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Figure legends

Fig. 1. Sampling stations of sediment and seawater samples 

investigated in this study.

(A, Jaran Bay; B, Mulgeon harbor; C, Mijomyeon; D, Pyeongsan; E. 

Yokjido; F, Aenggang Bay ; G, Impo, Yeosu)

Fig.  2. Hyaline cysts of C. polykrikoides in field water samples. Hyaline 

membrane(arrow). Scale bars: 10 ㎛.

Fig.  3. Hyaline cysts of C. polykrikoides under the optical microscope 

(A, C) and fluorescence microscope(B, D).

Fig.   4. Hyaline cysts formation of C. polykrikoides. A, vegetative cells 

of C. polykrikoides; B, red body formation; C, hyaline cysts.

Fig.  5. Reoccur of C. polykrikoides hyaline cyst after low temperature 

in a dark room.

Fig.  6. Planozygote formation of C. polykrikoides. A, a typical 

vegetative cell; B-E, planozygote of C. polykrikoides with two 

longitudinal flagella observed (arrows) and red accumulation body; F, 

completed with fused of C. polykrikoides. Scale bars; 10 ㎛.

Fig.  7. Germination process of C. polykrikoides temporary cyst. Scale 

bars; 10 ㎛.
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Fig. 8. Germination process of a C. polykrikoides. A-B, cyst of C. 

polykrikoides; C, early germling of single cell; D, single vegetative 

cell; E, 2 chains; F, 4 chains; G, 8 chains.

Fig. 9. Agarose gel analysis showing C. polykrikoides selective PCR 

products. The PCR was carried out using the primer sets CPITSF and 

CPITSR2. M, 100 bp ladder molecular size marker (Bioneer); 1, positive 

control of C. polykrikoides; 2, Alexandrium catenella; 3, no template 

control.

Fig. 10. Linear relationship between the CT values and ITS rDNA of 

C. polykrikoides(R2=0.999). The standard curve was used to quantify 

the rDNA copy numbers of the target species in sediment and 

seawater samples.

Fig. 11. Fluctuation of rDNA copy numbers of C. polykrikoies at the 

stations - 4, 7, 8, 10 from sediment in the coast of Jaran Bay.

Fig. 12. Fluctuation of rDNA copy numbers of C. polykrikoides at the 

staions – 1, 2, 3 from sediment in the Mulgeon harbor.

Fig. 13. Comparisons of rDNA copy numbers (■, seawater samples; 

◆, sediment samples) and vegetative cell numbers(▲) of C. 

polykrikoides of two stations of Mulgeon harbor in 2012.

Fig. 14. Fluctuation of rDNA copy numbers of C. polykrikoides at the 
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staions – 1, 2, 3 from sediment in the coast of Mijo.

Fig. 15. Comparisons of rDNA copy numbers (■, seawater samples; 

◆, sediment samples) and vegetative cell numbers(▲) of C. 

polykrikoides of three stations of Mijo coast in 2012.

Fig. 16. Comparison of rDNA copy numbers (■, seawater samples; 

◆, sediment samples) and vegetative cell numbers(▲) of C. 

polykrikoides at Yokji station in 2012-2013.

Fig. 17. rDNA copy numbers of C. polykrikoides in the coast of 

Pyeongsan, Namhae, in August 2012.

Fig. 18. rDNA copy numbers of C. polykrikoides in the coast of 

Aenggang Bay in June 2012.

Fig.  19. rDNA copy numbers of C. polykrikoides in the coast of 

Impo, Yeosu in July 2012.

Fig.  20. Fluctuation of rDNA copy numbers of C. polykrikoides in 

sediment of Jaran Bay in 2010 and 2012.
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Table legends

Table 1. Collection sites and dates for sediment and seawater 

samples in this study. 

Table 2. Real-time PCR primer and probe for detection and 

quantification of C. polykrikoides. 
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Detection of harmful dinoflagellate Cochlodinium polykrikoides cysts

Min Jung Kim

Department of Interdisciplinary Program of Biomedical Engineering, 

The Graduate School,

Pukyong National University

Abstract

  The mixotrophic dinoflagellate Cochlodinium polykrikoides Margalef is a 

causative agent of the recurring harmful algal blooms (HABs). Many 

dinoflagellate species have been reported to form resting cysts or to 

produce other types of resting stages as part of their life cycle. These cysts 

play a key role in bloom initiation and decline, as well as dispersal and 

colonization of new areas. Information on cyst numbers and identity is 

essential for understanding and predicting blooms. 

  Previous studies have reported the identification of resting cysts of C. 

polykrikoides from sediments, but the identity of the observed cyst was not 

fully confirmed. In recent studies, real-time PCR assays have been used for 

the detection and quantification of harmful dinoflagellate cysts in water and 

sediment because real-time PCR technique provides highly sensitive, 

quantitative, and rapid detection. In this study, resting cysts of C. 

polykrikoides were observed and detected from the coast of the southern 

Sea of Korea using real-time PCR probes. 

  In this study, hyaline cysts of C. polykrikoides were observed after the 
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bloom period. Hyaline cysts of C. polykrikoides were similar to vegetative 

cells in size. On the contrary to vegetative cells, hyaline cysts were pale in 

color, immobile without chloroplasts. C. polykrikoides vegetative cells 

regenerated successfully from the hyaline cysts in the favorable conditions. 

It suggests that hyaline cyst is determined to be one stage of the life cycle 

of C. polykrikoides.

  In addition, another kinds of temporary cysts were observed in indoor 

experimental condition. Temporary cysts (20-30 ㎛) were yellowish brown 

in color and round shape. Temporary cysts also successfully regenerated to 

vegetative cells like the hyaline cyst. The germination processes of C. 

polykrikoides were also observed in field seawater samples. The germling 

gradually developed into a gymnodinoid cell with the cingulum and sulcus 

being recognizable as a vegetative cell of C. polykrikoides.

  C. polykrikoides rDNA was detected in the sediment before and after the 

blooming periods. In sediment samples of Jaran Bay, Mulgeon harbor and 

Mijo, the copy numbers of C. polykrikoides rDNA were opposite from rDNA 

copy numbers of seawater and direct counting numbers of vegetative cells. 

In Yokji, the maximum copy number in sediment was 235 copies/cm3 wet 

sediment (per cm3 of wet sediment obtained from top layer of centrifuged 

30 g of sediment). However, the copy numbers of sediment were suddenly 

decreased before the blooming period, but the vegetative cell numbers were 

consistently increased. These results showed that C. polykrikoides might be 

persisted in the sediment as cyst forms. Furthermore, the results of this 

study will be helpful to predict the potential blooming site and clue for full 

elucidation of the C. polykrikoides life cycle.
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1. 서론

  적조현상이란 수중에 존재하는 플랑크톤이 일시적으로 대량 번식 및 집적하

여 수색을 변화시키는 현상을 말한다. 이와 유사 개념인 HABs(Harmful 

Algal Blooms, 유해성 조류발생)는 1990년대 이후부터 발생기간의 장기화, 

발생해역의 광역화, 적조 원인생물의 고밀도화 및 유독화 추세로 어장환경과 

수산생물에 막대한 피해를 일으켜 사회·경제적으로 심각한 문제를 일으키고 

있다(Park et al., 1988; Kim et al., 1994; Park, 1995; 김 등, 2001).

  우리나라에 보고된 적조 주 원인종은 약 43종이며, 그 중 와편모조류가 약 

20종이다(김과 김, 1999). 대표적인 적조 발생 와편모조류에는 Heterocapsa 

akashiwo, Prorocentrum spp. Cochlodinium polykrikoides 등이 있다(Kim 

et al., 1997).

  그 중 C. polykrikoides는 1982년 낙동강 하구와 가덕도 동쪽해역에서 처

음 발견되었다(Kim, 1998). 1995년에는 대규모, 장기간 발생하여 총 764억

에 달하는 막대한 수산 피해를 일으켰으며(국립수산진흥원, 1997a, 1997b, 

1999, 2000; 국립수산과학원, 2002a), 해마다 남해안을 중심으로 발생하여 

동해안 및 서해안으로 확산되었다가 소멸되는 현상을 반복하고 있다. 이후로

도 2007년 남해연안에 100억원 상당의 피해액을 기록하였으며(국립수산과학

원, 2008), 2012년과 2013년에도 대규모 적조가 발생하여 수억원의 피해액

을 내었다. 

  우리나라에서 C. polykrikoides의 본격적인 연구는 1995년 C. 

polykrikoides 적조 대발생을 겪은 다음해인 1996년부터 시작되었다. C. 

polykrikoides 적조발생(Park et al., 1988; Kim, 1990, 1997, 1998a, 

1998b; Kim et al., 1997, 1999; Lee et al., 1999; Jung et al., 1999; 
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김, 1999; 김 등, 1995), 분리와 성장(Seo et al., 1998; 김, 2007), 휴면포

자에 관한 연구(Kim et al., 2002, 2010; 박, 2005) 등 많은 연구가 이루어 

졌지만 초기 연구 시 C. polykrikoides의 생활사가 명확하지 않아 외부유입설

과 같은 여러 가설이 제시되었으며, 발생생태를 설명하기 위해서 이 종의 생

활사를 밝히는 연구가 활발히 진행되었다. 

  HABs를 유발하는 와편모조류 중 휴면포자를 형성하는 종은 약 20여종

(Nehring, 1993)으로 알려져 있다. 휴면포자는 플랑크톤 단계에서 단독 혹은 

군체로 유영생활을 하다가 환경조건이 적합하지 못하면 유성생식으로 변환하

여 편모를 버리고 세포표면에 저항력이 강한 막을 형성하여 휴면포자(resting 

cyst)의 형태로 되어 부유능력을 잃고 해저면으로 침강한다(이 등, 1999). 

이때 형성된 휴면포자는 HABs 발생 초기에 “씨앗개체군(Seed 

population)”역할을 수행하며 이들의 지리적 분포는 적조발생의 장소와 시기

를 예측할 수 있는 중요한 단서로 이용될 수 있다(Anderson and Wall, 

1978; Nehring, 1997; Anderson et al., 2003).

  Matsuoka and Fukuyo(2000)는 C. polykrikoides의 여러 가지 휴면포자 

형태를 제시하였으며, Kim et al.(2002)은 일시포자 형태인 hyaline cyst를 

보고하였다. 그 이후 Kim et al.(2007)은 C. polykrikoides는 생활사에서 유

성생식에 의해 생성되는 휴면포자를 가지며, 이 휴면포자에서 발생한 발아체

가 무성생식에 의해 분열증식 또는 hyaline cyst를 형성하여 영양세포로 재가

입한다는 가설을 제시하였다.

  Park et al.(2009)와 Park and Park(2010)은 real time PCR을 통해 우

리나라 남해연안 퇴적물 내 C. polykrikoides를 검출함으로써 C. 

polykrikoides의 seed population을 조사하였다. 이들의 연구에서는 현장내

에서 휴면포자의 명확한 형태를 제시하지 못하였지만 C. polykrikoides의 
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“seed beds”가 존재하며 이는 C. polykrikoides 적조의 초기 발생에 중요

한 요인으로 작용한다고 보고하였다. 

  한편 Tang and Gobler(2012)는 C. polykrikoides 영양세포의 mating 실

험을 실행하여 실험실내에서 C. polyrkikoides의 유성생식을 통한 포자를 생

성하였다. 이는 C. polykrikoides가 생활사 내에서 일시적 포자를 가지며 또

한 Park et al.(2009)과 Park and Park(2010)의 real-time PCR을 통한 

퇴적물 내 C. polykrikoides의 휴면포자 검출결과에 대한 신뢰성을 높여 주었

다.

  본 연구에서도 C. polykrikoides의 휴면포자를 검출하기 위해 real-time 

PCR 기법을 사용하였다. real-time PCR은 PCR 증폭산물의 형광감도 증가

를 실시간으로 모니터링하여 해석하는 기술이다. 단계적으로 희석한 표준시료

를 사용하여 real-time PCR을 실행하면 초기 DNA 양이 많은 순서대로 일

정한 간격의 증폭곡선을 얻을 수 있는데, 이 곡선에서 threshold를 설정하게 

되면 threshold와 증폭곡선이 교차하는 지점(CT값, threshold cycle)이 산출

된다. 산출된 CT값과 초기 주형량의 직선적인 관계를 통해 검량선을 만들 수 

있으며 이를 통해 미지시료의 DNA 양을 정량할 수 있다(Kamikawa et al., 

2007).

  본 연구에서 real-time PCR 실행 시 필요한 형광표식 probe는 TaqMan 

probe를 사용하였으며 C. polykrikoides의 ITS rDNA 영역을 통해 만들어진 

종 특이적인 primer와 probe를 사용하여 보다 더 정확한 동정과 검출을 이루

고자 하였다. 그리하여 C. polykrikoides의 적조 주요 발생지역인 자란만, 여

수, 통영 욕지도, 남해 인근 해역을 대상으로 real-time PCR을 통한 휴면포

자 검출과 C. polykrikoides의 발생단계를 관찰하고자 하였다.
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2. 재료 및 방법

2.1. 현장 조사 정점

  실험에 사용된 해수와 퇴적물 시료는 C. polykrikoides의 적조 주요 발생지

역인 남해 동부 연안의 자란만, 여수 임포, 통영 욕지도, 남해 인근 해역(물건

항, 미조, 평산, 앵강만)을 대상으로 조사하였다(Fig. 1, Table 1).

  퇴적물 시료는 core sampler를 이용하여 상위 3 cm의 퇴적물만을 취하여 

1 L 폴리에틸렌 통에 담아 4℃ 암소에서 다음 분석까지 보관하였으며 해수시

료는 플랑크톤 네트(20 ㎛ Ø)와 채수기를 이용하여 각 정점에서 채수하였다.
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Fig. 1. Sampling stations of sediment and seawater samples investigated in 

this study.

(A, Jaran Bay; B, Mulgeon harbor; C, Mijomyeon; D, Pyeongsan; E. Yokjido; 

F, Aenggang Bay ; G, Impo, Yeosu).
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Stations Geographic locations Sampling dates

A. The Coast of Jaran Bay

JR 4 34°54 ' 26 "N, 128°12 ' 34 " E

   2012. 3~5
JR 7 34°55 ' 37 "N, 128°12 ' 33 " E

JR 8 34°55 ' 42 "N, 128°14 ' 11 " E

 JR 10 34°56 ' 15 "N, 128°13 ' 19 " E

B. The Coast of Mulgeon

MG 1 34°47 ' 39 "N, 128°03 ' 26 " E    2012. 10~11

   2013. 3~6, 8MG 2 34°47 ' 54 "N, 128°03 ' 31 " E

MG 3 34°48 ' 01 "N, 128°03 ' 20 " E    2013. 3~6, 8

C. The Coast of Mijo

MJ 1 34°43 ' 11 "N, 128°02 ' 49 " E

   2012. 8MJ 2 34°43 ' 32 "N, 128°02 ' 48 " E

MJ 3 34°44 ' 02 "N, 128°02 ' 52 " E

D. The Coast of Pyeongsan

PS 1 34°47 ' 00 "N, 127°50 ' 08 " E
   2012. 8,12

PS 2 34°46 ' 16 "N, 127°50 ' 39 " E

E. The Coast of Yokji

YJ 1 34°37 ' 12 "N, 128°14 ' 27 " E
   2012. 8

   2013. 3~7

F. The Coast of Aenggang Bay

AG 1 34°46 ' 20 "N, 127°56 ' 07 " E

   2012. 6
AG 2 34°46 ' 15 "N, 127°56 ' 44 " E

AG 3 34°45 ' 55 "N, 127°56 ' 26 " E

AG 4 34°45 ' 40 "N, 127°56 ' 16 " E

G. The Coast of Impo (Yeosu)

IP 1 34°35 ' 48 "N, 127°48 ' 15 " E

   2012. 6IP 2 34°36 ' 02 "N, 127°48 ' 13 " E

IP 3 34°35 ' 50 "N, 127°48 ' 25 " E

Table 1. Collection sites and dates for sediment and seawater samples in this 

study
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2.2. 해수 내 C. polykrikoides의 발생 관찰

  C. polykrikoides의 발생 과정을 관찰하기 위해 현장에서 플랑크톤 네트를 

이용하여 표층과 저층부를 채수한 해수 시료를 125 ㎛와 20 ㎛ sieve로 여

과, 농축하여 6 well plate에 취해 형광도립현미경(Olympus IX70)하에서 검

경하였다. 

  그리고 C. polykrikoides 출현 시기 파악과 직접계수를 위해 각 정점에서 

해수 20 L를 채수하여 플랑크톤 네트를 이용해 현장에서 250 mL로 농축, 

운반한 시료에서 2 mL를 Sedgwick-Rafter counting chamber에 취하여 형

광도립현미경(Olympus IX70)하에서 검경하였다.

2.3. 퇴적물 내 C. polykrikoides 휴면포자 관찰

  C. polykrikoides의 휴면포자를 관찰하기 위해 정점별 저층부 채수시료와 

core sampler를 이용하여 상위 3 cm 만을 채집한 퇴적물 샘플을 사용하였

다. 저층 채수 시료는 방법 2.2와 동일하게 처리하였다. 각 퇴적물 시료는 

GF/C 필터지(47 mm Ø, Whatman international Ltd.)로 여과한 해수를 사

용하여 현탁 시킨 후 125 ㎛와 20 ㎛ sieve로 여과, 농축해서 6 well plate

에 취해 형광도립현미경(Olympus IX70)하에서 검경하였다.
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2.4. Real-time PCR에 의한 영양세포와 휴면포자 탐색

2.4.1. DNA 추출

A. 영양세포 DNA 추출

  국립수산과학원(NFRDI, 2009)에서 분양받은 C. polykrikoides 영양세포

와 본 연구 조사지역에서 C. polykrikoides 적조 발생 시 분리, 배양된 영양

세포를 50 mL tube에 담아 원심분리(1000 rpm, 10분)하여 배지를 제거 한 

뒤 PCI(Phenol-chloroform-isoamyl alcohol, 25:24:1)DNA 추출방법을 

이용하여 DNA를 추출하여 –20℃에서 보관하였다. 추출된 DNA는 Standard 

PCR과 real-time PCR 분석 시 positive control로 사용하였다.

B. 해수 시료 DNA 추출

  DNA 추출에 사용된 해수 시료는 각 정점별로 20 L 정량채수 한 후 플랑

크톤 네트를 이용하여 여과 농축하여 250 mL 폴리에틸렌 통에 담아 운반한 

뒤 GF/C 필터지로 여과하여 -80℃에서 분석 전 까지 보관하였다. 보관 된 

GF/C 필터지는 영양세포 DNA 추출과 동일한 PCI 방법을 통해 DNA를 추출

하여 –20℃에서 보관하였다.
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C. 퇴적물 시료 DNA 추출

  DNA 추출에 사용된 퇴적물 시료는 각 정점에서 core sampler를 이용하여 

상층 3 cm를 채집하였다. 채집된 퇴적물 시료는 분석 전까지 4℃ 암소에서 

보관 하였다. DNA 추출 시 퇴적물 시료 30 g을 50 mL tube에 담은 후 원

심분리(2000 rpm, 5분)하여 해수를 제거한 후 사용하였다. 해수가 제거 된 

퇴적물은 0.3M NaCl를 5 mL 첨가 한 후, 원심분리(2000 rpm, 20분)를 통

해 상등액을 제거하여 최상층 1 g을 스푼을 이용해 lysis buffer와 beads가 

포함된 tube에 담아 UltraClean Soil DNA kit(MoBio Labratories Inc.)을 

이용하여 DNA를 추출하였다. 추출한 DNA는 사용 전까지 -20℃에서 보관하

였다.
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2.4.2. Standard PCR

  Real-time PCR을 수행하기 전 primer의 종 특이성과 본 연구에서 사용된 

C. polykrikoides 영양세포에서 추출된 gDNA의 positive control로 사용가

능성을 파악하기 위해 standard PCR을 진행하였다. PCR 반응액 조성은 

template DNA 5 μL, forward와 reverse primer는 각각 1.5 μL, 

AccuPower PCR premix(Bionner)와 PCR grade water로 총 50 μL로 조

절하였다. PCR에 사용된 primer는 table.2 에 정리하였다. PCR 반응은 94℃

에서 5분간 초기 반응시킨 뒤 94℃에서 30초, 55℃에서 1분, 72℃에서 1분 

총 35회 반복 반응 시킨 다음 최종 72℃에서 7분간 반응시켰다. 증폭된 PCR 

산물은 2% agarose gel에 전기영동한 후 EtBr로 staining 과정을 거친 뒤 

자외선을 조사하여 확인하였다.

2.4.3. Real-Time PCR

  퇴적물시료와 해수시료에서 추출된 DNA를 사용하여 real-time PCR을 진

행하였다. real-time PCR 반응액 조성은 template DNA 0.5 μL, forward

와 reverse primer 각각 0.3 μL, probe 0.15 μL, Premix Ex 

Taq(Takara Bio Inc.) 5 μL와 PCR grade water로 총 10 μL로 조절하

였다. real-time PCR에 사용된 primer와 probe는 Table 2 에 정리하였다. 

real-time PCR 조건은 50℃에서 2분, 95℃에서 2분, 초기 반응 시킨 다음 

95℃에서 10초, 60℃에서 40초 총 40회 반복 반응을 실행하였다. 분석은 

Rotor-Gene 6000 instrument(Corbett Research, Sydney, Australia)를 

이용하여 분석하였고 각 샘플 당 3반복 실험하였다.
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2.4.4. Standard curve 작성

  실험실 내에서 계대 배양되고 있는 C. polykrikoides 영양세포를 이용하여 

Standard curve를 작성하였다. 계대 배양된 영양세포를 Sedgwick-rafter 

Chamber를 이용하여 계수한 뒤 계수된 세포 5 mL을 tube에 담아 원심분리 

(13,000 rpm, 10분)후 배지를 제거 한 뒤 영양세포 DNA 추출법에 사용한 

PCI법을 이용하여 DNA를 추출하였다. 추출한 DNA는 단계별로 희석하여 

2.4.3 에서의 동일한 방법으로 real-time PCR을 진행하였다.
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Primer Sequence(5 '→ 3') Reference

CPITSF CGGCAACCTTTGTCAAACA

Park et al. (2009)
CPITSR2 GGTTTGCTGATCTAACTTCATGTCT

CPITSP
FAM-CAACCGTGATACCCGCTAGCTTTGC

-TAMRA

Table 2. Real-time PCR primer and probe for detection and quantification of C. 

polykrikoides
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3. 결과

3.1 C. polykrikoides의 hyaline cyst 관찰

  C. polykirkoides의 hyaline cyst는 영양세포와 달리 적조 소멸 시기에 저

층 net sample에서 주로 발견되었다.

  영양세포에서 형성된 hyaline cyst는 영양세포와 비교하였을 때 크기는 비

슷하였으나 투명한 색상에 chloroplast가 결여된 비운동성의 형태적 특징을 

가지고 있었다. 세포의 표면에 sulcus와 cingulum의 희미한 흔적이 남아 있

고 투과성의 얇은 막으로 둘러싸여 있었다. hyaline cyst는 단일세포부터 여

러세포가 연결된 연쇄체가 발견되었으며, 본 연구에서 최대 10개체까지 관찰

하였다. 각 세포는 red body를 가지고 있었다(Fig. 2).

  형광도립현미경 하에서 검경하였을 때 hyaline cyst로 충분히 이행되지 않

은 세포의 경우 chloroplast가 붉은색의 여기반응을 하는 것을 볼 수 있었다. 

그 외에 red body에 해당하는 부분만이 반응하는 경우를 볼 수 있었는데 이

는 포자상태로 진행된 것이었으며, 대부분이 투명한 외막을 형성하고 있는 것

을 관찰할 수 있었다(Fig. 3).
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Fig. 2. Hyaline cysts of C. polykrikoides in field water samples. Hyaline 

membrane (arrow). Scale bars: 10 ㎛.
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Fig. 3. Hyaline cysts of C. polykrikoides under the optical microscope(A, C) 

and fluorescence microscope(B, D).
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  C. polykrikoides의 적조 시기의 현장 해수 시료를 실험실 내에서 지속적

인 관찰을 하였을 때 시간이 지남에 따라 영양세포가 red body를 형성한 후 

투명한 막이 형성되는 hyaline cyst 형태로 변화는 과정을 관찰 할 수 있었다

(Fig. 4).

  영양세포로부터 형성 된 hyaline cyst를 4℃ 암소에서 6개월간 보관 후 실

온에서 관찰하였을 때 4개의 세포로 이어진 연쇄체가 각각의 세포로 분리된 

것을 볼 수 있었으며 이는 각각 영양세포로 재출현했을 것으로 판단되어졌다

(Fig. 5).
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Fig. 5. Reoccur of C. polykrikoides hyaline cyst after low temperature in a 

dark room.

Fig. 4. Hyaline cysts formation of C. polykrikoides. A, vegetative cells of C. 

polykrikoides; B, red body formation; C, hyaline cysts.
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3.2. C. polykrikoides의 temporary cyst 관찰

  C. polykrikoides의 적조 발생 시기에 플랑크톤 네트를 이용하여 채수한 

뒤, 여과, 농축하여 6 well plate에 취하여 실험실 내에서 형광도립현미경 하

에 지속적으로 관찰을 실행하였다. 관찰 기간 동안 C. polykrikoides의 영양

세포 중 연쇄체들은 시간이 지남에 따라 단일세포로 분리 되는 것을 관찰 할 

수 있었으며 분리된 단일세포가 각각 다시 결합하는 모습을 볼 수 있었다.

  결합 과정 중의 두 단일세포는 Fig. 6 에서처럼 두 개의 편모를 볼 수 있었

으며 2개 이상의 뚜렷한 red lipid body를 관찰 할 수 있었다. 결합 된 세포

의 크기는 20-40 ㎛, 둥근 형태를 가지며 전체적으로 황색을 띄고 있었다. 

이때 생성된 세포를 단일 분리하여 f/2-si 배지에서 배양하였을 때 뚜렷한 횡

구를 가진 영양세포의 형태를 갖추었으며 시간이 지남에 따라 2개의 연쇄체

를 이루었다(Fig. 7).
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Fig 7. Germination process of C. polykrikoides temporary cyst. 

Scale bars; 10 ㎛. 

Fig. 6. Planozygote formation of C. polykrikoides. A, a typical vegetative cell; 

B-E, planozygotes of C. polykrikoides with two longitudinal flagella observed 

(arrows) and red accumulation body; F, completed with fused of C. 

polykrikoides. Scale bars; 10 ㎛.
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3.3. C. polykrikoides 초기 발아체 및 발달 단계 관찰

  C. polykrikoides의 발생단계 과정을 관찰하기 위해 해수 시료를 형광도립

현미경으로 직접 검경하는 과정 중 자란만 정점에서 C. polykrikoides의 초기 

발아체를 관찰하였다. 

  C. polykrikoides의 초기 발아체는 Fig. 8의 C와 같았다. 체장은 25~45 

㎛ 였고, 체폭은 20~30 ㎛ 정도였으며 조사기간 내에 C. polykrikoides는 

최대 8 chains 까지 확인되었다. 휴면포자에서 발아한 초기 발아체의 모습은 

대부분의 와편모조류의 영양세포처럼 보였고, 휴면포자에서 발아해 나온 발아

체는 뚜렷한 red body가 존재하였다. 그리고 1~2 chains의 경우 횡구가 세

포면을 약 2회 정도 회전하고 있어 타 종과는 뚜렷이 구분할 수 있었다.
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Fig. 8. Germination process of a C. polykrikoides. A-B, cyst of C. polykrikoides; 

C, early germling of single cell; D, single vegetative cell; E, 2 chains; F, 4 chains; 

G, 8 chains.
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3.4 Standard PCR

  Real-time PCR에 사용되는 primer의 종 특이성과 C. polykrikoides 영양

세포의 gDNA가 positive control로 적합한지 확인하기 위하여 CPITSF, 

CPITSR2 primer 쌍을 이용하여 PCR을 하였다.

  C. polykrikoides gDNA의 PCR 산물의 위치는 약 150 bp에서 확인되었

으며 negative control로 사용한 Alexandrium catenella gDNA에서는 band

가 나오지 않았다. 이를 통해서 C. polykrikoides gDNA는 real-time PCR

시 positive control로 사용 가능하며 이때 사용되는 primer의 종 특이성을 

확인하였다(Fig. 9).
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Fig. 9. Agarose gel analysis showing C. polykrikoides

selective PCR products. The PCR was carried out 

using the primer sets CPITSF and CPITSR2. M, 100 

bp ladder molecular size marker (Bioneer); 1, 

positive control of C. polykrikoides; 2, Alexandrium 

catenella; 3, no template control.
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3.5 영양세포와 휴면포자 정량을 위한 standard curve

  C. polykrikoides 영양세포에서 추출한 DNA를 단계별로 희석(10, 100, 

1000, 10000, 100000)하여 real-time PCR을 진행하였을 때 CT값이 약 

18, 21, 25, 28, 32로 나왔으며 이 값을 토대로 standard curve를 작성하였

다. C. polykrikodes 영양세포 DNA양과 CT값은 Fig. 10 과 같이 높은 선형 

상관관계(R2>0.99)를 나타내어 standard curve로 사용할 수 있었다.

  Real-time PCR을 진행할 때 positive control로 사용된 C. polykrikoides 

영양세포에서도 반응을 확인 할 수 있었으며 negative control로 멸균된 3차 

증류수를 사용하였을 때는 반응이 나타나지 않았으므로 실험 시 다른 영향을 

받지 않았음을 알 수 있었다.
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Fig. 10. Linear relationship between the CT values and ITS rDNA of C. 

polykrikoides(R2=0.999). The standard curve was used to quantify the 

rDNA copy numbers of the target species in sediment and seawater 

samples.
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3.6 Real-time PCR을 통한 지역별 휴면포자 탐색

A. 자란만

  본 연구에서의 조사 정점은 이(2011)와 김 등(2012)의 연구에서 C. 

polykrikoides rDNA가 검출된 된 정점 4, 7, 8, 10을 중심으로 조사하였다.

  정점 4에서의 검출량은 3월에는 10 copies/cm3 wet sediment로 확인되었

으며 4월에는 1 copies/cm3 wet sediment, 5월에는 검출되지 않았다.

정점 7에서의 검출량은 3월에는 4 copies/cm3 wet sediment, 4월 2 

copies/cm3 wet sediment, 5월에는 검출되지 않았다.

정점 8에서의 검출량은 3월에는 5 copies/cm3 wet sediment, 4월 1 

copies/cm3 wet sediment, 5월에는 검출되지 않았다.

정점 10에서의 검출량은 3월에는 3 copies/cm3 wet sediment, 4월 2 

copies/cm3 wet sediment 5월에는 검출되지 않았다.

전체적인 검출 결과를 보면 모든 정점에서 3월에서 5월로 시간이 흐름에 따라 검

출량이 감소하는 추세를 보였다(Fig. 11).

  퇴적물 내 휴면포자 검출량과 비교하기 위해 표층 해수 20 L를 현장 농축

한 시료를 DNA를 추출하여 real-time PCR을 통한 검출과 직접계수 실행하

였다. 본 연구의 채집 기간 동안의 자란만 모든 정점에서 C. polykrikoides의 

rDNA copy와 영양세포가 검출, 관찰되지 않았다.
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Fig. 11. Fluctuation of rDNA copy numbers of C. polykrikoies at the 

stations – 4, 7, 8, 10 from sediment in the coast of Jaran Bay.
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B. 남해 물건항

  2012년 10월부터 11월에 정점1과 정점2 조사를 시작으로 2013년 3월부

터 정점 3을 추가로 하여 총 9차례 조사를 시행하였다.

  2012년 10월 5일 두 정점 모두에서 검출되지 않았으나 10월 25일 정점1

과 정점2에서 각각 1 copies/cm3 wet sediment씩 동일하게 검출되었으며 

11월 3일 정점1에서는 10 copies/cm3 wet sediment, 정점2에서는 2 

copies/cm3 wet sediment이 검출되었다.

  11월 15일 정점1에서는 4 copies/cm3 wet sediment, 정점2에서는 1 

copies/cm3 wet sediment 검출되었다

2013년 3월에는 모든 정점에서 C. polykrikoides rDNA가 검출되지 않았으

며 4월에는 정점1에서는 1 copies/cm3 wet sediment. 정점 2와 정점3에서 

각각 2 copies/cm3 wet sediment 씩 검출되었다. 5월에는 정점1에서는 검

출되지 않았으나 정점2에서는 3 copies/cm3 wet sediment, 정점3에서는 2 

copies/cm3 wet sediment 씩 검출되었다.

  2013년 8월 21일에는 모든 정점에서 C. polykrikoides rDNA copy가 검

출되지 않았으나 일주일 후인 8월 28일에는 정점 1에서는 1 copies/cm3 

wet sediment, 정점2에서는 3 copies/cm3 wet sediment, 정점3에서는 5 

copies/cm3 wet sediment로 검출되었다.

  2012년과 2013년 조사결과 적조가 발생하기 전과 소강한 후에 퇴적물 내 

C. polykrikoides rDNA 양이 증가하는 패턴을 보였다(Fig. 12).
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Fig. 12. Fluctuation of rDNA copy numbers of C. polykrikoides at the staions 

– 1, 2, 3 from sediment in the Mulgeon harbor.
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Fig 13. Comparisons of rDNA copy numbers (■, seawater samples; ◆, 

sediment samples) and vegetative cell numbers(▲) of C. polykrikoides of 

two stations of Mulgeon harbor in 2012.

  퇴적물 내 휴면포자 검출량과 비교하기 위해 표층 해수 20 L를 현장 농축

한 시료를 DNA를 추출하여 real-time PCR을 통한 검출과 직접계수 실행하

였다. 해수 내 rDNA copy수는 2012년 10월 5일 1번 정점에서 최대 287 

copies/L을 보였으며 시간이 지날수록 감소하는 추세를 보였다. 직접계수를 

통한 해수 내 cell수는 2012년 10월 5일 2번 정점에서 최대 510 cells/L를 

보였으며 rDNA copy수와 마찬가지로 시간이 지날수록 감소하는 추세를 보

였다. 반대로 퇴적물 내 rDNA copy 수는 증가하는 양상을 볼 수 있었다

(Fig. 13). 2013년의 해수샘플의 경우 모든 정점에서 rDNA copy 와 영양세

포가 검출, 관찰되지 않았다.
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C. 남해 미조

  남해 미조해역은 2012년 8월 동안 5 차례 조사하였다. 

8월 6일에 정점 1에서는 2 copies/cm3 wet sediment, 정점 2에서는 2 

copies/cm3 wet sediment, 정점3에서는 검출되지 않았다.

8월 9일에 정점 1에서는 1 copies/cm3 wet sediment, 정점 2에서는 2 

copies/cm3 wet sediment, 정점3에서는 검출되지 않았다.

8월 12일에는 모든 정점에서 검출되지 않았다.

8월 15일 정점 1에서는 6 copies/cm3 wet sediment, 정점2에서는 11 

copies/cm3 wet sediment, 정점3에서는 3 copies/cm3 wet sediment 가 검

출되었다.

8월 18일 정점1에서는 2 copies/cm3 wet sediment, 정점2에서는 3 

copies/cm3 wet sediment, 정점3에서는 3 copies/cm3 wet sediment이 검

출되었다(Fig. 14).
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Fig. 14. Fluctuation of rDNA copy numbers of C. polykrikoides at the 

staions – 1, 2, 3 from sediment in the coast of Mijo.
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Fig. 15. Comparisons of rDNA copy numbers (■, seawater samples; ◆, 

sediment samples) and vegetative cell numbers(▲) of C. polykrikoides of 

three stations of Mijo coast in 2012.

  퇴적물 내 휴면포자 검출량과 비교하기 위해 표층 해수 20 L를 현장 농축

한 시료를 DNA를 추출하여 real-time PCR을 통한 검출과 직접계수 실행하

였다. 해수 내 rDNA copy수는 2012년 8월 6일 3번 정점에서 최대 1,477 

copies/L를 보였으며 시간이 지날수록 감소하는 추세를 보였다. 직접계수를 

통한 해수 내 cell수는 2012년 8월 6일 2번 정점에서 최대 500 cells/L를 

보였으며 rDNA copy수와 마찬가지로 시간이 지날수록 감소하는 추세를 보

였다(Fig. 15).
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D. 통영 욕지도

  욕지도에서는 2012년 8월과 2013년 6월부터 7월까지 총 4차례 조사하였

다.

  2012년 8월에는 검출되지 않았으며 2013년 6월에는 21 copies/cm3 wet 

sediment 이 검출되었다. 7월 초 조사에서는 235 copies/cm3 wet 

sediment 의 높은 검출량을 보였으나 7월 중순 조사에서는 검출되지 않았다

(Fig. 16).

  퇴적물 내 휴면포자 검출량과 비교하기 위해 표층 해수 20 L를 현장 농축

한 시료를 DNA를 추출하여 real-time PCR을 통한 검출과 직접계수 실행하

였다. 해수 내 rDNA copy수는 조사기간 동안 소수점 이하가 검출되었으며 

직접계수를 통한 해수 내 cell수는 2012년 8월 21일 575 cells/L, 2013년 

7월 18일 60 cells/L을 제외한 다른 일시에는 관찰되지 않았으며 퇴적물 내 

rDNA 검출량과 반대 양상을 보였다(Fig. 16).
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Fig 16. Comparison of rDNA copy numbers (■, seawater samples; ◆, 

sediment samples) and vegetative cell numbers(▲) of C. polykrikoides 

at Yokji station in 2012-2013.
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Fig. 17. rDNA copy numbers of C. polykrikoides in the coast of Pyeongsan, 

Namhae in August 2012.

E. 남해 평산

  남해 평산 해역에서는 2012년 8월 한차례 조사하였다. 정점1에서는 2 

copies/cm3 wet sediment, 정점2에서는 1 copies/cm3 wet sediment 검출

되었다(Fig. 17).
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Fig. 18. rDNA copy numbers of C. polykrikoides in the coast of Aenggang 

Bay in June 2012.

F. 앵강만

  2012년 6월에 앵강만 인근 해역에서 채집한 퇴적물시료를 real-time PCR

을 한 결과 모든 정점에서 C. polykrikoides rDNA copy가 소수점 이하로 

검출되었다(Fig. 18).
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Fig. 19. rDNA copy numbers of C. polykrikoides in the coast of Impo, Yeosu 

in July 2012.

G. 여수 임포

  2012년 7월 여수 임포 해역에서 채집한 퇴적물에서는 모든 정점에서 C. 

polykrikoides rDNA copy가 소수점 이하로 검출되었다(Fig. 19).
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4. 고찰

  본 연구에서는 적조 상습 발생지역인 남해 동부 연안을 중심으로 퇴적물 중

의 C. polykrikoides의 휴면포자를 관찰하고 C. polykrikoides의 발생과정과 

real-time PCR을 이용하여 seed population의 존재 가능성을 파악하고자 

하였다.

  첫 번째로 현장에서 C. polykrikoides의 형성과 발아과정을 관찰을 위해 각 

정점별로 해수와 퇴적물 시료를 여과, 농축하여 실험실 내에서 형광도립현미

경을 통해 지속적인 관찰을 실행하였다.

  적조 소멸 시기 현장 해수 시료에서 C. polykrikoides의 영양세포와 크기는 

비슷하지만 투명한 막을 가지고 비운동성, chloroplast가 결여된 hyaline 

cyst를 관찰 할 수 있었으며, Kim et al.(2002)의 연구와 마찬가지로 실험실 

내에서 영양세포로부터 hyaline cyst의 형성 과정을 확인할 수 있었다.

  영양세포로부터 형성된 hyaline cyst를 형광도립현미경 하에서 관찰하였을 

때 red body 부분이 붉게 빛나는 것을 확인하였으며, 실험실 내의 4℃, 암소

에서 6개월 보관 한 뒤 호적한 환경에 두었을 때 영양세포로 다시 가입하는 

것을 확인할 수 있었다. 이를 통해 hyaline cyst는 C. polykrikoides의 영양

세포로부터 형성된 휴면포자이며 충분한 월동기간을 거친 후 재발생 함으로써 

C. polykrikoides의 사멸단계가 아닌 생활사의 한 단계를 차지할 것이라 생각

된다. 

  C. polykrikoides 적조 시기의 해수시료를 6 well plate에 분주하여 실험실 

내에서 지속적으로 관찰하였다. 관찰 기간 동안 C. polykrikoides의 연쇄체들

이 시간이 지날수록 단일세포로 나누어졌으며, 이 단일세포가 서로 결합하는 

것을 관찰할 수 있었다. 결합 과정의 세포에서 두 개의 편모를 관찰할 수 있

었으며 뚜렷한 red body를 관찰할 수 있었다. 시간이 경과하면서 뚜렷한 red 
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body를 가진 황색의 둥근 형태의 세포로 변화하는데 그 크기는 20-30 ㎛ 

이였으며(Fig. 6), 이는 Tang and Gobler(2012)의 연구에서 유성생식에 의

해 형성된 cyst의 형태와 유사하였다. 단일세포로부터 형성된 세포를 단일분

리하여 호적한 환경에 두었을 때 사멸되지 않고 뚜렷한 횡구를 가진 영양세포

로 재가입되는 것을 관찰할 수 있었다. 이를 통해서 단일세포로부터 형성된 

이 세포는 C. polykrikoides의 temporary cyst의 한 형태일 것으로 생각되

어진다.

  한편 자란만 내 해수 netting 시료에서 휴면포자(Fig. 8 A-B)가 최초로 

분리되었으며 이로부터 C. polykrikoides의 초기발아체가 관찰되었고, 발아체

는 뚜렷한 red body가 존재하였다. 그리고 1~2 chains의 경우 횡구가 세포

면을 약 2회 정도 회전함으로써(Matsuoka et al., 2008) 타 종과 뚜렷이 구

분할 수 있었다.

  본 연구에서 관찰된 C. polykrikoides의 영양세포로부터 형성된 두 가지 형

태의 일시적 휴면포자와 현장 휴면포자로부터 초기 발아체의 발생과정을 확인

함으로써 Kim et al.(2007)의 연구에서 제시한 C. polykirkoides의 생활사 

가설에서의 미흡한 부분을 해결할 수 있는 중요한 단서가 될 것이라 생각된

다.

  두 번째로 real-time PCR을 이용하여 해수와 퇴적물 중의 시공간적인 

rDNA 검출하여 휴면포자의 존재와 지역개체군 발생의 잠재 가능성을 확인하

고자 하였다. real-time PCR 분석은 해수와 퇴적물 내에는 PCR을 방해하는 

유기·무기물질이 포함될 수 있으며 이는 target DNA와 함께 추출되어 결과

에 오류를 범할 수 있다. 이 때 DNA시료를 희석하거나 정제했을 경우 PCR 

방해 인자를 제거하거나 줄임으로써 보다 더 정확한 검출을 할 수 있다(Lin 

et al., 2006; Zhang et al., 2005). 따라서 본 연구에서는 PCR 방해인자를 

제거하기 위해 추출한 DNA를 10배수로 희석한 후 real-time PCR을 진행하
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였다. 

  2012년 3월부터 5월까지 자란만 해역의 조사결과를 보면, 3월과 4월의 정

점 4, 7, 8, 10 모두에서 C. polykrikoides rDNA copy가 검출되었으며 정

점 4에서 최대 10 copies/cm3 wet sediment가 검출되었다(Fig, 11). 자란

만 해역의 C. polykrikoides의 영양세포의 초기 출현이 6월인 것으로 보았을 

때(Kim et al., 2012), 본 연구의 조사시기인 3월에서 5월은 C. 

polykrikoides의 영양세포가 출현하지 않는 시기이며 본 실험에서도 해수 내 

영양세포와 rDNA 또한 관찰, 검출되지 않았다. 이를 통해 본 연구에서 3, 4

월의 퇴적물 시료에서 검출된 C. polykrikoides의 rDNA는 C. polykrikoides 

휴면포자일 가능성이 높을 것으로 생각된다. 2013년 7월 자란만 일대에 고밀

도의 적조가 발생함에 따라 본 지역이 C. polykrikoides 의 seed bed가 형

성되어 있으며 C. polykrikoides 적조가 상습적으로 발생할 가능성이 높을 것

으로 보여진다.

  2010년 자란만의 퇴적물 내 C. polykrikoides의 rDNA 검출결과(Kim et 

al., 2012)와 본 연구 결과를 비교해 보았을 때 각 정점에서 rDNA가 지속적

으로 검출되었으나 Fig. 20에서와 같이, 같은 정점임에도 불구하고 검출량의 

증·감소 패턴이 반대 양상을 띄는 것을 볼 수 있었다. 이를 통해서 

real-time PCR 모니터링 뿐만 아니라 물리·환경적 요인을 함께 지속적으로 

관찰한다면 보다 더 정확한 seed bed 형성 분포와 발아 요인을 해명하는데 

중요한 단서가 될 것으로 보여진다.
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Fig. 20. Fluctuation of rDNA copy numbers of C. 

polykrikoides in sediment of Jaran Bay in 2010 and 2012.
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  남해 물건항의 조사결과를 보면 2012년 11월 3일 퇴적물내의 rDNA copy

가 최대 10 copies/cm3 wet sediment 양이 검출되었으며 2013년 8월 21

을 제외한 퇴적물에서는 지속적으로 rDNA가 검출되었다(Fig. 12). 표층 해

수 내 존재하는 C. polykrikoides rDNA copy수와 직접계수를 통한 영양세

포 수 값을 비교했을 때 수치상으로는 차이가 났지만 전체적인 추이가 비슷한 

것을 볼 수 있었다. 또한 다음 두 값을 퇴적물 내 rDNA 값과 비교하여 보았

을 때 영양세포 copy수와 직접 계수값이 감소함에 따라 퇴적물 내 copy수가 

증가하는 패턴을 볼 수 있었다(Fig. 13). 이는 적조 사멸 이후 저층으로 가라

앉은 C. polykrikoides 영양세포 또는 유성생식을 통해 형성된 일시적 휴면포

자가 검출된 것이라고 생각된다. 

  남해 미조 연안의 경우도 물건항과 마찬가지로 해수내 C. polykrikoides의 

영양세포와 rDNA의 copy수가 감소함에 따라 퇴적물내의 rDNA copy수가 

증가하는 패턴을 보였다(Fig. 15). 이 또한 물건항의 경우와 같은 맥락인 것

으로 사료되며, 물건항과 남해미조에는 C. polykrikoides의 seed bed가 형성

되어 있으며 상습적으로 C. polykrikoides 적조가 나타날 것으로 예상된다.

  통영 욕지도의 퇴적물 시료에서는 C. polykrikoides rDNA copy가 2012

년 8월에는 검출되지 않았지만 2013년 6월 28일에는 21 copies/cm3 wet 

sediment, 7월 10일 조사에서는 235 copies/cm3 wet sediment 의 높은 검

출량을 보였으나 7월 18일 조사에서는 검출되지 않았다(Fig. 16). 2013년도 

국립수산과학원 적조속보에 의하면 7월 17일부터 C. polykrikoides 적조 주

의보가 발령되었으며, 7월 18일 해수 내 C. polykrikoides 영양세포의 관찰 

계수 값이 증가하였다. 이를 통해 직접계수 결과와 real-time PCR 검출결과

를 비교해 보았을 때 C. polykrikoides의 발생 추이는 저층내 존재하는 휴면

포자가 먼저 발생하여 퇴적물 내 검출량이 증가하였다가 표층의 발아체 수치
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가 증가함에 따라 감소하는 양상을 볼 수 있으며, 수온의 변화와 같은 다양한 

환경조건의 변화에 따라 발아체가 반응하는 것이라 생각된다.

  남해안의 평산, 앵강, 임포 지역의 퇴적물내 C. polykrikoides rDNA는 소

수점 이하의 copy수가 검출되었다. 이는 조사 시기상 C. polykrikoides의 발

생 시기이므로 퇴적물 내 휴면포자가 발아하였기 때문에 검출되지 않은 것으

로 생각된다. 해당 정점이 C. polykrikoides의 적조 상습 발생 지역인 것을 

감안하여 C. polykrikoides의 발생 시기 전, 후의 퇴적물을 사용하여 

real-time PCR을 실행한다면 C. polykrikoides의 rDNA가 검출 될 것이라 

생각되며 해당 지역의‘씨앗개체군(seed population)’을 예측 가능 할 것이

라 판단된다.

  Park et al.(2010)의 결과를 보면 2007년 진해만 퇴적물시료에서는 약 

15,000 copies/cm3 wet sediment, 여수에서는 약 560,000 copies/cm3 

wet sediment 의 값이 보고 된 것에 비해 본 연구에서는 현저하게 낮은 값

이 나왔다. 그 원인을 적조발생시기를 통해 비교해 보면 park et al.(2010)의 

연구시기인 2007년의 진해와 여수에서 C. polykrikoides 적조 발생 직후의 

시료를 채집하여 조사하였으며, 이 때 검출된 rDNA는 C. polykrikoides의 

증식이 감소하면서 형성된 다량의 휴면포자가 검출된 것으로 보여진다. 한편 

2009년부터 2011년 C. polykrikoides의 적조가 본 연구 지역에서 대량 발생

하지 않았으며 이전의 적조 발생시 형성된 다량의 휴면포자가 시간이 지나면

서 부분 발생, 손상 또는 유실되어 개체수가 감소하면서 본 연구 결과에 영향

을 미친 것으로 보여진다.

  퇴적물 내에는 humic acid, 페놀성 화학물, 중국속 등 PCR 저해인자가 포

함되어 있다. 특히 humic acid와 같은 성분은 DNA를 고정하는 역할을 하여 
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퇴적물 내에 사멸된 영양세포의 DNA가 시료 내에 고정되어 장기간 동안 잔

류할 수 있다(England et al., 1997; Park and Park, 2010). 본 연구에서는 

PCR 방해인자를 줄이기 위해 채집된 퇴적물에서 추출한 DNA를 10배 희석

하여 실험을 시행하였지만 퇴적물내에 C. polykrikoides의 유영세포가 유입되

어 휴면포자와 함께 검출되었을 가능성이 있다. 따라서 현장 내 퇴적물에서 

DNA로 역전사 가능한 RNA 추출과 RNA를 target으로 하는 종 특이적인 

probe 개발이 확립된다면 살아있는 휴면포자만을 검출할 수 있는 효과적인 

대안을 만들 수 있을 것이다(Park and Park, 2010). 

  또한 보다 더 정확한 휴면포자 양을 정량하기 위해서는 충분한 양의 휴면포

자가 확보되어야 한다. 하지만 현장에서는 다량의 휴면포자의 확보가 어려우

므로 실험실 내에서의 유성생식을 통한 휴면포자 확보를 통해 standard 

curve 작성 후 real-time PCR을 실시가 필요하다(Erdner et al., 2010). 

C. polykrikoides의 경우 또한 현장에서의 휴면포자 확보가 어렵다. 따라서 

본 연구에서 관찰, 생성한 일시적 휴면포자의 실험실 내 다량 확보를 통해 각 

형태의 일시적 휴면포자의 DNA를 추출하여 real-time PCR을 실행, 비교·

분석한 결과를 이용하여 지속적인 현장 모니터링을 실행한다면 적조 발생 가

능 지역과 예측, 정확한 적조 발생기작, 그리고 C. polykrikoides의 생활사의 

명확한 해명에 기여할 수 있을 것이다.
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5. 요약

  유해성 와편모조류인 Cochlodinium polykrikoides는 대증식 시 점액질을 

생성하여 어류의 아가미에 부착되어 어류의 폐사를 일으키는 적조생물로서 사

회·경제적으로 심각한 문제를 일으키고 있는 적조 원인 중 하나이다. C. 

polykrikoides가 속한 유해성 적조를 유발하는 와편모조류 종 중 휴면포자를 

형성하는 종은 약 20여종으로 알려져 있으며, 이때 휴면포자는 씨앗개체군

(seed population) 역할을 하여 적조발생의 장소와 시기를 예측할 수 있는 

중요한 단서로 이용될 수 있다. 

  C. polykrikoides의 경우 국내외적으로 대량발생과 확산에 의한 피해가 심

각한 상태임에도 불구하고 현장 휴면포자의 실체와 역할에 대한 충분한 해명

이 되어있지 않은 상태였으나 최근 real-time PCR을 이용한 퇴적물 내 휴면

포자 검출을 통해 내부 적조발생 잠재력 존재 가능성이 제시되었다. 

  본 연구에서는 적조 상습 발생지역인 남해 동부 연안인 자란만, 여수 임포, 

통영 욕지도, 남해 물건항, 미조, 평산, 앵강만 해역을 중심으로 C. 

polykrikoides의 발생단계와 real-time PCR을 통한 C. polykrikoides의 검

출과 적조 발생 잠재력을 파악하고자 하였다.

  본 연구에서 C. polykrikoides 적조 소강시기에 영양세포의 단성생식에 의

하여 형성된 hyaline cyst를 관찰하였다. Hyaline cyst는 일정기간 동안 월

동기간을 거친 후 호적한 환경에서 영양세포로 재발생되는 것을 확인함으로써 

C. polykrikoides의 현장 개체군 발생에 크게 기여할 것으로 판단되어졌다. 

또한 실험실 내에서 temporary cyst의 형성과 발아과정을 관찰하였으며, 저

층 해수 netting 시료에서 C. polykrikoides의 휴면포자와 그 발생과정을 관

찰함으로써 본 연구의 결과가 C. polykrikoides의 생활사 해명에 중요한 단서

가 될 것으로 보여진다.

  본 연구에서는 종 특이적인 ITS rDNA영역을 통해 제작된 primer와 
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probe를 이용하여 실시간으로 PCR 증폭산물을 모니터링을 하는 real-time 

PCR 기법을 사용하여 C. polykrikoides rDNA를 검출과 적조 발생 잠재력을 

파악하였다.

  C. polykrikoides rDNA는 자란만, 남해 물건항, 미조, 통영 욕지도의 퇴적

물시료에서 검출되었으며, 남해 평산, 앵강만, 여수 임포 지역은 소수점 이하

의 copy수가 검출되었으나 이는 조사시기상 C. polykrikoides의 발생 시기이

므로 퇴적물 내 휴면포자가 발아하였기 때문에 검출되지 않은 것으로 생각된

다.

  자란만의 퇴적물 시료의 경우 rDNA copy수는 초기 발생 시기가 다가옴에 

따라 점차적으로 감소하는 것을 볼 수 있었다. 이는 퇴적물내 존재하는 C. 

polykrikoides 휴면포자가 호적한 환경으로 인해 발아함으로써 검출되는 

copy 수가 감소한 것으로 판단된다.

  또한 2012년 대량 적조가 발생하였던 물건항과 미조 정점의 경우, 표층 해

수의 C. polykrikoides의 rDNA copy수가 감소함에 따라 퇴적물 시료내의 

copy수가 증가하였다. 이는 적조가 소강함에 따라 단성 또는 유성생식을 통

해 형성된 휴면포자에서 검출된 것으로 보여진다.

  통영 욕지도는 7월 최대 235 copies/cm3 wet sediment의 높은 검출량을 

보였으며 단기간동안 검출량의 급격한 변화를 보였다. 하지만 본 연구에서 이

에 대한 뚜렷한 결과를 얻지 못하였으므로 정확한 요인을 파악하기 위해 앞으

로 지속적인 모니터링이 필요할 것으로 보여진다.

  본 연구에서는 적조 상습 발생지역에서 C. polykrikoides의 일시적 휴면포

자와 초기발아체의 발생단계 과정을 관찰하였으며, 퇴적물 및 해수에서 C. 

polykrikoides rDNA 검출을 통해 남해 동부 연안의 휴면포자의 존재 가능성

과 지역별 seed population을 확인 할 수 있었다. 본 연구 결과를 토대로 지

속적인 모니터링을 실행한다면 C. polykrikoides 생활사의 명확한 해명, 보다 
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정확한 적조 발생 예측과 발생기작을 규명 할 수 있는 기초자료로 활용될 수

을 것으로 기대된다.
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