LC50)48 h 96 h

Larvae 14.7±0.3 12.0±0.4 1.2±0.0

Juvenile 33.2±0.3 30.8±0.7 1.1±0.0

Sub-adult 43.4±0.9 38.7±0.9 1.1±0.0
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Fig. 3-1. Linear relationship between the probit response and log concentration 

of Basta in the larvae A (48 h) and B (96 h) mud loach Misgurnus mizolepis.
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Fig. 3-2. Linear relationship between the probit response and log concentration 

of Basta in the juvenile A (48 h) and B (96 h) mud loach Misgurnus 

mizolepis.
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Fig. 3-3. Linear relationship between the probit response and log concentration 

of Basta in the subadult A (48 h) and B (96 h) mud loach Misgurnus 

mizolepis.



- 26 -

  나. 아만성 독성시험의 조직학적 연구

    (1) 아가미와 간의 병리조직학적 변화

      (가)  Basta에 노출된 자어의 아가미 조직

  14일 동안 Basta에 노출에 따른 미꾸라지 자어에 대한 병리조직학적 변

화는 Fig. 3-4에 나타내었다. 대조군과 마찬가지로 4 ppm Basta 실험군은 

아가미의 형태가 유지되고 있었으나 새변에서 상피세포의 증식이 관찰되었

다(Fig. 3-4B). 8 ppm그룹에서는 2차 새변의 상피세포가 과증식되어 비대해

지는 현상(hypertrophy)이 관찰되었으며, 2차 새엽들이 융합되는 현상이 나

타났다(Fig. 3-4C). 16 ppm그룹에서는 점액세포들이 나타났으며, 상피세포

가 비대해지는 현상이 나타났다(Fig. 3-4D). 

  28일 동안 노출된 아가미 조직은 2 ppm에서 2차 새판의 끝이 융합되는 

현상이 나타났으며(Fig. 3-5A), 4 ppm 실험군에서는 아가미 조직의 괴사가 

나타났다(Fig. 3-5B). 8 ppm 실험군에서는 많은 2차 새판의 상피세포의 증

식과 부종이 나타났다(Fig. 3-5C). 16 ppm 실험군에서는 2차 새엽이 짧아지

며, 융합되는 현상이 나타났다(Fig. 3-5D).

      (나)  Basta에 노출된 자어의 간 조직

  14일 동안 Basta에 노출된 미꾸라지 자어의 간 조직은 4 ppm 실험군에서

는 간세포의 핵응축이 관찰되었으며 간세포의 수포변성이 나타났다(Fig. 

3-6B). 8 ppm 실험군에서 공포성 지방증이 나타나기 시작하였으며(Fig. 

3-6C), 16 ppm 실험군에서는 백혈구의 침입하는 부분이 보였고, 대부분의 

세포에서 지방변성이 나타났다(Fig. 3-6D).
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Fig. 3-4. Histological gill sections from individuals after the subchronic toxicity 

test performed for 14 days in the mud loach Misgurnus mizolepis larvae. 

(A) Control, (B) 4 ppm Basta, (C) 8 ppm Basta, (D) 16 ppm Basta.

cgl, clubshaping of gill lamellae; ec, epithelial cell; el, epithelial lifting; fsl, 

fusion of the distal end of secondary lamellae; h, hypertrophy; mc, mucous 

cell. Hematoxylin and eosin staining. Scale bars indicate 10 ㎛.
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Fig. 3-5. Histological gill sections from individuals after the subchronic toxicity 

test performed for 28 days in the mud loach Misgurnus mizolepis larvae. 

(A) 2 ppm Basta, (B) 4 ppm Basta, (C) 8 ppm Basta, (D) 16 ppm Basta. el, 

epithelial lifting; fsl, fusion of the distal end of secondary lamellae; ne, 

necrosis. sls, secondary lamella shortening. Hematoxylin and eosin staining. 

Scale bars indicate 10 ㎛.
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Fig. 3-6. Histological liver sections from individuals after the subchronic 

toxicity test performed for 14 days in the mud loach Misgurnus mizolepis  

larvae. (A) Control, (B) 4 ppm Basta (C) 8 ppm Basta, (D) 16 ppm Basta.

hd, hydropic degeneration; he, hepatocytes; hp, hepatocyte picnosis; leu, 

leukocyte infiltration; lip, lipid degeneration; sin, sinusoids. Hematoxylin and 

eosin staining. Scale bars indicate 20 ㎛.
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  28일 동안 노출된 2 ppm 실험군에서는 간 조직에서 간섬유화 현상이 나

타났으며, 백혈구의 침윤이 나타났다(Fig. 3-7A). 4 ppm과 8 ppm 실험군에

서 대부분의 세포질에 지방이 가득 차는 형태가 나타났으며, 간세포는 무

질서하게 나열되어 있었다(Fig. 3-7B-C). 16 ppm 실험군에서는 간세포의 괴

사가 나타났으며, 공포화 현상이 나타났다(Fig. 3-7D). 

      (다) Basta에 노출된 미성어의 아가미조직

  대조군의 아가미에서는 어떠한 변화도 관찰되지 않았다(Fig. 3-8A). 14일 

동안 Basta 처리했던 4 ppm 실험군들은 상피세포가 부풀어 올랐으며, 점액

세포가 보이기 시작하였다(Fig. 3-8B). 20 ppm 실험군에서는 많은 점액세포

와 2차 새엽이 부풀어 오르는 곤봉화 현상이 나타났으며 (Fig. 3-8C), 40 

pm 실험군에서는 대부분의 상피세포가 부풀어 오르거나 박리되는 현상이 

나타났다(Fig. 3-8D).

  28일 동안 4 ppm 처리했던 그룹에서는 점액질 세포가 관찰되었으며, 상

피세포의 증식이 관찰되었으며(Fig. 3-9A), 8 ppm 처리했던 그룹에서는 곤

봉화세포가 보였고, 상피세포는 부풀어 올랐고, 2차 새엽 융합현상이 나타

났다 (Fig. 3-9B). 새엽이 괴사되거나 큰 점액세포가 16 ppm 실험군에서 관

찰되었다(Fig. 3-9C). 32 ppm 처리했던 그룹에서는 2차 새엽이 짧아지거나, 

새엽의 괴사, 비대가 나타났다(Fig. 3-9D).
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Fig. 3-7. Histological liver sections from individuals after the subchronic 

toxicity test performed for 28 days in the mud loach Misgurnus mizolepis

larvae. (A) 2 ppm Basta, (B) 4 ppm Basta, (C) 8 ppm Basta, (D) 16 ppm 

Basta. hd, hydropic degeneration; leu, leukocyte infiltration; lf, liver fibrosis; 

lip, lipid degeneration; ne, necrosis. Hematoxylin and eosin staining. Scale bars 

indicate 20 ㎛.
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Fig. 3-8. Histological gill sections from individuals after the subchronic toxicity 

test performed for 14 days in the mud loach Misgurnus mizolepis sub-adult. 

(A) Control, (B) 8 ppm Basta, (C) 16 ppm Basta, (D) 32 ppm Basta.

cgl, clubshaping of gill lamellae; ec, epithelial cell; eccm, extracellular 

certilagious matrix; el, epithelial lifting; gf, gill filament; gl, gill lamellae; mc, 

mucous cell. Hematoxylin and eosin staining. Scale bars indicate 10 ㎛.
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Fig. 3-9. Histological gill sections from individuals after the subchronic toxicity 

test performed for 28 days in the mud loach Misgurnus mizolepis sub-adult. 

(A) 4 ppm Basta, (B) 8 ppm Basta, (C) 16 ppm Basta, (D) 32 ppm Basta.

cgl, clubshaping of gill lamellae; d, desquamation; el, epithelial lamella; eh, 

epithelial hyperplasia; h, hypertrophy; mc, mucous cell; ne, necrosis; slf, 

secondary lamella fusion; sls, secondary lamella shortening. Hematoxylin and 

eosin staining. Scale bars indicate 10 ㎛.
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      (라) Basta에 노출된 미성어의 간 조직

  대조군은 조직학적 변화가 없는 정상적인 형태로서 균질적인 세포질과 

하나의 인을 포함하고 있는 구상의 핵이 뚜렷하게 관찰되었다(Fig. 3-10A). 

  14일간 8 ppm 실험군에서는 동양혈관(blood sinusoid) 이 팽창하였으며, 

공포화현상이 나타났다(Fig. 3-10B). 16 ppm 실험군에서는 세포질내 공포성 

지방증이 관찰되었다(Fig. 3-10C). 32 ppm 간세포가 서로 융합되어 응축된 

상태로 괴사되었으며 공포변성된 간세포가 다수 관찰되었다(Fig. 3-10D).

  28일동안 4 ppm 실험군에서는 간세포에서 울혈이 관찰되었으며 간섬유

화가 빈번하게 관찰되었고 동양혈관이 확장되었다(Fig. 3-11A). 8 ppm 실험

군에서는 대부분 간 조직에 백혈구가 침윤하는 현상이 나타났으며 (Fig. 

3-11B), 16 ppm 실험군에서는 간세포괴사와 지방변성으로 인한 공포화가 

많이 관찰되었고, 간세포의 핵은 응축되었다(Fig. 3-11C). 32 ppm 실험군에

서는 공포변성에 의해 괴사된 간세포가 다수 출현하였으며, 핵 비대해지거

나 핵융해가 보이는 간세포도 확인하였다. 비대한 간세포는 둥글고 명확한 

공포가 다수 관찰되었다(Fig. 3-11D).

    (2) 아가미와 간의 병리조직학적 분석지수

      (가) 자어

  14일과 28일에 대한 각기 다른 농도에 따른 미꾸라지의 아가미와 간에 

대한 병리조직학적 지수는 (Table 3-5)에 정리하였다. Basta에 노출된 각 어

류에 대한 아가미 HIs는 각각 다른 농도에 현저하게 다른 값이 나타났다. 

HIGill.Rp1 (circulatory disturbances) 는 대조군과 실험군에서 큰 변화는 보이지 

않았다. HIGill.Rp2 (regressive changes) HIGill.Rp3 (progressive changes) 값은 농도

가 올라갈수록 대조군과 큰 차이를 보였다.
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Fig. 3-10. Histological liver sections from individuals after the subchronic 

toxicity test performed for 14 days in the mud loach Misgurnus mizolepis

sub-adult. (A) Control, (B) 8 ppm Basta, (C) 16 ppm Basta, (D) 32 ppm 

Basta. he, hepatocytes; hp, hepatocyte picnosis; lip, lipid degeneration; ne, 

necrosis; sin, sinusoids; sind. sinusoid dilation. Hematoxylin and eosin staining. 

Scale bars indicate 10 ㎛.
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Fig. 3-11. Histological gill sections from individuals after the subchronic 

toxicity test performed for 28 days in the mud loach Misgurnus mizolepis

sub-adult. (A) 4 ppm Basta, (B) 8 ppm Basta, (C) 16 ppm Basta, (D) 32 ppm 

Basta. bc, blood congestion; hd, hydropic degeneration; he, hepatocytes; hr, 

leu, leukocyte infiltration; lip, lipid degeneration; lf, liver fibrosis; sin, 

sinusoids. Hematoxylin and eosin staining. Scale bars indicate 10 ㎛.
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Table 3-5. Histopathological indices (HIs) after subchronic exposure to Basta in 

the larvae of mud loach Misgurnus mizolepis

Treatment 

duration
HIs

Concentration (ppm)

0 2 4 8 16

2 weeks

HIGill.Rp1 0.8±0.4a 0.8±0.4a 1.9±1.3a 1.0±0.0a 1.8±1.1a

HIGill.Rp2 0.7±0.8a 3.4±0.8ab 3.4±0.3b 3.5±1.0b 7.5±0.2d

HIGill.Rp3 0.5±0.1a 2.2±0.0ab 2.7±0.8ab 3.4±0.0bc 5.3±1.1c

HIGill 1.9±0.3a 6.3±1.2b 8.1±0.8b 7.9±1.0b 14.6±0.2c

HILiv.Rp1 1.1±0.1a 1.0±0.0a 1.0±0.0a 1.0±0.0a 1.0±0.0a

HILiv.Rp2 0.0±0.0a 2.6±0.6ab 6.1±0.1bc 8.6±1.9c 7.5±0.8c

HILiv.Rp3 0.3±0.5a 3.2±0.1ab 2.1±0.4ab 6.9±3.0c 3.0±1.2ab

HILiv.Rp4 2.0±0.0a 2.0±0.0ab 4.4±0.0ab 9.6±0.0b 2.0±0.0ab

HILiv 3.4±0.5a 8.8±0.7b 13.6±0.4c 26.1±1.1d 13.4±2.1c

HITot 5.2±0.8a 15.0±1.9b 21.6±0.4bc 34.0±2.1d 28.0±2.3cd

4 weeks

HIGill.Rp1 0.3±0.4a 1.4±0.6a 1.9±0.1a 4.4±0.6b 4.5±0.7b

HIGill.Rp2 1.1±0.1a 6.8±1.5b 7.2±0.8b 8.3±1.2b 9.2±0.8b

HIGill.Rp3 0.3±0.4a 3.4±0.5ab 4.9±1.2b 6.3±0.5b 6.0±1.0b

HIGill 1.6±0.8a 11.5±1.4b 14.0±1.9bc 19.0±2.3bc 19.7±2.5c

HILiv.Rp1 1.1±0.1a 2.9±0.0b 3.1±1.6b 3.2±0.3b 4.2±0.3c

HILiv.Rp2 0.8±1.1a 9.0±1.4b 9.4±1.9b 9.8±1.2b 10.2±0.9b

HILiv.Rp3 0.3±0.5a 3.8±0.7b 5.7±0.6b 6.5±0.6bc 9.0±1.4d

HILiv.Rp4 1.3±0.9a 6.8±2.0b 8.4±0.5b 8.8±1.2b 7.6±0.8b

HILiv 3.5±2.5a 22.5±2.7b 26.5±2.2b 28.3±0.3b 31.0±3.5b

HITot 5.1±3.5a 34.0±4.1b 40.4±4.2bc 47.3±2.0bc 50.7±6.0c

*Values (mean±SE of three replications) in the same row not sharing a common 

superscript are significantly different (P<0.05). 
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  14일 동안 노출된 간 조직에서는 대조군과 2 ppm의 병리학적 지수는 큰 

차이를 보이지 않았지만, 농도가 높아질수록 HILiv.Rp2 (regressive changes) 

HILiv.Rp3 (progressive changes) 값이 높았다. 

  28일 처리 실험군에서 아가미 조직의 각 농도처리 구간의 HIGill.Rp2 

(regressive changes)값이 높게 나타났다. 또한 대조군을 제외한 모든 실험군

에서 병리조직학적 분석지수가 높았다. 간 조직 역시 HILiv.Rp2 (regressive 

changes) HILiv.Rp3 (progressive changes) 값이 높았다. 처리기간이 길수록 농도

가 높을수록 병리조직학적 지수가 높게 나와 상관관계를 확인할 수 있었

다.

      (나) 미성어

14일 동안 노출되었던 HILiv.Rp2 값은 대조군과 현저한 차이가 있었지만, 각 

농도 실험군 사이에서 다양하게 나타났다(Table 3-6, P<0.05). HILiv.Rp3 값은 

progressive changes가 관찰되지 않았으므로 나타내지 않았다. HILiv.Rp4 

(inflammation)은 14일동안 노출된 실험군에서는 농도마다 값이 비슷하였으

나 28일 노출된 실험군에서는 농도가 올라갈수록 높은 값을 보였다. HIGill

는 14일과 28일 농도 증가에 따라 지수가 상승하는 결과를 나타내었다. 

HILiv는 14일 동안 노출된 다른 실험군과 대조군에서 현저하게 다르게 나타

났다(P<0.05).

  병리조직학적 분석으로부터 어류건강을 판단할 수 있는 종합 병리조직지

수(HITot)는 각 어류의 아가미와 간 조직 지수를 합하여 계산하였다. 아만성 

노출된 HITot 값은 실험군 사이에서 뿐만 아니라 대조군과 실험군 사이에서

도 현저한 차이를 보였다(P<0.05). HITot 값은 농도의 증가에 따라 그 값도 

비례하여 증가하는 경향을 나타내었다. 
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Table 3-6. Histopathological indices (HIs) after subchronic exposure to Basta in 

the sub-adult of mud loach Misgurnus mizolepis

Treatment 
duration HIs

Concentration (ppm)

0 4 8 16 32

2 weeks

HIGill.Rp1 0.8±1.1a 0.9±0.2a 2.0±0.0ab 3.8±0.9ab 5.1±1.0b

HIGill.Rp2 0.4±0.0a 3.3±0.4b 6.0±0.8c 7.9±0.7c 11.6±0.1d

HIGill.Rp3 0.2±0.3a 2.7±1.4a 6.7±0.6b 7.6±1.5b 8.8±0.3b

HIGill 1.3±0.8a 6.9±1.6a 14.7±1.4b 19.3±3.1bc 25.5±1.4c

HILiv.Rp1 0.6±0.1a 1.0±0.6a 1.8±0.4ab 3.3±0.8b 5.3±0.1c

HILiv.Rp2 0.4±0.5a 4.7±0.7b 5.7±0.3b 9.3±0.3c 9.8±0.3c

HILiv.Rp3 0.0±0.0a 2.0±0.8a 6.8±0.7b 6.5±1.4b 6.1±0.2b

HILiv.Rp4 0.0±0.0a 2.0±0.1b 3.6±0.1d 2.6±0.2bc 3.0±0.1c

HILiv 1.0±0.5a 9.6±0.4b 17.9±0.5c 21.7±0.1d 24.3±0.8e

HITot 2.3±0.4a 16.5±1.9b 32.7±1.9c 41.0±3.0d 49.7±2.2e

4 weeks

HIGill.Rp1 1.0±0.4a 0.8±0.4a 2.2±1.2a 1.4±0.5a 1.6±0.8a

HIGill.Rp2 2.1±0.4a 10.7±0.3b 11.0±0.1b 11.5±0.1b 12.0±1.4b

HIGill.Rp3 1.5±0.3a 8.0±0.2b 8.0±0.1b 8.2±0.1b 9.0±1.4b

HIGill 3.5±0.4a 18.7±0.5b 19.0±0.2b 19.7±0.2b 21.0±1.4b

HILiv.Rp1 1.0±0.3a 1.8±0.4ab 3.7±0.8bc 3.9±0.5c 5.2±0.1c

HILiv.Rp2 2.3±0.1a 7.0±0.5b 9.9±2.1bc 12.3±0.0c 11.3±0.9c

HILiv.Rp3 2.0±0.4a 2.5±0.1a 6.9±1.7b 7.1±0.4b 8.2±0.2b

HILiv.Rp4 2.0±0.4a 3.5±0.7a 3.3±1.0a 8.3±1.0b 10.9±0.2b

HILiv 7.3±0.1a 14.7±1.6ab 23.8±5.6bc 31.6±1.1cd 35.5±0.8d

HITot 10.8±0.2a 33.3±2.2b 42.7±5.8bc 51.4±0.9cd 56.5±0.8d

*Values (mean±SE of three replications) in the same row not sharing a common 

superscript are significantly different (P<0.05). 
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2. Basta에 노출된 미꾸라지 조직의 전사체 분석

  가. 전사체 분석

  Basta에 노출된 미꾸라지의 뇌, 아가미, 간 조직에 대한 실험군과 대조군

에서 RNA를 추출하여 Illumina HiSeq 4000 platform으로 염기서열을 분석한 

결과와 assembly 결과를 Table 3-7에 나타내었다.

  Sequencing 결과, 각 조직으로부터 8.1∼11.6 Gbp (3.8∼76.9 M reads)의 

raw reads를 확보하였다. adaptor 서열 및 low-quality 서열을 제거하여 평균 

길이가 53,411,383∼76,249,116개의 clean reads (98.7% high-quality reads)를 

생성하였다. Trinity 프로그램을 이용한 De novo assemly를 수행한 결과  

103,516∼213,013개(78,378,725∼160,083,964 bp)의 contigs를 생성하였다. 그

리고 CD_HIT_est를 이용하여 unigene set은 82,805∼157,017 contigs를 각 조

직으로부터 산출하였다. Unigene contigs의 평균길이는 606.9∼764.9 bp였으

며, N50는 797∼1293 bp였다. DEG 분석을 위한 reference sequence 활용률

은 73.2∼88.9%였다(Table 3-7). 

  나. Unigenes의 annotation

  Basta에 노출된 미꾸라지의 조직에 대한 차등발현 유전자를 annotation 

하기 위하여 본 연구에 의해 구축된 NCBI에서 제공하는 UniGene DB를 

이용하여 BLAST 검색을 실시하였다. 또한 Blast2GO 프로그램을 이용하여 

GO term, KEGG pathway 분석을 실시하였다. 
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Table 3-7. Summary statistics of transcriptome sequencing for mud loach 

Misgurnus mizolepis exposed to Basta

Brain Gill Liver

Con Exp Con Exp Con Exp

Raw 
data

No. of 
paired-end 
reads
(×1000)

59,667 76,898 71,834 62,848 53,836 62,803

Q30 bases 
(%) 92.1 94.5 91.1 92.5 95.1 93.7

No. of 
bases 
(106 bp)

9,010 11,611 10,847 9,490 8,129 9,483

Raw 
sequences
after 
trimming
(with 
cutadapt)

No. of 
paired-end 
reads
(×1,000) 
/ rate (%)

58,638
/ 98.3

76,249
/ 99.2

70,655
/ 98.4

61,793
/ 98.3

53,441
/ 99.3

62,042
/ 98.8

No. of 
bases
(106 bp) 
/ rate (%)

8,233
/ 91.4

10,763
/ 92.7

9,732
/ 89.7

8,572
/ 90.3

7,548
/ 92.9

8,693
/ 91.7

De novo
assembly
(with 
Trinity)
/Unigene 
(with 
CD_HIT
_est)

No. of 
assembled 
contigs

181,241
/

138,239

213,013
/ 

157,017

134,097
/ 

104,035

176,709
/ 

107,232

103,516
/ 

82,805

169,393
/ 

122,321

No. of 
bases 
(103 bp)

141,758
/

105,740

160,084
/

116,911

93,546
/

72,393

97,364
/ 

65,083

78,379
/ 

60,981

120,566
/ 

81,773

Smallest 
contig (bp)

224/ 
224

224/ 
224

224/ 
224

224/ 
224

224/ 
224

224/ 
224

Largest 
contig (bp)

11,171/ 
11,171

13,311/ 
13,311

14,247/ 
14,247

7,960/ 
7,960

9,769/ 
9,769

11,497/ 
11,497

Average 
length (bp)

782.2/ 
764.9

751.5/ 
744.6

697.6/ 
695.9

551/ 
606.9

757.2/ 
736.4

711.8/ 
668.5

Median 
length (bp)

408/ 
409

390/ 
397

399/ 
401

408/ 
378

425/ 
418

408/ 
397

N50 (bp) 1368/ 
1293

1305/ 
1245

1073/ 
1056

1368/ 
797

1219/ 
1158

1368/ 
969

DEG 
analysis
(with 
Tophat)

Mapping 
rate (%) / 
reference of 
the total 
samples)

82.8/ 
84.7

82.3/ 
83.3

87.4/ 
88.9

78.8/ 
79.8

83.0/ 
87.1

72.0/ 
73.2
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    (1) BLASTX 분석을 통한 annotation결과

  미꾸라지 뇌, 아가미 그리고 간 조직의 NGS 결과로부터 생성된 각 샘플

의 unigene set들의 annotation을 실시하기 위하여 NCBI nr database를 통하

여 BLASTX (E-value ≤ 1.0e-3)를 수행하였다. 그리고 Blast2Go 프로그램을 

사용하여 gene ontology (GO)와 eukaryotic clusters of orthologous group 

(KOG)를 분석하였으며, 또한 Kyoto encyclopedia of genes and genomes 

pathway (KEGG pathway) 분석을 실시하여, 아래의 Table 3-8과 같은 결과

를 얻었다. 

  이들 결과들로부터, NCBI nr DB로부터는 brain, gill 그리고 liver로부터 

각각 77,081, 61,952 그리고 76,169 contig들이 검색되었으며, 이들은 각 샘

플의 전체 unigene set에 포함 contig들 중에 각각 brain에서 32.43% 

(77,081/237,713), gill에서 37.45 % (61,952/165,438) 그리고 liver에서 42.84% 

(76,169/177,795) 가 검색되었다. KEGG pathway 분석에서, brain에서 7.77 % 

(18,004/237,713), gill에서 9.22 % (15,245/165,438) 그리고 liver에서 9.53 % 

(16,949/177,795)가 조사되었으며, 마지막으로 BLASTX를 기반으로 한 

Blast2Go 프로그램에 의한 GO-term 분석은 brain에서 27.27 % 

(64,822/237,713), gill에서 31.85 % (52,693/165,438) 그리고 liver에서 36.72% 

(65,288/177,795) 로 검색되었다. Orthologous Group Annotation을 실시하기 

위하여 Blast2GO에 포함되어 있는 tool을 사용하였으며, 이 tool은 Egg 

NOG DB를 이용한다. Brain에서는 총 13.67 % (32,487/237,713) 그리고 gill

에서는 31.85% (27,128/165,438) 그리고 liver에서는 16.01% (28,468/177,795) 

로 검색되었다. 
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Size Tissues

Database

NCBI nr 
DB

Egg NOG 
DB GO DB KEGG DB

All

Brain 77,081 32,487 64,822 18,004

Gill 61,952 27,128 52,693 15,245

Liver 76,169 28,468 64,288 16,949

≤300 bp

Brain 10,198 3,927 8,120 331

Gill 10,943 4,967 8,879 657

Liver 12,342 3,626 9,801 557

300-1,000 bp

Brain 31,651 12,645 25,820 3,343

Gill 29,689 12,307 24,816 4,494

Liver 36,339 11,899 29,869 4,564

≥ 1,000 bp

Brain 35,232 15,915 30,882 14,331

Gill 21,320 9,854 18,998 10,094

Liver 27,488 12,943 24,618 11,828

Table 3-8. Number of unigene annotations obtained from the different protein 

databases, using BLASTX search
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    (2) BLASTX 결과의 신뢰도 분석

  BLASTX를 통하여 분석된 각 샘플의 unigene set들의 annotation 결과들의 

신뢰도를 분석하기 위하여 E-value와 similarity 분포를 분석하였다. E-value 

분포는 각 샘플들에서 1.0e-50∼1.0e-5 사이에서 brain 30,349 contigs 

(39.37%), gill 26,548 contigs (42.85%) 그리고 liver 35.440 contigs (46.53%)로

써 가장 많이 분포를 보였고, E-value 값이 0에서 brain은 15,801 contigs 

(20.50%), gill은 9,786 contigs (15.80%) 그리고 liver는 10,990(14.3%)를 보였

다(Fig. 3-12). Similarity 분포에서 81∼100%가 brain은 39,735 contigs 

(51.55%), gill은 32,670 contigs (52.73%) 그리고 liver는 39,354 contigs 

(51.67%)이고, 다음으로 많은 분포를 보인 구간은 61∼80%으로 brain에서 

30,930 contigs (40.13%), gill에서 24,447 contigs (39.46%) 그리고 liver에서 

30,524 contigs (40.07%)였다(Fig. 3-13). 
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Fig. 3-12. E-value distribution of BLASTX hits against NCBI nr DB.

Fig. 3-13. Similarity distribution of BLASTX hits against NCBI nr DB.
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다. Annotation 결과를 통한 유전자 기능 예측

    

    (1) KEGG pathway 분석을 통한 annotation

  생성된 각 샘플의 unigene contig set들은 KEGG pathway mapping 

(http://www.genome.jp) 에 의한 metabolic pathway map분석에 활용되었으며, 

또한 contig를 DEG분석의 reference서열 구축에 활용하였다. DEG결과로부

터 유효한 발현의 차이를 보이는 contigs은 BLAST2GO software에 의해 유

전자의 annotation에 사용되어 각 샘플군의 metabolic pathway와 각 관련 유

전자의 예측 및 기능적 차이를 분석하였다. 

  KEGG pathway 분석에서 종합적으로 50,198개의 unigenes이 다양한 DB에 

annotation됨을 확인할 수 있었다. 300 bp이하에서 1,545개, 300-1,000 bp에

서 12,401개,68

1,000 bp 이상에서 36,253개의 annotation 결과를 확인할 수 있었다. 뇌 조

직 대조군에서 16,823개, 실험군에서 16,856개, 아가미 조직 대조군에서 

15,992개, 실험군에서 15,568개, 간 조직 대조군에서 14,905개,  실험군에서 

15,035개의 unigene이 pathway에 검색되었다. Metabolism, genetic information 

processing, environmental information processing, cellular processes, organismal 

systems, human diseases의 6가지의 카테고리에서 46개의 KEGG pathway가 

매치되는 것을 확인할 수 있었다. Metabolism 카테고리에서 12개의 pathway

로 가장 많은 결과를 얻었으며, global and overview maps 1,455∼1,557개, 

environmental information processing 카테고리에서 signal transduction 1,798∼

2,167개로 많은 결과를 얻을 수 있었다(Table 3-9). 
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Table 3-9. KEGG (Kyoto encyclopedia of genes and genomes) pathway 

analysis associated with the transcriptome of mud loach Misgurnus mizolepis 

exposed to Basta herbicide

Function Category
Brain Gill Liver

Con. Exp. Con. Exp. Con. Exp.

Metabolism

Global and overview maps 1,522 1,557 1,455 1,472 1,457 1,508
Carbohydrate metabolism 324 336 328 319 309 333
Energy metabolism 162 165 165 168 159 165
Lipid metabolism 276 287 270 272 277 291
Nucleotide metabolism 203 198 194 196 192 190
Amino acid metabolism 311 311 274 291 291 294
Metabolism of other amino  acids 72 74 72 76 68 65
Glycan biosynthesis and  metabolism 226 231 189 191 185 187
Metabolism of cofactors and  vitamins 140 135 129 126 135 139
Metabolism of terpenoids and  polyketides 35 36 32 33 35 33
Biosynthesis of other  secondary metabolites 36 33 31 27 33 28
Xenobiotics biodegradation and  metabolism 57 62 58 65 63 64

Genetic 
Information 
Processing

Transcription 166 167 173 169 171 171
Translation 383 389 392 395 388 387
Folding, sorting and  degradation 374 382 377 373 371 366
Replication and repair 210 210 209 219 185 188

Environmental 
Information 
Processing

Membrane transport 28 29 26 25 25 26
Signal transduction 2,160 2,167 2,001 1,939 1,798 1,830
Signaling  molecules and interaction 337 325 282 249 233 230

Cellular 
Processes

Transport and catabolism 586 595 580 578 582 583
Cell growth and death 661 651 664 664 584 581
Cellular community: eukaryotes 368 374 340 346 315 308
Cellular community: prokaryotes 6 7 7 6 6 6
Cell motility 108 110 102 104 94 88

Organismal 
Systems

Immune system  988 969 1013 940 921 890
Endocrine system 899 890 778 755 738 742
Circulatory system 174 172 148 141 129 133
Digestive system 228 233 191 192 220 224
Excretory system 94 95 78 79 79 84
Nervous system 599 589 420 405 388 402
Sensory system 102 105 78 80 73 80
Development 182 178 167 167 141 143
Aging 143 138 121 124 130 137
Environmental adaptation 96 96 70 71 71 69

Human 
Diseases

Cancers: Overview 769 771 767 746 676 670
Cancers: Specific types 684 672 658 665 591 581
Immune diseases 169 166 177 149 151 153
Neurodegenerative diseases 436 427 418 418 411 412
Substance dependence 208 208 129 120 110 115
Cardiovascular diseases 228 235 234 212 193 194
Endocrine and metabolic diseases 279 281 272 245 262 265
Infectious diseases: Bacterial 406 412 416 405 399 400
Infectious diseases: Viral 970 961 1010 953 896 896
Infectious diseases: Parasitic 245 255 261 233 211 228
Drug resistance: Antimicrobial 0 0 0 0 0 1
Drug resistance:  Antineoplastic 173 172 166 165 159 155
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  예측된 유전자의 annotation을 위하여 sequence homology를 기반으로 하는 

BLAST검색을 실시하였다. DEG 분석한 reference unigene과 UniGene DB 대

해 annotation을 진행하였고, 대조군과 실험군에 대한 공통된 부분과 각각 

다르게 발현되는 contigs를 확인하였고, annotation한 것을 ven diagram으로 

나타내었다. 대조군과 Basta에 노출된 뇌 조직 실험군에서 각각 446개

contigs와 493개 contigs가 단독 발현되었고, 6,969개가 대조군과 실험군에서 

공통으로 발현되었다(Fig. 3-14)

  대조군과 Basta에 노출된 아가미 실험군에서 각각 634개 contigs와 463개 

contigs가 단독 발현되었고, 6,351개 contigs 공통으로 발현되었다(Fig. 3-15).

  대조군과 Basta에 노출된 간 조직 실험군에서 각각 537개 contigs와 592

개 contigs가 단독 발현되었고, 5,976개 contigs가 공동 발현되었다(Fig. 

3-16). 이들 공동으로 나누어져 있는 transcripts는 대조군과 실험군의 전사

체 발현을 비교하는 RNA-seq분석에 reference로 이용되었다. 

  뇌 조직 대조군에서 가장 많은 7,415 contigs가 발현되었으며, Basta에 노

출된 간 조직 실험군에서 6,568 contigs가 발현되었으며, 실험한 모든 그룹

에서 나누어져 있는 contig는 5,183개였다(Fig. 3-17).
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Fig. 3-14. Venn diagram showing the contigs exclusive to control-brain (green 

circle) and exp-brain (blue circle) in the Misgurnus mizolepis transcriptome.
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Fig. 3-15. Venn diagram showing the contigs exclusive to control-gill (green 

circle) and exp-gill (blue circle) in the Misgurnus mizolepis transcriptome.



- 51 -

Fig. 3-16. Venn diagram showing the contigs exclusive to control-liver (green 

circle) and exp-liver (blue circle) in the Misgurnus mizolepis transcriptome.
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Fig. 3-17. Venn diagram showing the contigs exclusive to control-brain (green 

circle),  exp-brain (blue circle), control-gill (red circle), exp-gill (yellow 

circle), control-liver (orange circle) and exp-liver (brown circle) in the 

Misgurnus mizolepis transcriptome.
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  KEGG pathway 분석에서 각 조직별 up & down regulation한 contig 들을 

Table 3-10에 나타내었다.

  KEGG 분석한 결과 각 카테고리들이 차지하는 전체적인 비율은 각 실험

군 조직별로 유사한 양상을 보였다. 뇌 조직에서는 Environmental 

information processing 카테고리의 경우 signal transduction group에서 

up-regulation과 down-regulation의 발현차이가 컸으며, organismal systems 카

테고리는  immune system, nervous system, endocrine system에서 차등 발현

하였다(Fig. 3-18). 이 결과를 바탕으로 후보 유전자들을 DEG 분석에서 FC 

값이 4이상, 그리고 q값이 유효한 통계 값인 0.05이하의 값을 가진 contig들

과 그리고 KEGG 분석에서 대조군과 실험군에서 그 관련 유전자의 수의 

차이가 나는 contig들을 선택하여 위의 목록을 작성하였다. 이 때 KEGG 분

석에서 그 각각의 pathway의 관련 유전자들의 수가 차이나는 KEGG 

pathway category는 chemokine signaling pathway, neuroactive ligand-receptor 

interaction, RNA transport였다. 총 27개 후보 유전자를 탐색하였다(Table 

3-11).

  아가미 조직에서 KEGG 분석한 결과 역시 각 카테고리 들이 차지하는 

전체적인 비율은 큰 변동이 없이 비슷한 양상을 보였다. Metabolism 카테고

리에서 global and overview maps에서 up-regulation과 down-regulation의 발현

차이가 컸으며, genetic information processing 카테고리에서 대부분의 group

에서 큰 차이가 있었지만, 특히 translation group의 발현차이가 컸다. 

Environmental information processing 카테고리에서는 signal transduction에서 

가장 큰 발현차이가 확인되었으며, organismal systems 카테고리 중 immune 

system 에서 아가미 조직에서 차등 발현이 높게 나타났다(Fig. 3-19). 이 결

과를 바탕으로 후보 유전자들은 우선 DEG 분석에서 FC 값이 4이상, 그리

고 q값이 유효한 통계 값인 0.05이하의 값을 가진 contig들과 그리고 KEGG 
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분석에서 대조군과 실험군에서 그 관련 유전자의 수의 차이가 나는 contig

들을 선택하여 위의 목록을 작성하였다. 

이 때 KEGG 분석에서 각각의 pathway의 관련 유전자들의 수가 차이나는 

KEGG pathway category는 chemokine signaling pathway, cytosolic 

DNA-sensing pathway, hematopoietic cell lineage, ribosome 였으며 총 20개 

후보 유전자를 탐색하였다(Table 3-12).

  간 조직에서 KEGG 분석한 결과 역시 각 카테고리들이 차지하는 전체적

인 비율은 다른 실험군 조직과 비슷한 양상을 보였다. Metabolism 카테고리

의 global and overview maps 에서 up regulation과 down regulation의 발현차

이가 컸으며, genetic information processing 카테고리에서 대부분 차이가 컸

지만, translation group의 발현차이가 컸고, environmental information 

processing 카테고리에서는 signal transduction이 발현차이가 확인되었으며, 

organismal systems 카테고리 중 endocrine system에서 차등 발현되었다(Fig. 

3-20). 이 결과를 바탕으로 이들 후보 유전자들은 우선 DEG 분석에서 FC 

값이 4이상, 그리고 q값이 유효한 통계 값인 0.05이하의 값을 가진 contig들

과 그리고 KEGG 분석에서 대조군과 실험군에서 관련 유전자 수의 차이가 

나는 contig들을 선택하여 위의 list를 작성하였다. 이때 KEGG 분석에서 그 

각각의 pathway의 관련 유전자들의 수가 차이나는 KEGG category들은 

metabolic pathways와 ribosome이었으며 총 280개 후보 유전자를 탐색하였다

(Table 3-13).
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Table 3-10. Up & down regulated contigs from KEGG pathway analysis 

associated with the transcriptome of mud loach Misgurnus mizolepis exposed to 

Basta herbicide

Function Category
Brain Gill Liver

Up Down Up Down Up Down

Metabolism

Global and overview maps 1,202 1,219 1,097 1,166 1,325 1,141

Carbohydrate metabolism 304 271 271 265 308 251

Energy metabolism 120 126 111 137 146 106

Lipid metabolism 229 247 250 221 260 228

Nucleotide metabolism 165 154 134 174 179 163

Amino acid metabolism 254 274 229 240 268 257

Metabolism of other amino  acids 63 64 66 60 68 60

Glycan biosynthesis and  metabolism 193 170 151 164 167 171

Metabolism of cofactors and  vitamins 110 117 99 115 126 124

Metabolism of terpenoids and  polyketides 26 34 21 26 32 28

Biosynthesis of other  secondary metabolites 26 33 18 26 28 28

Xenobiotics biodegradation and  metabolism 56 54 52 43 62 51

Genetic 
Information 
Processing

Transcription 154 95 89 156 153 131

Translation 321 276 233 373 366 275

Folding, sorting and  degradation 313 270 251 320 325 309

Replication and repair 188 164 127 200 176 152

Environmental 
Information 
Processing

Membrane transport 24 27 21 18 26 24

Signal transduction 1,787 1,936 1,606 1,815 1,759 1,643

Signaling  molecules and interaction 244 300 182 254 210 215

Cellular 
Processes

Transport and catabolism 491 511 484 494 538 522

Cell growth and death 551 569 519 582 540 515

Cellular community: eukaryotes 292 334 292 303 286 290

Cellular community: prokaryotes 6 6 5 5 4 5

Cell motility 88 93 89 87 85 85

Organismal 
Systems

Immune system  751 857 662 913 834 820

Endocrine system 751 788 666 683 700 665

Circulatory system 141 149 122 133 125 108

Digestive system 203 202 180 178 214 205

Excretory system 83 83 62 68 81 76

Nervous system 449 519 341 374 398 341

Sensory system 89 91 67 74 76 67

Development 153 158 133 144 130 134

Aging 122 121 109 99 124 112

Environmental adaptation 79 85 60 63 70 69



- 56 -

Fig. 3-18. KEGG pathway on the up & down-regulation of DEG analysis in 

brain tissue. M: Metabolism, G: Genetic information processing, E: 

Environmental in formation processing, C: Cellular processes, O: Organismal 

systems.
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Table 3-11. Candidate contigs from differently expressed genes analysis in 

brain tissues of mud loach exposed to Basta

Contigs Con_Brain
(FPKM)

Exp_Brain
(FPKM)

log2(FC) up/
down

test_
stat

p_value q_value

Exp_Brain_TR46907|c4_g1_i1 1.34933 43.1973 5.00062 up 6.02923 0.00005 0.008705

Exp_Brain_TR41995|c0_g3_i2 3.92707 116.128 4.88612 up 5.87075 0.00005 0.008705

Exp_Brain_TR37267|c1_g1_i1 4.40185 96.0179 4.44712 up 5.26506 0.00005 0.008705

Exp_Brain_TR45368|c4_g3_i1 3.05855 96.2276 4.97553 up 4.95446 0.00025 0.026542

Exp_Brain_TR46968|c11_g4_i1 4.52174 95.4855 4.40033 up 5.2231 0.00025 0.026542

Exp_Brain_TR43973|c1_g1_i1 3.90169 63.9031 4.03372 up 4.7971 0.00025 0.026542

Exp_Brain_TR45896|c4_g1_i1 0.743497 40.9195 5.78232 up 6.18081 0.0003 0.031186

Con_Brain_TR21830|c1_g1_i1 1578.64 97.9302 -4.01078 down -6.13323 0.00005 0.008705

Con_Brain_TR36786|c1_g1_i1 200.613 11.9765 -4.06613 down -5.26699 0.00005 0.008705

Con_Brain_TR26987|c2_g1_i1 1289.4 61.6035 -4.38755 down -6.56178 0.00005 0.008705

Con_Brain_TR34559|c0_g1_i1 183.111 6.60201 -4.79367 down -6.28626 0.00005 0.008705

Con_Brain_TR33868|c2_g2_i1 1085.52 24.2839 -5.48224 down -6.59554 0.00005 0.008705

Con_Brain_TR34784|c0_g1_i3 50.0949 0.708342 -6.14408 down -6.2369 0.0001 0.013692

Con_Brain_TR38385|c10_g3_i2 324.493 8.66988 -5.22603 down -6.26969 0.00015 0.018192

Con_Brain_TR39268|c1_g1_i3 25.6897 0.681107 -5.23716 down -5.52932 0.00015 0.018192

Con_Brain_TR39037|c5_g1_i4 192.249 2.19013 -6.45582 down -7.07762 0.00025 0.026542

Con_Brain_TR26774|c0_g1_i1 35.4279 1.1271 -4.97419 down -5.18166 0.0003 0.031186

Con_Brain_TR35282|c0_g3_i1 100.657 1.87225 -5.74853 down -6.15701 0.00035 0.03564

Con_Brain_TR29128|c0_g1_i1 49.6307 1.50212 -5.04616 down -5.05087 0.0005 0.048841

Exp_Brain_TR36015|c0_g1_i2 0 5.31102 inf up nan 0.00005 0.008705

Exp_Brain_TR40000|c1_g3_i8 0 16.0183 inf up nan 0.00005 0.008705

Exp_Brain_TR59486|c0_g1_i1 0 3.44668 inf up nan 0.00005 0.008705

Con_Brain_TR34559|c0_g1_i1 183.111 6.60201 -4.79367 down -6.28626 0.00005 0.008705

Con_Brain_TR38291|c1_g5_i1 45.6803 0 -inf down -nan 0.00005 0.008705

Con_Brain_TR38877|c2_g5_i1 3.21056 0 -inf down -nan 0.00005 0.008705

Con_Brain_TR11736|c0_g2_i1 5.09743 0 -inf down -nan 0.00005 0.008705

Con_Brain_TR36973|c7_g1_i1 1.25284 0 -inf down -nan 0.0002 0.021991
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Fig 3-19. KEGG pathway on the up & down-regulation of DEG analysis in 

gill tissue. M: Metabolism, G: Genetic information processing, E: 

Environmental information processing, C: Cellular processes, O: Organismal 

systems.
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Table 3-12. Candidate contigs from differently expressed genes analysis in gill 

tissues of mud loach exposed to Basta

Contigs
Con_Brain
(FPKM)

Exp_Brain
(FPKM log2(FC) up/down test_stat p_value q_value

Con_Gill_TR19866|c0_g1_i1 42.181 798.683 4.24296 up 4.85052 0.00015 0.023948

Exp_Gill_TR28004|c3_g10_i1 3.12923 80.4622 4.68443 up 4.88553 0.00025 0.038382

Con_Gill_TR24255|c0_g1_i1 317.338 18.4091 -4.10753 down -4.70422 0.00005 0.008532

Con_Gill_TR67958|c2_g1_i1 5824.46 332.635 -4.13011 down -5.46653 0.00005 0.008532

Con_Gill_TR32567|c6_g1_i1 174.264 6.17201 -4.81939 down -5.54649 0.00005 0.008532

Con_Gill_TR10609|c0_g1_i1 988.912 7.55923 -7.03146 down -7.47058 0.00005 0.008532

Con_Gill_TR29374|c6_g11_i2 1012.74 13.4982 -6.22935 down -6.50433 0.0001 0.016681

Con_Gill_TR23997|c0_g1_i2 10.2543 0 -inf down -nan 0.0001 0.016681

Con_Gill_TR23290|c0_g1_i2 9.49411 0 -inf down -nan 0.00005 0.008532

Con_Gill_TR10839|c0_g2_i1 16.5639 0 -inf down -nan 0.00005 0.008532

Con_Gill_TR24268|c0_g1_i1 14.6915 0 -inf down -nan 0.00005 0.008532

Con_Gill_TR19963|c0_g1_i1 35.523 0 -inf down -nan 0.00005 0.008532

Con_Gill_TR18601|c0_g1_i2 15.775 0 -inf down -nan 0.00005 0.008532

Con_Gill_TR32295|c1_g1_i4 43.0385 0 -inf down -nan 0.00005 0.008532

Con_Gill_TR21661|c0_g1_i2 14.9612 0 -inf down -nan 0.00005 0.008532

Con_Gill_TR10285|c0_g1_i1 11.2131 0 -inf down -nan 0.0001 0.016681

Con_Gill_TR20645|c0_g1_i1 31.7302 0 -inf down -nan 0.00005 0.008532

Con_Gill_TR17232|c0_g1_i1 42.5073 0 -inf down -nan 0.0002 0.031072

Con_Gill_TR26621|c0_g1_i3 8.61545 0 -inf down -nan 0.00005 0.008532

Con_Gill_TR21312|c0_g2_i1 10.6429 0 -inf down -nan 0.00005 0.008532
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Fig. 3-20. KEGG pathway on the up & down-regulation of DEG analysis in 

liver tissue. M: Metabolism, G: Genetic information processing, E: 

Environmental information processing, C: Cellular processes, O: Organismal 

systems.
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Table 3-13. Candidate contigs from differently expressed genes analysis in liver 

tissues of mud loach exposed to Basta

Contigs
Con_Brain
(FPKM)

Exp_Brain
(FPKM

log2(FC)
up/

down
test_stat p_value q_value

Exp_Liver_TR25947|c3_g1_i3 2.08392 32869.3 13.9452 up 6.78383 0.0013 0.02161

Exp_Liver_TR20592|c0_g3_i1 4.30351 3307.17 9.58587 up 4.7903 0.0015 0.02161

Exp_Liver_TR33245|c1_g2_i2 1.37955 626.941 8.82799 up 4.59329 0.00235 0.02161

Exp_Liver_TR30645|c0_g1_i3 0.623198 209.886 8.3957 up 4.20744 0.00205 0.02161

Exp_Liver_TR29545|c16_g4_i2 34.0193 6308.22 7.53474 up 3.98567 0.0031 0.02161

Exp_Liver_TR26374|c0_g1_i2 0.550301 78.9245 7.16411 up 3.58999 0.0029 0.02161

Exp_Liver_TR26607|c0_g1_i1 0.793421 73.3298 6.53017 up 3.28469 0.00375 0.02161

Exp_Liver_TR21915|c0_g1_i1 0.785436 65.4535 6.38083 up 3.19392 0.0043 0.02309

Exp_Liver_TR17813|c0_g1_i1 12.7546 2652.32 7.7001 up 4.01526 0.0044 0.023325

Exp_Liver_TR21170|c1_g1_i1 21.9857 1818.15 6.36976 up 3.39457 0.0045 0.02385

Exp_Liver_TR24046|c4_g11_i1 11.2651 1764.28 7.29108 up 3.83979 0.0048 0.025215

Exp_Liver_TR24450|c1_g5_i4 17.4562 2170.15 6.95792 up 3.66878 0.0048 0.025215

Exp_Liver_TR68456|c0_g1_i1 9.39546 1243.02 7.04767 up 3.68314 0.005 0.025454

Exp_Liver_TR22792|c0_g1_i1 3.23341 363.728 6.81366 up 3.58729 0.0051 0.025961

Exp_Liver_TR21359|c0_g1_i1 34.0437 3209.51 6.55882 up 3.49516 0.00515 0.026213

Exp_Liver_TR25745|c0_g2_i1 17.5692 1295.49 6.20431 up 3.3051 0.0053 0.026974

Exp_Liver_TR29094|c9_g33_i1 6.39957 934.402 7.18992 up 3.79339 0.00535 0.026993

Exp_Liver_TR27645|c1_g1_i1 10.2098 908.728 6.47581 up 3.44341 0.00535 0.026993

Exp_Liver_TR32045|c0_g2_i3 9.52875 601.559 5.98028 up 3.18029 0.0059 0.029132

Exp_Liver_TR14911|c0_g1_i1 22.1927 2051.74 6.53062 up 3.41175 0.006 0.029374

Exp_Liver_TR21258|c1_g1_i1 3.40824 995.024 8.18956 up 4.25625 0.00625 0.030529

Exp_Liver_TR35640|c0_g3_i2 0.400957 17.865 5.47755 up 2.73365 0.0065 0.031359

Exp_Liver_TR20666|c0_g1_i1 5.22205 445.135 6.41348 up 3.35905 0.0066 0.031839

Exp_Liver_TR35214|c1_g3_i1 1.67241 135.352 6.33865 up 3.30656 0.0072 0.032351

Exp_Liver_TR26745|c2_g1_i1 19.6662 1481.99 6.23567 up 3.32625 0.0068 0.032351

Exp_Liver_TR33362|c0_g1_i3 1.24649 133.314 6.74081 up 3.49416 0.00765 0.033349

Exp_Liver_TR24945|c1_g1_i2 4.55097 670.639 7.20322 up 3.7325 0.008 0.034393

Exp_Liver_TR35401|c0_g1_i1 0.530296 32.9958 5.95934 up 3.13571 0.0081 0.034673

Exp_Liver_TR35181|c0_g4_i1 0.338507 12.0086 5.14874 up 2.58267 0.0082 0.034673

Exp_Liver_TR26645|c3_g1_i1 2.26566 7115.75 11.6169 up 5.82907 0.012 0.035281

Exp_Liver_TR28745|c1_g8_i1 1.63096 1850.04 10.1476 up 5.13802 0.01285 0.035281

Exp_Liver_TR29546|c1_g1_i2 0.627929 657.635 10.0325 up 5.08019 0.0129 0.035281

Exp_Liver_TR34737|c4_g2_i1 1.45214 562.331 8.59709 up 4.37862 0.01315 0.035281

Exp_Liver_TR175|c0_g1_i1 4.56813 1193.77 8.02971 up 4.10253 0.013 0.035281

Exp_Liver_TR26644|c0_g3_i1 2.79251 466.572 7.38439 up 3.81705 0.0092 0.035281

Exp_Liver_TR6124|c1_g1_i1 12.3653 1022.59 6.36978 up 3.29844 0.0102 0.035281

Exp_Liver_TR28841|c1_g1_i2 2.18895 170.761 6.2856 up 3.26878 0.0084 0.035281

Con_Liver_TR23045|c0_g1_i2 2.6928 184.57 6.09892 up 3.17564 0.00975 0.035281

Exp_Liver_TR25116|c0_g1_i1 2.8403 192.868 6.08543 up 3.18727 0.0097 0.035281

Exp_Liver_TR25081|c0_g1_i1 8.04441 501.051 5.96083 up 3.13726 0.00975 0.035281

Exp_Liver_TR32797|c1_g3_i1 1.95963 120.446 5.94166 up 3.10963 0.0085 0.035281

Exp_Liver_TR22536|c1_g1_i1 5.96783 360.556 5.91687 up 3.05861 0.01235 0.035281

Exp_Liver_TR34510|c2_g13_i1 10.3481 579.319 5.80693 up 3.09766 0.00875 0.035281

Exp_Liver_TR26845|c0_g2_i1 15.6222 768.81 5.62096 up 3.01006 0.0115 0.035281

Exp_Liver_TR33244|c13_g21_i2 6.54843 321.991 5.61973 up 2.95982 0.0104 0.035281
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Exp_Liver_TR29342|c0_g2_i1 3.46151 166.294 5.58619 up 2.94232 0.0101 0.035281

Exp_Liver_TR31569|c0_g1_i1 0.400833 18.1343 5.49957 up 2.75722 0.0084 0.035281

Exp_Liver_TR33744|c1_g1_i2 2.22482 92.4238 5.3765 up 2.82263 0.0121 0.035281

Exp_Liver_TR24823|c0_g1_i1 34.9307 1418.28 5.3435 up 2.85021 0.0118 0.035281

Exp_Liver_TR33443|c2_g1_i2 4.41359 176.328 5.32017 up 2.82951 0.0132 0.035281

Exp_Liver_TR29684|c3_g1_i1 9.93038 362.756 5.19101 up 2.77177 0.01275 0.035281

Exp_Liver_TR34632|c0_g2_i1 0.640748 22.0661 5.10593 up 2.56093 0.0084 0.035281

Exp_Liver_TR31930|c1_g1_i2 0.655335 22.063 5.07325 up 2.54433 0.00855 0.035281

Exp_Liver_TR35666|c1_g1_i1 0.273703 8.58444 4.97104 up 2.49214 0.0111 0.035281

Exp_Liver_TR31928|c1_g2_i8 0.827904 23.6139 4.83403 up 2.41917 0.0108 0.035281

Exp_Liver_TR34041|c0_g1_i1 0.459061 13.0772 4.83222 up 2.40696 0.01255 0.035281

Exp_Liver_TR32134|c5_g1_i2 0.500219 13.6491 4.7701 up 2.37806 0.01195 0.035281

Exp_Liver_TR25445|c0_g1_i1 1.90546 754.248 8.62876 up 4.38563 0.01355 0.035482

Exp_Liver_TR27554|c4_g1_i2 2.24243 795.168 8.47005 up 4.21019 0.01345 0.035482

Exp_Liver_TR30045|c1_g4_i2 1.1767 283.125 7.91055 up 4.04522 0.0135 0.035482

Exp_Liver_TR32739|c0_g2_i1 2.08006 304.286 7.19266 up 3.69175 0.01375 0.035543

Exp_Liver_TR31345|c6_g1_i2 0.684787 64.3587 6.55434 up 3.37213 0.0137 0.035543

Exp_Liver_TR28745|c1_g1_i1 2.30631 196.877 6.41556 up 3.28847 0.0138 0.035543

Exp_Liver_TR32945|c3_g1_i1 2.29241 435.363 7.56921 up 3.76378 0.01385 0.03567

Exp_Liver_TR28887|c0_g1_i1 0.623647 117.93 7.56299 up 3.75976 0.0141 0.036309

Exp_Liver_TR25342|c0_g1_i1 2.54069 230.607 6.50408 up 3.33688 0.0141 0.036309

Exp_Liver_TR24845|c0_g2_i1 5.68213 11787.2 11.0185 up 5.43836 0.01415 0.036434

Exp_Liver_TR35007|c1_g6_i2 0.628663 24.3471 5.27532 up 2.74013 0.01415 0.036434

Exp_Liver_TR35766|c14_g30_i1 0.432757 17.686 5.35291 up 2.78131 0.0143 0.036819

Exp_Liver_TR26052|c0_g2_i1 2.88925 127.411 5.46265 up 2.8061 0.01435 0.036946

Exp_Liver_TR33645|c5_g3_i8 12.9927 572.4 5.46126 up 2.83463 0.01445 0.037018

Exp_Liver_TR21204|c3_g5_i1 0.142989 3283.14 14.4869 up 6.96577 0.01495 0.037518

Exp_Liver_TR30120|c0_g1_i2 0.753702 96.5065 7.00049 up 3.48012 0.0151 0.03789

Exp_Liver_TR28333|c0_g1_i1 0.824516 19.9367 4.59574 up 2.28624 0.0151 0.03789

Exp_Liver_TR34845|c0_g1_i1 0.254021 55.8782 7.7812 up 3.87955 0.0152 0.038122

Exp_Liver_TR15141|c0_g1_i1 4.4395 1043.91 7.87739 up 3.9276 0.01525 0.038246

Exp_Liver_TR35630|c0_g2_i1 0.150479 10.1464 6.07527 up 3.0089 0.0153 0.038369

Exp_Liver_TR32047|c4_g4_i4 0.226736 98.2226 8.75889 up 4.34362 0.01535 0.038491

Exp_Liver_TR35260|c16_g17_i1 1.02351 1048 9.99989 up 4.94516 0.0154 0.038611

Exp_Liver_TR33108|c9_g1_i3 0.668879 150.642 7.81517 up 3.89652 0.0154 0.038611

Exp_Liver_TR29350|c0_g1_i2 0.540515 381.039 9.46139 up 4.6692 0.01545 0.038735

Exp_Liver_TR29250|c13_g1_i2 1.13847 4685.86 12.007 up 5.95842 0.01585 0.038897

Exp_Liver_TR30566|c5_g12_i1 1.64054 727.67 8.79297 up 4.36041 0.01565 0.038897

Exp_Liver_TR35838|c9_g4_i4 0.352093 59.9735 7.41222 up 3.69036 0.0156 0.038897

Exp_Liver_TR35840|c2_g4_i1 0.396327 35.6854 6.4925 up 3.31718 0.01585 0.038897

Exp_Liver_TR33853|c18_g11_i4 4.64269 178.535 5.2651 up 2.76285 0.01595 0.038897

Exp_Liver_TR32919|c0_g1_i1 6.98808 266.919 5.25536 up 2.81695 0.0157 0.038897

Exp_Liver_TR29941|c0_g1_i3 0.816032 19.5687 4.58378 up 2.28338 0.01565 0.038897

Exp_Liver_TR35482|c0_g1_i2 0.133541 16.2713 6.9289 up 3.42307 0.0164 0.039372

Exp_Liver_TR35705|c0_g1_i4 0.164498 10.2034 5.95484 up 2.93581 0.0164 0.039372

Exp_Liver_TR35443|c0_g1_i2 0.159479 9.5095 5.89793 up 2.92646 0.0164 0.039372

Exp_Liver_TR27005|c1_g1_i1 0.508499 98.0394 7.59097 up 3.76407 0.01645 0.039487

Exp_Liver_TR32738|c0_g1_i2 0.719753 14.3846 4.32088 up 2.14968 0.01645 0.039487

Exp_Liver_TR34010|c6_g2_i1 0.398696 38.2543 6.58419 up 3.25961 0.0165 0.039602



- 63 -

Contigs
Con_Brain

(FPKM)
Exp_Brain

(FPKM log2(FC)
up/

down test_stat p_value q_value

Exp_Liver_TR29182|c1_g1_i1 0.580711 12.1888 4.39159 up 2.19404 0.0165 0.039602
Exp_Liver_TR24214|c0_g1_i3 0.324918 14.6546 5.49513 up 2.72135 0.0168 0.04032
Exp_Liver_TR35376|c2_g5_i3 2.35687 96.3352 5.35312 up 2.80735 0.01695 0.040677

Exp_Liver_TR31344|c0_g1_i6 1.96736 132.403 6.07253 up 3.10182 0.01705 0.040911

Exp_Liver_TR29663|c4_g2_i5 1.28579 77.952 5.92186 up 2.92604 0.01705 0.040911

Exp_Liver_TR28001|c0_g1_i1 3.45022 112.481 5.02685 up 2.61432 0.01705 0.040911

Exp_Liver_TR34559|c0_g1_i1 0.359013 6.85467 4.25498 up 2.11135 0.01715 0.041148

Exp_Liver_TR34547|c0_g1_i4 2.22852 70.3756 4.98092 up 2.62398 0.0173 0.041504

Exp_Liver_TR33193|c0_g2_i1 0.405886 44.8936 6.78929 up 3.3628 0.0174 0.04162

Exp_Liver_TR27476|c0_g2_i1 1.30117 61.375 5.55977 up 2.85776 0.0174 0.04162

Exp_Liver_TR32388|c0_g1_i1 1.62046 48.3255 4.89831 up 2.53113 0.0178 0.04162

Exp_Liver_TR21260|c1_g1_i1 175.83 5053.32 4.84498 up 2.58105 0.01755 0.04162

Exp_Liver_TR18988|c0_g1_i2 1.36603 134.171 6.61794 up 3.27664 0.01815 0.042196

Exp_Liver_TR24450|c1_g5_i3 63.1242 1832.19 4.85923 up 2.60336 0.0182 0.04231

Exp_Liver_TR35260|c16_g24_i1 41.9784 1421.68 5.08181 up 2.6631 0.01825 0.042425

Exp_Liver_TR31816|c1_g1_i2 0.532905 40.6848 6.25447 up 3.08747 0.01835 0.042652

Exp_Liver_TR32930|c0_g4_i1 0.688083 12.6519 4.20063 up 2.0885 0.0185 0.042999

Exp_Liver_TR28720|c0_g1_i1 0.982622 30.7484 4.96773 up 2.5753 0.0188 0.043669

Exp_Liver_TR34346|c2_g2_i2 0.219852 14.6818 6.06135 up 2.99475 0.01885 0.043782

Exp_Liver_TR34792|c1_g3_i2 0.448828 21.7778 5.60055 up 2.78314 0.01885 0.043782

Exp_Liver_TR33435|c1_g2_i1 0.295017 17.6547 5.90311 up 2.91856 0.0191 0.044359

Exp_Liver_TR23250|c0_g1_i1 5.52348 155.652 4.8166 up 2.56404 0.0195 0.045276

Exp_Liver_TR34871|c2_g2_i2 0.841475 51.216 5.92753 up 2.9308 0.01965 0.045375

Exp_Liver_TR29340|c4_g5_i1 2.99837 177.196 5.88502 up 2.98124 0.02 0.045375

Exp_Liver_TR34743|c0_g1_i3 0.730714 33.9692 5.53878 up 2.73394 0.01985 0.045375

Exp_Liver_TR34252|c0_g1_i2 0.245681 10.9589 5.47917 up 2.72206 0.02045 0.045375

Exp_Liver_TR32345|c4_g1_i1 0.480975 21.4125 5.47635 up 2.77073 0.02035 0.045375

Exp_Liver_TR31390|c0_g1_i1 0.431427 18.007 5.3833 up 2.6639 0.01965 0.045375

Exp_Liver_TR28102|c4_g16_i4 1.00256 41.1164 5.35795 up 2.64208 0.0205 0.045375

Exp_Liver_TR35071|c1_g1_i6 1.0929 42.436 5.27905 up 2.61525 0.02005 0.045375

Exp_Liver_TR31646|c6_g1_i2 1.0217 32.6948 5.00002 up 2.46767 0.02095 0.045375

Exp_Liver_TR35703|c1_g4_i1 0.218752 6.5346 4.90073 up 2.42055 0.02045 0.045375

Exp_Liver_TR35612|c1_g2_i3 0.919331 26.3168 4.83925 up 2.55025 0.02 0.045375

Exp_Liver_TR29946|c0_g1_i1 1.72935 48.3531 4.80531 up 2.51498 0.02075 0.045375

Exp_Liver_TR25744|c0_g1_i1 14.638 363.361 4.63361 up 2.47336 0.02055 0.045375

Exp_Liver_TR34171|c0_g1_i4 0.258363 4.45023 4.10641 up 2.0517 0.0206 0.045375

Exp_Liver_TR33200|c1_g2_i1 0.433943 7.41718 4.09529 up 2.0349 0.02095 0.045375

Exp_Liver_TR33514|c0_g1_i6 0.380386 14.8496 5.28682 up 2.62518 0.0212 0.045586

Exp_Liver_TR24857|c0_g1_i1 1.2734 45.4669 5.15805 up 2.55162 0.0212 0.045586

Exp_Liver_TR35699|c0_g1_i2 0.475254 22.7039 5.5781 up 2.82404 0.0216 0.046347

Exp_Liver_TR21204|c4_g1_i1 0.274663 6303.13 14.4861 up 6.53224 0.02165 0.046448

Exp_Liver_TR33075|c3_g4_i2 0.82934 15820.7 14.2195 up 6.43287 0.02165 0.046448

Exp_Liver_TR24847|c4_g1_i1 0.130647 1471.3 13.4591 up 6.11169 0.02165 0.046448

Exp_Liver_TR27147|c1_g3_i1 0.457596 1194.32 11.3498 up 5.19259 0.02165 0.046448

Exp_Liver_TR24153|c0_g1_i1 2.01503 106.667 5.72617 up 2.89955 0.0217 0.04655

Exp_Liver_TR27554|c4_g1_i1 0.324422 2230.4 12.7471 up 5.8025 0.02175 0.046655

Exp_Liver_TR34635|c11_g3_i1 0.138261 1932.91 13.7711 up 6.24312 0.0218 0.046757

Exp_Liver_TR30608|c0_g1_i2 0.771184 35.6364 5.53013 up 2.7892 0.0218 0.046757

Exp_Liver_TR35164|c0_g1_i4 0.327612 10.7895 5.04149 up 2.49681 0.0218 0.046757
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Exp_Liver_TR27045|c0_g1_i1 0.085628 283.878 11.6949 up 5.35425 0.02185 0.046861
Exp_Liver_TR33160|c0_g1_i1 0.199894 144.607 9.49868 up 4.36129 0.02185 0.046861
Exp_Liver_TR32142|c0_g1_i4 0.151216 108.144 9.48213 up 4.35269 0.0219 0.046966

Exp_Liver_TR35625|c0_g2_i3 0.24603 10.2315 5.37803 up 2.65161 0.02195 0.047072

Exp_Liver_TR32896|c6_g7_i3 0.280775 212.811 9.56594 up 4.39229 0.02205 0.047284

Exp_Liver_TR23146|c0_g1_i1 0.04409 26.6959 9.24197 up 4.23928 0.02215 0.047493

Exp_Liver_TR31442|c0_g1_i1 0.142082 31.1834 7.77791 up 3.55558 0.02215 0.047493

Exp_Liver_TR32273|c3_g2_i2 6.29683 174.735 4.7944 up 2.48794 0.0222 0.047597

Exp_Liver_TR33920|c2_g11_i2 45.3249 1226.03 4.75755 up 2.5428 0.0222 0.047597

Exp_Liver_TR31544|c3_g1_i2 0.531564 14.853 4.80437 up 2.37569 0.0223 0.047804

Exp_Liver_TR33405|c5_g10_i1 0.255217 67.3081 8.04291 up 3.67422 0.02235 0.047909

Exp_Liver_TR30858|c1_g1_i1 0.519227 350.472 9.39872 up 4.30141 0.02255 0.048329

Exp_Liver_TR35837|c4_g3_i1 0.054558 24.4585 8.80833 up 4.03789 0.0226 0.048329

Exp_Liver_TR33216|c9_g1_i1 0.186842 56.0852 8.22965 up 3.77303 0.0226 0.048329

Exp_Liver_TR32944|c2_g1_i2 0.095366 21.0486 7.78604 up 3.55949 0.0226 0.048329

Exp_Liver_TR32408|c1_g2_i3 0.285649 40.1187 7.13389 up 3.60532 0.02255 0.048329

Exp_Liver_TR33428|c1_g1_i3 0.116548 15.2374 7.03054 up 3.21521 0.02275 0.048645

Exp_Liver_TR32691|c0_g4_i3 0.602296 19.6393 5.02713 up 2.56497 0.02275 0.048645

Exp_Liver_TR29399|c0_g1_i1 0.151795 52.671 8.43874 up 3.87051 0.02285 0.048851

Exp_Liver_TR35021|c5_g1_i2 3.30329 419.429 6.98838 up 3.1965 0.02285 0.048851

Exp_Liver_TR27443|c0_g1_i1 0.183386 29.1735 7.31363 up 3.34777 0.0229 0.048919

Exp_Liver_TR29562|c0_g1_i2 0.161136 20.6764 7.00356 up 3.2034 0.02295 0.049022

Exp_Liver_TR34281|c0_g1_i7 0.358527 11.6107 5.01723 up 2.4693 0.02295 0.049022

Exp_Liver_TR24644|c0_g1_i1 2.23873 84.7262 5.24205 up 2.65199 0.023 0.049127

Exp_Liver_TR28645|c17_g10_i2 1.46022 34.6769 4.56972 up 2.40763 0.02305 0.049232

Exp_Liver_TR34544|c0_g4_i2 0.189263 24.8124 7.03452 up 3.21669 0.0231 0.049333

Exp_Liver_TR32528|c6_g4_i1 11.4662 297.682 4.69831 up 2.4733 0.0231 0.049333

Exp_Liver_TR32655|c2_g8_i3 2.6101 64.788 4.63355 up 2.39313 0.0231 0.049333

Exp_Liver_TR35205|c0_g1_i1 0.038261 9.2578 7.91864 up 3.61652 0.02315 0.049434

Exp_Liver_TR25856|c1_g1_i1 0.433507 99.1198 7.83697 up 3.94254 0.02315 0.049434

Exp_Liver_TR32169|c0_g1_i3 0.132139 19.4406 7.20087 up 3.29185 0.02315 0.049434

Exp_Liver_TR34205|c1_g2_i8 0.114908 24.487 7.7354 up 3.54371 0.0232 0.049537

Exp_Liver_TR26509|c0_g1_i1 1.07204 118.337 6.7864 up 3.43541 0.0232 0.049537

Exp_Liver_TR31976|c1_g1_i5 0.540329 16.1413 4.90078 up 2.43031 0.02325 0.049642

Exp_Liver_TR33074|c3_g1_i1 0.152546 13.2328 6.43874 up 2.93932 0.0233 0.049747

Exp_Liver_TR35629|c1_g2_i4 0.083591 16.7125 7.64337 up 3.49977 0.02335 0.04985

Exp_Liver_TR35562|c2_g2_i2 0.208593 5.95591 4.83556 up 2.39144 0.0234 0.049955

Con_Liver_TR20826|c6_g8_i1 29942.4 395.991 -6.24058 down -3.28773 0.0036 0.02161

Con_Liver_TR20826|c6_g3_i1 5412.38 56.4838 -6.58228 down -3.49439 0.00375 0.02161

Con_Liver_TR15881|c1_g1_i1 1831.54 12.1141 -7.24022 down -3.80951 0.00295 0.02161

Con_Liver_TR18426|c2_g4_i1 11117.6 37.704 -8.20391 down -4.26133 0.0031 0.02161

Con_Liver_TR4615|c0_g1_i1 115.418 1.91196 -5.91567 down -2.94663 0.00445 0.023588

Con_Liver_TR19707|c0_g1_i1 179.261 2.11151 -6.40764 down -3.36706 0.0062 0.030288

Con_Liver_TR41421|c0_g1_i1 606.258 1.28653 -8.8803 down -4.4284 0.007 0.032351

Con_Liver_TR22987|c6_g9_i1 3186.31 1.72983 -10.847 down -4.77002 0.0077 0.033564

Con_Liver_TR19326|c2_g4_i1 2041.66 1.33244 -10.5815 down -4.65548 0.00785 0.033839

Con_Liver_TR22416|c1_g1_i1 10.3828 0.389202 -4.73753 down -2.35506 0.01115 0.035281

Con_Liver_TR15773|c0_g1_i1 6.63205 0.176697 -5.2301 down -2.27116 0.013 0.035281

Con_Liver_TR22941|c4_g1_i1 74.0621 1.6836 -5.45911 down -2.87403 0.01325 0.035281
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Con_Liver_TR20776|c0_g1_i1 126.475 2.87136 -5.46097 down -2.88941 0.01125 0.035281

Con_Liver_TR3791|c0_g2_i1 9234.99 204.549 -5.49659 down -2.90927 0.01015 0.035281

Con_Liver_TR5949|c0_g1_i1 99.7776 1.95821 -5.67111 down -2.46976 0.0129 0.035281

Con_Liver_TR23429|c1_g1_i1 20053.6 384.758 -5.70376 down -3.01094 0.00835 0.035281

Con_Liver_TR22438|c0_g1_i1 3.9126 0.074498 -5.71479 down -2.48967 0.01255 0.035281

Con_Liver_TR12593|c0_g2_i1 12.8641 0.231863 -5.79393 down -2.52532 0.0123 0.035281

Con_Liver_TR23334|c1_g1_i6 9.1943 0.16212 -5.82561 down -2.53717 0.01255 0.035281

Con_Liver_TR20023|c0_g1_i1 10.6385 0.182207 -5.86757 down -2.55616 0.0114 0.035281

Con_Liver_TR10293|c0_g2_i1 8.53669 0.13559 -5.97636 down -2.60567 0.01165 0.035281

Con_Liver_TR18766|c0_g2_i2 3.9386 0.057621 -6.09494 down -2.65398 0.0109 0.035281

Con_Liver_TR14652|c0_g1_i2 4.18865 0.057428 -6.18859 down -2.7032 0.0101 0.035281

Con_Liver_TR12197|c0_g1_i1 23.7576 0.309398 -6.26278 down -2.73658 0.0123 0.035281

Con_Liver_TR13803|c0_g1_i1 3.29522 0.042283 -6.28417 down -2.74505 0.0101 0.035281

Con_Liver_TR15118|c1_g1_i1 8.56936 0.100765 -6.41012 down -2.80293 0.011 0.035281

Con_Liver_TR22920|c0_g1_i1 9.38377 0.107185 -6.45199 down -2.82177 0.0117 0.035281

Con_Liver_TR18991|c0_g1_i1 20.8006 0.226656 -6.51997 down -2.85234 0.00905 0.035281

Con_Liver_TR16494|c1_g1_i2 44.2029 0.478874 -6.52835 down -2.85607 0.0102 0.035281

Con_Liver_TR21563|c0_g1_i1 39.7335 0.403828 -6.62047 down -3.41112 0.01025 0.035281

Con_Liver_TR22472|c0_g1_i1 8.03439 0.075001 -6.74314 down -2.94396 0.01095 0.035281

Con_Liver_TR22426|c10_g1_i6 24.5191 0.209942 -6.86778 down -3.0086 0.00895 0.035281

Con_Liver_TR21465|c4_g2_i1 261.666 2.06395 -6.98618 down -3.56603 0.0132 0.035281

Con_Liver_TR23017|c0_g1_i3 10.0514 0.067174 -7.22529 down -3.16538 0.00975 0.035281

Con_Liver_TR16400|c0_g2_i1 48.5246 0.315106 -7.26674 down -3.18499 0.0093 0.035281

Con_Liver_TR287|c0_g1_i1 100.238 0.521609 -7.58625 down -3.3239 0.0092 0.035281

Con_Liver_TR22447|c0_g1_i2 33.0925 0.447952 -6.20701 down -3.16118 0.0135 0.035482

Con_Liver_TR19746|c0_g1_i1 5.43386 0.098748 -5.78208 down -2.5176 0.01395 0.035926

Con_Liver_TR18694|c1_g2_i2 7.9363 0.213782 -5.21425 down -2.25909 0.01455 0.037018

Con_Liver_TR21726|c7_g1_i3 2.51758 0.05922 -5.40982 down -2.35128 0.01505 0.037767

Con_Liver_TR19339|c0_g1_i3 4.89465 0.121031 -5.33776 down -2.31967 0.01515 0.038013

Con_Liver_TR12203|c0_g1_i2 589.827 12.1321 -5.60339 down -2.84226 0.01535 0.038491

Con_Liver_TR23192|c0_g2_i1 21.4502 0.603819 -5.15073 down -2.23535 0.0154 0.038611

Con_Liver_TR14178|c0_g1_i1 12.8366 0.409923 -4.96877 down -2.15323 0.0157 0.038897

Con_Liver_TR23257|c6_g6_i1 2.92568 0.086649 -5.07745 down -2.20178 0.01595 0.038897

Con_Liver_TR20559|c0_g1_i2 2.98155 0.088303 -5.07746 down -2.20179 0.01595 0.038897

Con_Liver_TR23277|c2_g8_i9 25.4751 0.634852 -5.32653 down -2.31076 0.0156 0.038897

Con_Liver_TR19526|c8_g1_i1 3235.87 24.9644 -7.01814 down -3.59329 0.01555 0.038897

Con_Liver_TR7572|c0_g1_i1 54.312 1.91905 -4.82281 down -2.39407 0.01645 0.039487

Con_Liver_TR13852|c0_g1_i2 19.8808 0.428926 -5.5345 down -2.40835 0.0165 0.039602

Con_Liver_TR20947|c9_g1_i1 179.706 5.83704 -4.94426 down -2.58435 0.01695 0.040677

Con_Liver_TR21792|c1_g1_i1 4.08666 0.124074 -5.04165 down -2.18619 0.0171 0.04103

Con_Liver_TR13615|c0_g1_i2 12.8754 0.422399 -4.92986 down -2.13562 0.0173 0.041504

Con_Liver_TR22060|c0_g1_i1 9.972 0.401676 -4.63378 down -2.30059 0.018 0.04185

Con_Liver_TR22421|c5_g2_i2 18.9272 0.300715 -5.97592 down -2.95411 0.01815 0.042196

Con_Liver_TR20953|c0_g1_i2 70.2125 2.26396 -4.95481 down -2.60152 0.01835 0.042652

Con_Liver_TR19526|c7_g4_i1 89.7457 0.838985 -6.74105 down -3.42306 0.01835 0.042652

Con_Liver_TR22426|c9_g1_i1 11.5618 0.587542 -4.29854 down -2.13386 0.01865 0.043324

Con_Liver_TR21938|c3_g3_i1 32.349 0.815528 -5.30984 down -2.72569 0.0188 0.043669

Con_Liver_TR19684|c0_g1_i6 3.37749 0.115732 -4.86709 down -2.10366 0.01905 0.044244



- 66 -

Contigs
Con_Brain

(FPKM)
Exp_Brain

(FPKM log2(FC)
up/

down test_stat p_value q_value

Con_Liver_TR15309|c0_g1_i1 6.10583 0.261334 -4.54622 down -1.96227 0.01925 0.044705

Con_Liver_TR19172|c0_g2_i1 3.59293 0.148562 -4.59603 down -1.98477 0.01945 0.045162

Con_Liver_TR54112|c0_g1_i1 4.20368 0.173793 -4.59621 down -1.98485 0.01945 0.045162

Con_Liver_TR21521|c0_g1_i1 4.62783 0.191312 -4.59634 down -1.9849 0.01945 0.045162

Con_Liver_TR5343|c0_g1_i1 5.22739 0.21607 -4.59652 down -1.98498 0.01945 0.045162

Con_Liver_TR23006|c3_g1_i3 6.49163 0.324463 -4.32245 down -2.13521 0.0204 0.045375

Con_Liver_TR19828|c0_g1_i3 2.29331 0.107862 -4.41018 down -1.90071 0.02095 0.045375

Con_Liver_TR10089|c0_g2_i1 2.4518 0.115312 -4.41023 down -1.90073 0.02095 0.045375

Con_Liver_TR15985|c0_g7_i1 18.7222 0.877163 -4.41576 down -1.90311 0.02095 0.045375

Con_Liver_TR22464|c0_g2_i1 2.00686 0.089154 -4.4925 down -1.93796 0.0201 0.045375

Con_Liver_TR22533|c6_g2_i3 11.2887 0.500455 -4.49549 down -1.93925 0.0201 0.045375

Con_Liver_TR55399|c0_g1_i1 24.8732 1.07942 -4.52627 down -1.95299 0.02 0.045375

Con_Liver_TR20376|c0_g1_i3 1.45743 0.061346 -4.5703 down -1.97109 0.01955 0.045375

Con_Liver_TR10915|c0_g4_i1 6.48222 0.272561 -4.57184 down -1.97176 0.01955 0.045375

Con_Liver_TR14969|c0_g1_i1 4.55444 0.185092 -4.62095 down -1.99603 0.0208 0.045375

Con_Liver_TR22533|c6_g18_i1 15.053 0.610451 -4.62403 down -1.99736 0.0208 0.045375

Con_Liver_TR1138|c0_g2_i1 12.7738 0.509641 -4.64756 down -2.00584 0.0198 0.045375

Con_Liver_TR9141|c0_g1_i1 1.78007 0.068882 -4.69166 down -2.02544 0.0196 0.045375

Con_Liver_TR35617|c0_g1_i1 7.41542 0.286634 -4.69325 down -2.02612 0.0196 0.045375

Con_Liver_TR13852|c0_g1_i3 11.6456 0.449777 -4.69443 down -2.02663 0.0196 0.045375

Con_Liver_TR20119|c2_g4_i2 26.0325 1.0026 -4.69849 down -2.02839 0.0196 0.045375

Con_Liver_TR22478|c1_g2_i5 2.26381 0.083552 -4.75994 down -2.05744 0.0201 0.045375

Con_Liver_TR20826|c6_g9_i1 7216.91 13.1353 -9.10179 down -4.57748 0.0215 0.046223

Con_Liver_TR22926|c17_g1_i5 47.7957 1.49475 -4.99891 down -2.631 0.01995 0.045375

Con_Liver_TR255|c0_g1_i1 85.4762 2.54901 -5.06751 down -2.60573 0.021 0.045375

Con_Liver_TR13991|c0_g1_i1 97.3949 2.62881 -5.21137 down -2.67688 0.02075 0.045375

Con_Liver_TR16528|c0_g1_i1 3.32821 0.153491 -4.43852 down -1.91357 0.02135 0.045907

Con_Liver_TR12418|c0_g1_i1 4.93831 0.251849 -4.29339 down -1.84794 0.02145 0.046119

Con_Liver_TR22126|c5_g11_i1 5.74768 0.293065 -4.29369 down -1.84807 0.02145 0.046119

Con_Liver_TR53744|c0_g1_i1 1.77018 0.090351 -4.29221 down -1.84744 0.0215 0.046223

Con_Liver_TR20095|c0_g1_i2 2.27807 0.103104 -4.46564 down -1.92579 0.0217 0.04655

Con_Liver_TR18847|c0_g1_i6 3.43258 0.155316 -4.46602 down -1.92596 0.0217 0.04655

Con_Liver_TR23116|c5_g12_i6 43.6999 1.69571 -4.68767 down -2.4491 0.02215 0.047493

Con_Liver_TR15189|c0_g2_i1 3.42277 0.164157 -4.38202 down -1.88622 0.02225 0.0477

Con_Liver_TR23064|c1_g1_i1 4.43296 0.212554 -4.38237 down -1.88637 0.02225 0.0477

Con_Liver_TR12081|c0_g1_i1 80.8112 3.93182 -4.36129 down -2.16222 0.0223 0.047804

Con_Liver_TR15846|c0_g1_i1 49.5617 1.76008 -4.81551 down -2.46802 0.0227 0.048541

Con_Liver_TR20826|c6_g1_i1 765.989 18.0484 -5.40738 down -2.73166 0.0228 0.04875

Con_Liver_TR19526|c7_g12_i5 744.723 30.7203 -4.59944 down -2.45774 0.02285 0.048851

Con_Liver_TR22412|c0_g1_i1 9.61686 0.327896 -4.87425 down -2.47373 0.02335 0.04985



- 67 -

    (2) Blast2GO 분석을 통한 annotation

      (가) Blast2GO 분석

Contig들은 KEGG pathway mapping, Blast2GO에 의한 gene ontology 분석 

그리고 Blast 검색에 의한 유전자의 annotation에 사용되어 각 조직의 대조

군과 실험군의 metabolism pathway와 각 유전자의 예측 및 기능적 차이를 

분석하였다. 또한 이들 contigs를 DEG 분석의 reference 서열 구축에 활용하

였으며, 그 결과 각 조직에 대한 대조군과 실험군의 unigene contigs을 취합

한 reference로부터 DEG 분석을 위한 mapping rate는 72.0∼87.4%였으며, 모

든 조직의 실험군과 대조군의 unigene contigs을 취합한 reference로부터 

DEG 분석을 위한 mapping rate는 73.2∼88.9%를 보였다.

      (나) GO distribution by level 2

  BLAST2GO software를 통해 GO분석 결과 뇌 조직에서 64,882개 unigenes 

중 ≤300 bp에서 8,120개, 300-1,000 bp에서 25,820개, ≥ 1,000 bp에서 

30,882개의 GO terms 결과를 얻었다, 

  GO 분석결과 term group 중  결과를 살펴보면 3개의 카테고리 biological 

process, cellular component, molecular function으로 분류하였으며, 뇌 조직에

서 biological process 카테고리에서 27 groups을 가지며 249,257개(50.2%)로 

가장 많았으며, molecular function 카테고리에서 17 group 76,444개(15.4%),  

cellular component에서 20 groups, 170,784개(34.4%)가 확인되었다. 주요 그

룹은  cellular process (GO:000987)가 38,957개(15.63%), single - organism 

process (GO:0044699)가 31,952개(12.82%), metabolic process (GO:0008152)가 

27,419개(11%) 순으로 확인되었다(Fig. 3-21).
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Fig. 3-21. The top 20 most enriched GO-terms in Brain. Gene Ontology (GO) 
annotation associated with the Basta - exposed brain tissue of transcriptome of 
Misgurnus mizolepis. Horizontal axis show the GO terms in the next level of 
the three main GO classification, the vertical axis show the number of the 
genes annotated in the trem, the sub-term and the ratio between this number 
and the total number of annotated genes. From left to right are the GO three 
main classifications; biological process, molecular function and cellular 
component. 
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  Biological process 카테고리에서 sequence distribution 상위 50을 차지하는 

것 중  regulation of transcription, DNA-templated 가 가장 높게 확인되었으

며, oxidation-reduction process와 transcription, DNA-templated가 다음으로 확

인되었다(Fig. 3-22).

  Molecular function 카테고리에서 sequence distribution 상위 50을 차지하는 

것 중 ATP binding 관련 sequence가 가장 높게 확인되었으며, metal ion 

binding, zinc ion binding 순으로 확인되었다(Fig. 3-23).

  Cellular component 카테고리에서 integral component of membrane이 가장 

높게 나타났으며, nucleus, cytoplasm 순으로 확인되었다(Fig. 3-24).

  GO분석 결과 대조군의 아가미 조직에서 52,693개 unigenes 중 ≤300 bp 

에서 8,879개, 300-1,000 bp에서 24,816개, ≥ 1,000 bp에서 18,998개의 GO 

terms 결과를 얻었다, GO terms결과를 살펴보면 3개의 카테고리 biological 

process, cellular component, molecular function으로 분류하였으며, 아가미 조

직 biological process 카테고리에서 27 group을 가지며 204,380개(49.7%) 

molecular function 카테고리에서 17 group을 가지며 63,617개(15.5%), cellular 

component에서 19group을 가지며 143,088개(34.8%)가 확인되었다. Biological 

process에서 cellular process(GO:000987)가 32,341개(15.82%), single-organism 

process (GO:0044699)가 25,929개(12.69%), metabolic process (GO:0008152)가 

23,755개(11.62%) 순으로 확인되었다.  
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Fig. 3-22. The top 50 most enriched GO-terms of biological process in Brain. 

The x-axis is the corresponding number of sequence and y-axis is sequence 

distribution of biological process. 
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Fig. 3-23. The top 50 most enriched GO-terms of molecular function in brain. 

The x-axis is the corresponding number of sequence and y-axis is sequence 

distribution of molecular function.
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Fig. 3-24. The top 50 most enriched GO-terms of cellular component in brain. 

The x-axis is the corresponding number of sequence and y-axis is top 50 

sequence distribution of cellular component.  
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  Molecular function 카테고리에서 binding group (GO:0005488)은 29,255개

(45.99%), catalytic activity group (GO:0003824)은 18,943개(29.78%), 

transporter activity group (GO:0005215)은 2,831개(4%) 순으로 나타났다. 

Cellular component 카테고리에서 cell group (GO:0005623)은 28,864개

(20.17%), cell part group (GO:0044464)은 28,752개(20.09%), organelle group 

(GO:0043226)은 19,817개(13.85%) 순으로 나타났다(Fig. 3-25).

  Biological process 카테고리에서 sequence distribution 상위 50을 차지하는 

것 중  regulation of transcription과 DNA-templated가 가장 높게 확인되었으

며, oxidation-reduction process와 transcription, DNA-templated가 다음으로 확

인되었다(Fig. 3-26).

  Molecular function 카테고리에서 sequence distribution 상위 50을 차지하는 

것 중 ATP binding 관련 sequence가 가장 높게 확인되었으며, 뇌 조직과 달

리 아가미 조직에서는 metal ion binding, zinc ion binding, DNA binding 순

으로 확인되었다(Fig. 3-27).

  Cellular component 카테고리에서 integral component of membrane이 가장 

높게 나타났으며, nucleus, cytoplasm, membrane 순으로 확인되었다(Fig. 

3-28).

  GO분석 결과 간 조직에서 64,288개 unigenes 중 ≤300 bp 에서 9,801개, 

300-1,000 bp에서 29,869개, ≥ 1,000 bp에서 24,618개의 GO terms 결과를 

얻었다. GO terms 결과를 살펴보면 3개의 카테고리 biological process, 

cellular component, molecular function으로 분류하였으며, 간 조직에서 

biological process 카테고리에서 27 group으로 220,120개(50.2%), molecular 

function 카테고리에서 16 group으로 67,778개(15.4%), cellular component에서 

19 group으로 150,867개(34.4%)가 확인되었다.
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Fig. 3-25. The top 20 most enriched GO-terms in gill. Gene Ontology (GO) 
annotation associated with the Basta - exposed gill tissue of transcriptome of 
Misgurnus mizolepis. Horizontal axis show the GO terms in the next level of 
the three main GO classification, the vertical axis show the number of the 
genes annotated in the trem, the sub-term and the ratio between this number 
and the total number of annotated genes. From left to right are the GO three 
main classifications; biological process, molecular function and cellular 
component.
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Fig. 3-26. The top 50 most enriched GO-terms of biological process in gill. 

The x-axis is the corresponding number of sequence and y-axis is sequence 

distribution of biological process.
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Fig. 3-27. The top 50 most enriched GO-terms of molecular function in gill. 

The x-axis is the corresponding number of sequence and y-axis is sequence 

distribution of molecular function.
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Fig. 3-28. The top 50 most enriched GO-terms of cellular component in gill. 

The x-axis is the corresponding number of sequence and y-axis is sequence 

distribution of cellular component.
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  Biological process에서 cellular process (GO:0009987)가 34,711개(15.77%), 

single-organism process (GO:0044699)가 28,453개(12.93%), metabolic process 

(GO:0008152)가 26,991개(12.26%) 순으로 확인되었다.  

  Molecular function 카테고리에서 binding group (GO:0005488)은 31,119개

(45.91%), catalytic activity group (GO:0003824)은 21,234개(31.33%), molecular 

function regulator group (GO:0098772)은 3,234개(4.8%) 순으로 나타났다. 

Cellular component 카테고리에서 cell group (GO:0005623)은 30,429개

(20.2%), cell part group (GO:0044464)은 30,308개(20.1%), organelle group 

(GO:0043226)은 20,852개(13.8%) 순으로 나타났다(Fig. 3-29).

  Biological process 카테고리에서 sequence Distribution 상위 50을 차지하는 

것 중 oxidation-reduction process가 가장 높게 확인되었으며, regulation of 

transcription, DNA-templated와 transcription, DNA-templated가 다음으로 확인

되었다(Fig. 3-30).

  Molecular function 카테고리에서 sequence distribution 상위 50을 차지하는 

것 중 ATP binding 관련 sequence가 가장 높게 확인되었으며, 뇌 조직과 아

가미 조직에서와 달리 간 조직에서 zinc ion binding, metal ion binding, 

nucleic acid binding 순으로 확인되었다(Fig. 3-31).

  Cellular component 카테고리에서 integral component of membrane이 가장 

높게 나타났으며, nucleus, cytoplasm, membrane 순으로 확인되었다(Fig. 

3-32).
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Fig. 3-29. The top 20 most enriched GO-terms in liver. Gene Ontology (GO) 
annotation associated with the Basta - exposed liver tissue of transcriptome of 
Misgurnus mizolepis. Horizontal axis show the GO terms in the next level of 
the three main GO classification, the vertical axis show the number of the 
genes annotated in the trem, the sub-term and the ratio between this number 
and the total number of annotated genes. From left to right are the GO three 
main classifications; biological process, molecular function and cellular 
component. 
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Fig. 3-30. The top 50 most enriched GO-terms of biological process in liver. 

The x-axis is the corresponding number of sequence and y-axis is sequence 

distribution of biological process. 



- 81 -

Fig. 3-31. The top 50 most enriched GO-terms of molecular function in liver. 

The x-axis is the corresponding number of sequence and y-axis is sequence 

distribution of molecular function.
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Fig. 3-32. The top 50 most enriched GO-terms of cellular component in liver. 

The x-axis is the corresponding number of sequence and y-axis is sequence 

distribution of cellular component.
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      (다) Orthologous groups from contigs

  대조군과 Basta에 노출된 실험군 으로부터 얻어진 contig 서열들을 이들 

실험군의 공통 reference 서열로 사용하였으며, 이들 공통 contig 서열들을 

BLASTX로 검색하였고, 그 자료를 바탕으로 COG와 blast2GO를 실행하였

다. EggNOG database로부터 eukaryotic clusters of orthologous group (COG) 

분석 결과, 뇌 조직에서는 32,487개(36.9%) unigene을 아가미에서 27,128개

(30.8%), 간 조직에서는 28,468개(32.3%)의 unigene을 찾아 orthologous group

을 구축하였다. 300 bp 이하는 뇌 조직에서 3,927개였고, 아가미 조직에서 

4,967개, 간 조직에서 3,626개를 찾았다. 300∼1000 bp 구간에서는 뇌 조직

은 12,645개였고, 아가미 조직은 12,307개,  간 조직에서 11,899개였다. 

  뇌 조직에서는 기능이 알려지지 않은 서열은 13,783개(22.15%)이었으며, 

signal transduction mechanism은 8,195개(13.17%), posttranslational modification, 

protein turnover, chaperones은 6,306개(10.13%), intracellular trafficking, secretion, 

and vesicular transport은 5,796개(9.31%), transcription은 5,215개(8.38%)였다

(Fig. 3-33).

  아가미 조직에서는 기능이 잘 알려지지 않은 서열은 11,324개(21.53%) 였

으며, signal transduction mechanism은 6,260개 (11.9%)였고, posttranslational 

modification, protein turnover, chaperones은 5,774개(10.98%), intracellular trafficking, 

secretion, and vesicular transport은 4,285개(8.15%), transcription은 4,250개

(6.27%)였다(Fig. 3-34).

  간 조직에서는 기능이 알려지지 않은 서열은 12,106개 (22.1%)였으며, 

signal transduction mechanism은 6,194개(11.3%)였고, posttranslational 

modification, protein turnover, chaperones은 6,093개(11.1%), intracellular trafficking, 

secretion, and vesicular transport은 4,819개(8.8%), transcription은 4,419개

(8.1%)였다(Fig. 3-35).
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Fig. 3-33. Top orthologous groups from contigs of brain tissue.
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Fig. 3-34. Top orthologous groups from contigs of gill tissue.
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Fig. 3-35. Top orthologous groups from contigs of liver tissue.
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      (라) Differentially expressed gene analysis 

  Mapping된 RNA-Seq reads의 발현량을 TopHat과 CummenRbund를 이용하

여 평가하였다. Unigene data의 통계분석에 의하여 대조군과 Basta에 노출된 

실험군 사이에서 현저하게 다른 발현을 보이는 unigene contigs를 확인하였

다. 그 결과 대조군과 실험군의 뇌 조직에서 생성된 unigene contigs를 

reference gene으로 하여 각 실험군에서 현저하게 다른 contigs group을 

scatter plot과 volcano plot으로 나타내었다. Scatter plot에서 빨간 점들은 대

조군보다 실험군에서 log2 (FPKM)값이 큰 값을 나타내며, 파란 점들은 실

험군보다 대조군에서 log2 (FPKM)값이 큰 값을 나타낸다. 초록 점들은 대

조군과 실험군 값의 차이가 log2이내의 값들을 나타내며, 검은 점들은 대조

군과 실험군 값에서 q값이 통계적으로 유의한 값들을 표시한다(Fig. 

3-36A). 

  뇌 조직에서 전체 110,114 개의 unigene contigs에서 발현되지 않은 것은 

98,256개였고, 4,929개 contigs가 up-regulation되었으며, 6,929개 contigs가 

down-regulation되었다. 이중 통계적으로 유의한 contigs는 663개였다. 이중 

up-regulation은 321개였고, down-regulation은 341개였다.

  Volcano plots은 Y축은 p value log10 값을 나타내며, X축은 log2fold를 나

타내며, 이 값들을 이용하여 filtering을 하면 유의성 있으며 발현차이가 많

이 나는 유전자 혹은 transcript만 골라낼 수 있다. Q value cutoff는 0.05에

서 하였고, 빨간 점은 q value가 0.05의 FPKM값을 나타낸다. 초록색 점은 

현저하게 발현되지 않는 것을 나타내며, 빨간 색 점은 현저하게 발현되는 

것을 나타낸다. 빨간 네모는 현저하게 차등 발현된 contigs를 나타내고 있

다. 전체 110,114개의 unigene contgis에서 차등발현되지 않은 contigs는 

98,256개였으며, up regulation contigs는 4,929개였고, down regulation contigs

는 6,929개였다.
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Fig. 3-36. Overview of differently expressed contigs distribution trends in brain 

between control and experiment. (A) Scatter plot. The x-axis is gene 

expression quantities (in logs) of control group and y-axis is gene expression 

quantities of exposed to Basta. (B) Volcano plot. The red rectangle and red 

dots indicates contigs with differences in expression. The log2fold of brain 

tissue from control and exposed to Basta group is indicated the mean 

expression level for each contigs. Each dot represents one contigs.



- 89 -

  통계적으로 유의한 값을 나타내는 contigs는 663개였다. 이중 up 

regulation contigs는 321개였고, down regulation contigs는 341개였다. 이것은 

빨간 점으로 나타냈다(Fig. 3-36B). 

  아가미 조직에서 전체 80,860 개의 unigene contigs에서 발현되지 않은 것

은 72,580개였고, 3,220개 contigs가 up regulation되었으며, 5,060개 contigs가 

down regulation되었다. 이중 통계적으로 유의한 contigs는 347개였다. 이중 

up regulation은 109개였고, down regulation은 238개였다. Volcano plots은 Y

축은 p value log10 값을 나타내며, X축은 log2fold를 나타내며, 이 값을 이

용하여 filtering을 하면 유의성 있으며 발현차이가 많이 나는 유전자 혹은 

transcript만 골라낼 수 있다. Q value cutoff는 0.05에서 하였고, 빨간 점은 q 

value가 0.05의 FPKM값을 나타낸다. 초록색 점은 현저하게 발현되지 않는 

것을 나타내며, 빨간 색 점은 현저하게 발현되는 것을 나타낸다. 빨간 네모

는 현저하게 차등 발현된 contigs를 나타내고 있다. 전체 80,860개의 

unigene contgis에서 차등 발현되지 않은 contigs는 72,580개였으며, up 

regulation contigs는 3,220개였고, down regulation contigs는 5,060개였다. 통

계적으로 유의한 값을 나타내는 contigs는 347개였다. 이 중 up regulation 

contigs는 109개 였고, down regulation contigs는 238개였다. 이것은 빨간 점

으로 나타내었다(Fig. 3-37). 
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Fig. 3-37. Overview of differently expressed contigs distribution trends in gill 

between control and experiment. (A) Scatter plot. The x-axis is gene 

expression quantities (in logs) of control group and y-axis is gene expression 

quantities of exposed to Basta. (B) Volcano polt. The red rectangle and red 

dots indicates contigs with differences in expression. The log2fold of gill tissue 

from control and exposed to Basta group is indicated the mean expression 

level for each contigs. Each dot represents one contigs.
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  간 조직에서 전체 92,118개의 unigene contigs에서 발현되지 않은 것은 

81,019개였고, 6,684개 contigs가 up-regulation되었으며, 4,415개 contigs가 

down regulation되었다. 이중 통계적으로 유의한 contigs는 26,391개였다. 이

중 up regulation은 20,853개였고, down regulation은 5,538개였다. Volcano 

plots은 Y축은 p value log10 값을 나타내며, X축은 log2fold를 나타내며, 이 

값을 이용하여 filtering을 하면 유의성 있으며 발현차이가 많이 나는 유전

자 혹은 transcript만 골라낼 수 있다. Q value cutoff는 0.05에서 하였고, 빨

간 점은 q value가 0.05의 FPKM값을 나타낸다. 초록색 점은 현저하게 발현

되지 않는 것을 나타내며, 빨간 색 점은 현저하게 발현되는 것을 나타낸다. 

빨간 네모는 현저하게 차등 발현된 contigs를 나타내고 있다. 전체 92,118개

의 unigene contgis에서 차등 발현되지 않은 contigs는 81,019개였으며, up 

regulation contigs는 6,684개였고, down regulation contigs는 4,415개였다. 통

계적으로 유의한 값을 나타내는 contigs는 26,391개였다. 이중 up regulation 

contigs는 20,853개였고, down regulation contigs는 5,538개였다. 이것은 빨간 

점으로 나타내었다(Fig. 3-38).

    미꾸라지에서 Basta 처리한 그룹과 대조군의 전체 유전자 발현 profile

은 발현 유전체를 이해하는데 좋은 도구로 사용된다. RNA-seq 분석을 이용

하여 대조군과 Basta에 노출된 조직들에서 유의하게 차등 발현된 유전자들

(DEGs)을 발현 패턴별로 묶어 RPKM values를 바탕으로up 또는 down 

regulation 패턴을 heatmap으로 나타내었다.

  뇌 조직의 DEG에서 log2 (Fold change) 값이 4이상이고, q값이 0.05 이하

인 값들과 KEGG분석의 pathway에서 up & down regulation이 많은 차이를 

보이는 category인 chemokine signaling pathway, neuroactive ligand -receptor 

interaction, RNA transport를 DEG의 유효한 값들을 포함하여 heat map으로 

나타내었으며,  cluster는 6개로 구분되었다(Fig. 3-39). 
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Fig. 3-38. Overview of differently expressed contigs distribution trends in liver 

between control and experiment. (A) Scatter plot. The x-axis is gene 

expression quantities (in logs) of control group and y-axis is gene expression 

quantities of exposed to Basta. (B) Volcano polt. The red rectangle and red 

dots indicates contigs with differences in expression. The log2fold of liver 

tissue from control and exposed to Basta group is indicated the mean 

expression level for each contigs. Each dot represents one contigs.
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Fig. 3-39. Heat map generated from Misgurnus mizolepis transcriptome data 

displaying differential gene expression values in brain between the control and 

the Basta-exposed group. Dendrograms indicate formation of clusters according 

to statistical analysis. The bar color reflects gene expression level.
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아가미 조직의 DEG에서 log2 (Fold change) 값이 4이상이고, q값이 0.05 

이하인 값들과 KEGG 분석의 pathway중 up & down regulation에서 많은 유

전자 차이를 보였던 chemokine signaling pathway, cytosolic DNA-sensing 

pathway, hematopoietic cell lineage, ribosome에서 DEG 값들 중에 유효한 값

들을 포함하여 나타내었으며, 4개의 cluster로 구분되었다(Fig. 3-40).

  간 조직 역시 DEG에서 log2 (Fold change) 값이 4이상이고, q값이 0.05 

이하인 값들과 KEGG 분석의 pathway 중 up & down regulation에서 많은 

유전자의 차이를 보였던 metabolic pathways, ribosome에서 DEG의 유효한 

값들을 포함하여 나타내었으며, 9개의 cluster로 구분되었다(Fig. 3-41).  
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Fig. 3-40. Heat map generated from Misgurnus mizolepis transcriptome data 

displaying differential gene expression values in gill between the control and 

the Basta-exposed group. Dendrograms indicate formation of clusters according 

to statistical analysis. The bar color reflects gene expression level. 
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Fig. 3-41. Heat map generated from Misgurnus mizolepis transcriptome data 

displaying differential gene expression values in liver between the control and 

the Basta-exposed group. Dendrograms indicate formation of clusters according 

to statistical analysis. The bar color reflects gene expression level.
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Ⅳ. 고  찰

  본 연구는 phosphinic acids계 제초제인 Basta를 대상으로 하여 미꾸라지

에 미치는 급성 독성을 농도별로 평가하고 조직학적 분석을 실시하였다. 

또한 Basta에 노출 시 나타나는 RNA sequencing을 통해 발현 유전자를 대

량 발굴하고 차등 발현하는 유전자를 분석하여 향후 제초제에 의한 수서생

태계에 서식하는 담수 어류의 위해성을 평가하기 위한 기초자료로 활용하

고자 하였다.

  미꾸라지는 수서생태계 먹이연쇄의 중요성뿐만 아니라 실내사육 용이 등 

시험생물종으로 적합하기 때문에 농약을 포함한 화학물질의 수서생태계 연

향을 평가하는 데 반드시 포함되는 지표생물 중의 하나이다. 또한 본 종은 

우리나라의 논, 하천, 강, 저수지 등의 담수수계에 널리 분포하는 대표적인 

종(한국수자원공사, 2001)이면서 사육방법이나 생활사가 가장 잘 알려져 있

는 미꾸라지를 대상으로 하여 Basta에 대한 급성독성과 아만성 노출에 따

른 조직학적 영향 및 NGS 분석에 따른 차등 발현한 유전자를 확인하였다.  

   Basta에 노출된 미꾸라지의 독성평가 결과 환경에 따른 영향을 많이 받

았다. 특히 온도에 따라 폐사율이 다르게 나왔으며, 특정 농도를 넘어서면 

100% 폐사가 나타나는 특성을 보였다. Basta 유효농도 구간의 스펙트럼이 

매우 좁아 유효농도 구간이 낮거나 높았을 때 그 범위를 벗어나면 독성에 

대한 효과가 없다. 수온 변화는 어류독성시험에 있어서 가장 민감함 요인

으로서 생물종의 성장이나 생식 활동에 영향을 미치기 때문에 실험 세부 

조건 중에서 가장 뚜렷한 차이를 보이며, 생물종에 따라 최적 온도를 설정

하여 독성평가에 대한 연구(남 등, 2007)와 유사한 결과를 보였다. 어류 생

육단계에서 농약의 독성은 성장에 따른 다양한 대사과정의 변화에 따라  

감수성 정도가 다르게 나타났다(Seikai, 1982).
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    Basta의 활성성분은 glufosinate ammonium 18.02%이며, 비활성분은 

1-methoxy-2-propanol (propylene glycol mono methyl ether)과 기타 다른 성분

으로 구성되어 있다. Koyama et al. (1997)은 계면활성제 sodium 

polyoxyethylene alkyl ether sulphate가 포함되어 있다고 하였으며 이 성분은 

토끼에서 LD50 1,600 ㎎/kg의 독성평가가 되었다. 또한 Genapol은 Basta와 

Liverty에서 용제로 사용되었으며 다른 성분도 첨가되었다고 하였다(KEMI, 

2002a&b). 또한 OXD-080버전으로 논에서 매우 낮은 농도로 처리를 했을 

때 mosquito fish에 해를 끼친다는 보고가 있다(Cabral et al., 2001).

  경골어류에서 Basta의 치사농도는 96시간 LC50 value는 13.1~65 ppm까지 

광범위하다(U.S. EPA, 1986, 1990b). 다른 어종의 Basta LC50는 sheepshead 

minnow는 13.5 ppm (U.S. EPA, 1990b), rainbow trout은 27 ppm (96 h)로 보

고되었다(U.S. EPA, 1986). Roundup에 노출된 나일틸라피아의 LC50 는 

36.8 ppm였으며, 5 ppm과 15 ppm에 노출된 실험군에서 아가미 1차 새엽의 

상피세포가 비대해지고 2차 새엽은 협착이 일어났다(Jiraungkoorskul et al., 

2002). 본 연구에서 미꾸라지의 96시간 반수치사농도는 자어 12 ppm, 치어 

30 ppm, 미성어 38.7 ppm으로 나타나, 일반적으로 알려진 경골어류의 반수

치사농도와 크게 차이나지 않았지만, Heger et al. (1995)의 농약의 수서생

물에 대한 독성은 용해도와 노출 시간과 관계가 있다는 보고와 일치하였

다. 

  아가미는 넓은 표면적을 가지고 있으며 바깥쪽에 위치하고 있기 떄문에  

아가미 상피세포는 많은 화합물에 대한 영향평가의 적합한 생체지표로 인

식되어 왔다(You et al., 1978; Perera, 1993; Ballesteros et al., 2007; Ayoola, 

2008; Albinati et al., 2009). 

  제초제에 노출된 아가미 상피세포의 비대나 부종은 가스의 교환에 영향

을 미치고, 새판의 협착은 아가미의 전체 호흡부분의 감소를 야기하여 아
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가미의 산소 유입을 감소시키게 된다. 이는 전체 대사활성능력에 대한 적

절한 산소공급이 힘들게 한다(Nowak, 1992). 또한 피부와 아가미에서 점액

질생성이 증가되는 것은 수서환경의 오염에 따른 어류의 반응으로 잘 알려

져 있다(Bols et al., 2001, Strazyzewska et al., 2016). 아가미 점액질 과잉 분

비는 독성과 병균을 희석화하거나 삼투압조절이 감소, 비활성화하는 방어

기작이다(Ferguson et al., 1992, Movahedinia et al., 2012). 또한 가스교환이 

더 어렵게 되며, 독성물질에 의해 상피세포의 괴사, 탈락, 상피층의 박리된

다(Bols et al., 2001, Muller et al., 1991).

  조직학적 변화 양상은 독성에 대한 노출 농도와 기간에 따라 상이함을 

확인할 수 있었다. 본 연구에서도 Basta 농도의 증가에 따라 아가미에서 주

요한 변화는 2차 새엽 상피세포가 부풀어 오르거나 짧아지는 퇴행성 병변

과 2차 새엽 끝부분이 협착 및 증식되거나 점액세포가 많이 형성되는 진행

성 병변이 관찰되었다. Basta노출에 따른 조직병변의 HIgill지수 또한 농도가 

높을수록 증가하였으며, HIgillRp2와 HIgillRp3지수는 8 ppm과 16 ppm에서 증가

되었다. 조직병변에 따라 지수로 구분한 다른 논문의 결과와 유사한 양상

을 보였다(Nero et al., 2006).

  따라서 본 연구의 미성어 실험군은 모든 아가미 조직에서 점액세포가 관

찰되었으며, 이는 외부 스트레스에 대한 1차적인 방어기작이며, 염증과  괴

사 같은 심각한 상태가 아니더라도 아가미를 통한 가스교환 능력을 상실하

여 폐사에 이르렀을 것으로 판단된다. 

  간은 일반적으로 순환계의 중요한 역할을 담당하기 때문에 외부의 화학

물질에 노출되었을 때 가장 먼저 조직 손상이 관찰되는 기관이다(Hinton et 

al., 2001). Risbourg and Bastide (1995) 연구에 따르면, Atrazin 제초제를 어

류에 노출시켰을 때 간에서 지방과립이 비정상적으로 커졌으며, 공포화 현

상이 나타났다. 또한 수포변성이 관찰되었으며 간세포의 크기와 모양은 비
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정상적으로 나타났다. 이것은 간에서 해독 작용하는 동안 체내에 독성 제

거에 따른 과잉작용으로 생각된다. 고등척추동물에서 간세포 비대는 간에

서 산소를 비롯한 다양한 대사물질들을 수송하는 동양혈관과 Disse공간을 

압박하여 간의 미세혈액순환(microcirculation)에 장애를 초래하여 간 손상이 

발생한다(Ijaz et al., 2003; McCuskey et al., 2004). 어류 또한 동양혈관과 이

를 통한 각종 물질의 이동 및 대사는 고등척추 동물과 유사하다(Takashima 

and Hibiya, 1995). 

  또한 간세포의 공포화는 parenchyma cell(유세포)에서 물질의 합성율과 혈

액순환에서 분비되는 비율의 불균형에 의해 발생된다(Gingerich, 1982). 몇

몇 어류에 대한 제초제의 독성 연구에서 간세포의 hyaline droplet, 지질 공

포화와 백혈구 침윤과 같은 비정상적인 변화들이 보고되었다(Szarek et al., 

2000; Jiraungkoorskul et al. 2002, 2003; Albinati et al., 2007, 2009; Langiano 

and Martinez, 2008). 본 연구에서도 Basta에 노출된 미꾸라지에서 간 조직

학적 변이는 Hued et al. (2012)의 연구결과와 같이 저농도에서 수종변성이 

일어나는 것부터 고농도에서 세포괴사가 나타나 농도의 증가에 따라 다양

한 조직학적 변화가 있었다. 또한 2주간 처리한 실험군보다 4주간 처리한 

실험군에서 HILiv 지수가 높게 나타났는데 이는 처리기간이 길어짐에 따라 

간의 병변이 더욱 심화된 것으로 판단된다. 한편 본 연구의 자어 2주간 8 

ppm 실험군에서 HILiv 지수가 16 ppm 실험군보다 오히려 높게 분석된 것은 

백혈구 침입 등 조직학적 변화가 HILivRp2와 HILivRp3 지수에서 더 많이 확인

되었기 때문이다. 이러한 현상은 Kang et al. (2014)이 바다송사리를 대상으

로 한 Basta 노출실험에서도 관찰된 바 있다. 

  Basta의 활성성분인 glufosinate ammonium의 단일성분의 피해보다 계면활

성제첨가에 따라 2.5배 독성이 더 강하게 나타날 수 있다(U.S. EPA, 1990a).  

또한 활성성분인 glufosinate ammonium만 사용했을 때보다 용제를 포함한 
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제초제는 수서환경이나 생활에서 독성이 더 강한 결과를 나타낸다(KEMI, 

2002a). 본 연구에서는 glufosinate ammonium과 Basta에 대한 비교실험을 수

행하지 않아 추후 이에 대한 검토가 필요할 것이다.

  Glufosinate ammonium의 유전독성에 대한 연구에 대한 유전적 시스템이

나 분석에 따른 다양한 결과가 있다(Schulte-Herman et al., 2006). 200 ppm

에서 glufosinate ammonium의 안정성에 대해 평가하였고, 사람에서 유전독

성의 위험은 없는 것으로 알려졌다. 이 결과는 돌연변이 유발에 대한 다른 

연구와 일치한다(Ebert, et al., 1990; Lajmanovich, 2014).

본 연구에서 Basta를 처리한 미꾸라지의 전사체를 분석한 결과 oxidative 

stress response, immune response, energy metabolism 관련 유전자가 현저하게 

차등 발현되었다. 이는 Atrazin과 nonylphenol을 처리한 무지개송어 치어에 

대한 독성에 따른 건강 및 병에 대한 감수성 영향에 따른 유전자 발현 연

구, 자리돔과 어류의 환경독성에 따른 전사체 분석, 메틸수은을 처리한 대

서양 대구의 전반적인 전사체 분석결과 유사하다(Kassahn et al, 2007; 

Shelley et al, 2012; Yadetie et al, 2013).

  최근 양식어종에서 병원균 침입에 반응하는 면역관련 유전자 toll-like 

receptors (TLRs: Zhao et al,, 2013; Zhang et al., 2014a; Pietretti et al., 2014), 

interferon regulatory factors (IRFs: Santana-de Anda et al., 2011; Zhang et al., 

2015), interleukin (IL; Uribe et al., 2011), tumor necrosis factor (TNF; Aoki et 

al., 2008) 등의 다양한 기능에 대한 연구가 증가하고 있다. 본 연구에서도 

innate immune system에 핵심역할을 하는 toll-like receptor pathway 관련 유

전자들은 TLRs (TLR1, TLR3, TLR5, TLR13), IRFs (IRF1, IRF3, IRF5, 

IRF7), ILs (IL8, IL12A, IL12B), CCLs (CCL3, CCL4, CCL14), TNF, STAT1, 

fos, MYD88, FADD, IKBKG, RAC1이 분석되었다.  

  Toll-like receptor (TLR)은 병원균에 관련된 분자패턴에 특이적으로 인식
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하고 면역세포의 구성과 cytokine 생성에 이르게 하는 상호작용에 관여한다

(Janeway, 2002; Kawai, 2008). 본 연구결과 뇌 조직에서는 TLR5가 FC 2로 

높게 발현되었으며, 간 조직에서는 TLR1, TLR3, TLR13가 발현되었으며 특

히 TLR3은 실험군의 간 조직에서 FC 4로 높게 발현되었다. Glyphosate와 

Roundup에 노출된 brown trout에서도 실험군의 간 조직에서 5∼24배 높게 

발현된 것으로 보고하여 본 연구 결과와 비슷하였다(Webster and Santos, 

2015).

  IRF7은 모든 조직에서 발현되었으며 특히 실험군의 간  조직에서 높게 

발현되었다. 뇌 조직에서는 IRF1과 IRF9가, 아가미 조직에서는 IRF8이 낮

게 발현되었고, 간 조직에서는 IRF3, IRF5, IRF9 모두 높게 발현되었다. 

IRFs (interferon regulatory factors)는 세포증식, 분화, 세포사멸, 종양형성을 

유발하는 유전자 발현과 DNA 전사에 관여하는 JAK-STAT signaling 

pathway의 주요역할을 하며(Aaronson and Horvath, 2002), innate immune 

response에서 바이러스성 감염에 대한 방어를 하는 기능을 하고 있다

(Santana-de Anda et al., 2011). 

  Tumour necrosis factor (TNF)는 glyphosate와 Roundup을 mouse에 노출시켰

을 때 oxidative stress를 유도한다는 보고가 있다(El-Shenawy, 2009). 

Glyphosate나 Roundup에 노출하였을 때 TNF-α가 생성되었으며, TNF-α와 

TNF-β같은 cytokine은 간세포와 혈장사이의 용질의 확산((Benedetti et al., 

2004)하게 할 수 있는 간 조직에서 콜라겐이 침적하도록 자극한다(Pratt and 

Kaplan, 2001). 간 조직에서 TNF와 tumor necrosis factor receptor superfamily 

member인 TNFRSFs (TNFRSF1A, TNFRSF6, TNFRSF9, TNFRSF13B, 

TNFRSF14, TNFRSF17, TNFRSF19)가 실험군의 간 조직에서 높게 발현되었다.

  Interferons (IFNs)는 면역시스템 조절에 다양한 역할을 가지며 바이러스

에 반응하는 많은 다른 세포형태에 의해 생성되는 강력한 다면발현성 
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cytokine이다(Samuel, 2001). Interferon gamma (IFN-γ)는 interferon typeⅡ이

며, 면역세포활성화에 기여하며, NK세포 활성화, macrophage 활성화, IgG 

항체 동형 전환 유도, Th2 억제, MHC 발현 증가시키는 역할을 하는 모델

로 알려져 있다(Robertsen, 2006). IFN-γ는 무지개 송어와 대서양 연어를 

포함한 몇몇 어류에서 확인된 바 있다(Zou et al., 2004; Zou et al., 2005; 

Igawa et al., 2006; Milev-Milovanovic et al., 2006; Robertsen, 2006; Stolte et 

al., 2008). Grayfer and Belosevic (2009)는 IFN-γ는 아가미, 신장 및 비장에

서 다른 조직보다 더 높게 발현되었다고 보고하였다. 무지개송어와 잉어의 

IFN-γ는 포유동물에서 일어나는 대식세포에서 박테리아 식균작용, 산화질

소생성, 호흡폭발활성과 같은 일반적인 기능을 하고 있다(Sun et al., 2009; 

Arts et al., 2010; Grayfer et al., 2011). 본 연구에서는 아가미와 뇌 조직에

서 IFN-γ가 차등 발현하였으며, 간 조직에서는 IFN-α는 높게 발현하였다.

  Chemokine은 면역시스템에 중요한 역할을 하며 N-terminal cystein-motifs

에 따라 C, C-C, C-X-C, C-X3-C 4가지로 분류된다(Rollins, 1997). 백혈구와 

대식세포 활동에 분비되는 CCL4는 활성화된 대식세포의 지질다당류로부터 

분리되었다(Wolpe et al., 1988). 무지개송어의 경우 지질다당류는 CCL4 전

사체의 높은 발현을 유도하였다(Mackenzie et al., 2004). 다른 연구에서도 

CCL4가 상처나 감염부위 조직에 대식세포를 모으는 역할을 하는 것으로 

나타났다(Hasegawa et al., 1999; Kitaya et al., 2003; Yadav et al., 2010). 잉

어과 어류에서 CCL4는 염증에 대해 중심축이 되는 역할을 유추할 수 있었

으며 더 나아가 CCL4 전사체는 잠재적으로 염증을 유발하는 아질산염에 

강하게 기능을 하는 것으로 보고되었다(Zhang et al., 2014b). 본 연구에서는 

대조군에서 16배 정도 높은 발현을 보였으나 실험군에서는 전혀 발현되지 

않았다.

  CCL25는 흉선과 소장에서 주로 발현하며 T-cell 발달과 장에서의 면역에 
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관여하고 있다(Zabel et al., 1999; Vicari et al., 1997). Zebra fish에서 CCL25

는 흉선에서 주로 발현되지만 가물치에서는 신장, 아가미, 비장에서 발현되

는 것으로 보고된 바 있다(Lu et al., 2012; Arockiaraj et al., 2015). 본 연구

에서는 뇌 조직에서 CCL2, CCL3, CCL22, CXCL13이 차등 발현되었고, 아

가미 조직에서는 CCL4, CCL8, CCL25가 차등 발현되었으며, 간 조직에서 

CCL2, CCL3, CCL8, CCL13, CCL14, CCL18, CCL19, CCL24, CCL25, 

CCL26, CCL28이 차등 발현되었다. CCL13과 CCL25는 각각 up 또는 down 

regulation 결과를 보였는데, cDNA 염기서열이 매우 유사한 특성으로 볼 때 

어류 특유의 duplicated gene일 것으로 판단된다. 

  Caspases는 포유동물에서 15개 family로 구성되어있으며 casp2, casp8, 

casp9, casp10은 개시자의 역할을 하는 반면 casp3, casp6, casp7은 

downstream을 조절하는 역할을 한다. 이 유전자는 크게 2가지 신호경로에

서 중요한 역할을 하는데 FAS를 포함한 death receptors라 불리는 세포표면

의 수용기와 tumor necrosis factor-related apoptosis-inducing ligand (TRAIL)를 

연결하여 시작하는 외인성 경로와 미토콘드리아에서 세포기질로 

cytochrome C에 의해 내인성 경로에 관여하며 FADD, casp8, FAS와 함께 

pro apoptotic activity에 관여한다(Sakamaki et al., 2007). 연어와 농어에서 

casp3, casp6, casp7, casp9가 확인되었다(Takle et al., 2006; Reis et al., 2007), 

실험결과 간 조직에서 casp3, casp7, casp8, casp9가 높게 발현되었는데 특히 

casp3, casp9의 경우 대조군에서는 전혀 발현되지 않았고, 실험군에서 각각 

8.3배, 5.5배 높게 발현되었다. 

  FADD는 mouse의 배 발생과정 중 knockout되면 치사에 이르며, NFkB 

pathway를 통해서 심장의 이상발달을 가져온다(Sakamaki et al., 2012). 또한 

zebrafish에서는 눈 발생과 관련이 있다고 보고된 바 있으며(Gregory-Evans 

et al., 2007), FADD는 세포사멸과 밀접한 관련이 있을 뿐만 아니라 과다발
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현 시 인간의 난소암의 원인이다(Razaghi, 2017). 본 연구에서는 대조군에서

는 발현되지 않았고, 실험군의 간 조직에서 4배 정도 높게 발현되었다.

  STATs는 세포사멸, 세포증식, 세포분화와 생존을 포함한 다양한 생물학

적 반응들에 관여하고 있다. STAT family에서 STAT1은 세포사멸에 다양한 

형태로 중요한 역할을 하고 있다. 세포 형태나 자극에 따라 STAT1은 세포

사멸과 비세포사멸과정 모두 광범위하게 세포사멸을 조절하고 있다(Kim 

and Lee, 2007; Kostanian et al., 2010). 본 연구에서는 실험군의 뇌 조직에

서 STAT1의 발현량이 대조군에 비해 FC –4.8로 낮아졌다.

  RAC1은 GTP 결합단백질의 RAS super family에 속하는 GTPase이며, 세

포성장의 조절, 세포골격 재구성 및 단백질 키나아제의 활성화에 관련이 

있다(Ridley, 2006; Xiang, 2016). 분석결과 실험군 뇌 조직에서 높게 발현되

었었다. 

  실험결과 amino acid metabolism에 관련한 unigene들이 차등 발현되었으

며, arginine and proline metabolism pathway, alanine, aspartate and glutamate 

metabolism pathway, glycine, serine and threonine metabolism pathway에서 다

양한 기능을 하고 있다. 그 외에 glutathione metabolism, glyoxylate and 

dicarboxylate metabolism, citrate cycle (TCA cycle)에 관련된 unigene 들을 확

인할 수 있었다.

  Arginine and proline metabolism pathway는 glutamate로부터 argine과 

proline의 생합성을 위한 중요한 pathway 중 하나로, 본 연구에서 이러한 

pathway와 관련있는 전사체들은 AGXT, AMT, ALDH 7A1, ALDH 18A1, 

arg, creatine kinase, DAO GATM, GOT1, GOT2, NOS2, P4HA, proC, SMS, 

speB, speE, alanine이었으며, 대부분 간 조직에서 차등 발현되었다. 

  GOT (glutamic-oxaloacetic transaminase, aspartate aminotransferase: AST)는 

간 질환의 지표로 사용되는 효소이며, 환경적 스트레스 요인에 따른 생화
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학적 지표의 변화는 생물체의 대사와 생화학적 과정에 대한 변화를 확인할 

수 있으며, 이들 지표를 측정하는 것은 제초제에 노출된 기관의 손상을 확

인할 수 있으며 어류 건강상태를 측정할 수 있는 어류 독성학적 진단의 도

구로 이용할 수 있다(Zikic et al., 2001). GOT1은 아가미에서, GOT2는 뇌 

조직에서 FC 2로 높게 발현되었으며 실험군의 간 조직에서 FC 5로 높게 

발현되었다. 

  ALDH는 알콜 대사 경로에 영향을 미치는 유전자로 일본산 송사리의 난

발생과정 중 에탄올 처리가 ALDH 전사체 수준을 감소시키는 결과가 보고

되었다(Wang et al., 2007). 본 연구에서는 실험군의 아가미 조직에서 2.3배 

높게 발현되었다.

  DAO (D-amino acid oxidase)는 실험군의 간 조직에서 낮은 발현량을 나

타내었는데, 생물학적 기능은 알려져 있지 않지만 mouse에서 NMDA 

receptor와 상호작용하여 D-serine을 분해하는 것으로 알려져 있다(Duffy et 

al., 2008).   

  Alanine, aspartate and glutamate metabolism pathway에서는 asnB, ABAT, 

argG, AGXT, ASPA, CAD, glsA, GOT1, GOT2, glnA, GLUD1_2, PPAT, 

purA가 차등 발현되었다. 

  본 연구에서 Basta에 노출된 실험군의 간 조직에서 glnA가 대조군에 비

해 30배 높게 발현되었다. Glufosinate ammonium은 glutamine synthetase 

(glnA)를 억제하여 체내 암모니아 농도를 증가시킨다. 또한 glufosinate 

ammonium은 쥐의 뇌, 신장, 간조직과 개의 심장에서 glutamate synthetase를 

억제시키고, 소의 간에서 gulamate carboxylase가 억제되며, glutamate 

dehydrogenase는 쥐의 뇌에서 억제된다고 보고되었다(FAO, WHO and IPCS, 

1992; Cox, 1996). 또한 인간에서도 glutamate synthetase가 억제되었다고 보

고된 바 있다(HSD 2003).
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  Glycine, serine and threonine metabolism pathway에서는 ALDH7A1, DAO, 

gcvT, SDS가 발현되었다. Serine과 glycine은 단백질, 핵산, 지질합성의 전구

체로서 해당작용의 대사물질로 잘 알려져 있다. 세포의 항산화능 확보에 

관련있고, 최근에는 종양발생경로에 영향을 미치는 것으로 알려져 있다

(Amelio et al., 2014). threonine은 threonine dehydrogenase (TDH)와 glycine 

C-acetyltransferase (GCAT)에 의해 glycine으로부터 합성된다. Thereonine 감

소는 histone methylation의 현저한 감소를 통해 세포를 죽게 한다. 본 실험

결과 이 경로의 유전자 중 특히 DAO는 대조군 간 조직에서 FC 4로  낮은 

발현값을 나타내었다.

  Glutathione metabolism pathway에서 GGT1_5, GSS, GCLM이 분석되었으

며, GGT1_5는 대조군 간 조직에서 FC 2로 down regulation되었으며, GSS는 

실험군 간 조직에서 FC 4.5로 up regulation되었다. Glyoxylate and 

dicarboxylate metabolism pathway에서 HAO, hyi, pgp가 발현되었고, 모두 실

험군 간 조직에서 차등 발현되었다.

  Citrate cycle (TCA cycle) pathway에서는 IDH3와 PCK가 실험군 간 조직

에서 발현되었다. Aminoacyl-tRNA biosynthesis pathway에서는 gltX가 발현되

었고, nitrogen metabolism pathway에서는 CA, one carbon pool by folate 

pathway에서는 MTHFD2가 발현되었다. Carbonic anhydrase (CA)는 어류에서 

산염기조절(Randall, 1982; Henry and Heming, 1998; Tufts and Perry, 1998; 

Henry and Swenson, 2000; Tufts et al., 2003; Evans et al., 2005; Esbaugh and 

Tufts, 2006)과 이온조절(Maetz, 1971; Maetz and Bornancin, 1975; Haswell et 

al., 1980; Pelis and Renfro, 2004; Evans et al., 2005; Tresguerres et al., 2006)

에 관여한다. BLOC1S3는 혈소판 과립, 멜라닌소체, 리소좀 등 세포 소기관

의 생체 형성에 중요한 역할을 하고 있으며, 본 연구에서는 뇌 조직에서 

발현되었다. 
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  이와 같이 제초제 노출에 따른 전사체 분석 결과는 glyphosate에 노출에 

따른 면역관련 transcripts의 차등 발현에 대한 연구(Tanguy et al., 2005; 

Marchand et al., 2006; Evrard et al, 2010)와 glyphosate formulation이 어류와 

열대 악어의 면역계를 바꾸고(El-Gendy et al., 1998; Kreutz et al., 2010; 

Latorre et al, 2013) 감염에 따른 감수성에 따라 변화할 수 있는(Kelly et al, 

2010; Kreutz et al, 2010) 근거를 보여준 기존연구 결과를 뒷받침하였다.

  제초제에 대한 노출은 후생유전자 변형을 일으킬 수 있다. 후성학적 변

화의 실험적으로, 만성적, 역학적 연구는 유전자 발현의 변형에 의해 활성 

메카니즘의 이해를 증가시킬 수 있다. Collotta et al. (2013)은 제초제 노출 

시 단기적으로 폐사, 외부표현형 및 조직학적 변형뿐만 아니라 내분비 교

란과 더불어 다음 세대로까지의 유전자 돌연변이와 같은 잠재적인 위험성

을 경고하고 있다. 따라서 본 연구에서 관찰된 다양한 유전자들은 앞으로 

제초제에 대한 후생유전학적 연구를 수행하는데 이용될 수 있을 것이다.

  분석결과로 나타난 전사체들에 대한 유전자들이 실제로 어떻게 발현되는

지에 대해서는 추후 real time Q-PCR을 이용한 발현량 분석이 필요할 것이

다. 또한 Basta의 메카니즘 관련 유전자는 다양한 스트레스에 대해 생리학

적 반응을 이해하는데 정보를 제공할 수 있을 것이다. 본 연구에서 대량으

로 발굴된 미꾸라지 전사체 분석 자료는 농약관련 독성에 대한 수서동물 

생태 연구에 있어 기초 유전자 자료로 활용될 수 있을 것이다. 
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