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Studies on Developmental

Physiology for Mass Production of

Clownfishes

Gyeong Eon Noh

Department of Fisheries Biology, Graduate School

Pukyong National University

Abstract

1. Spawning frequency and behavior

The measured numbers were from 38 to 127 times of total spawning

frequency, 12.6 to 25.4 times for spawning frequency per year, and 1.4 to

2.3 times for spawning frequency per monthe. Maximum and minimum

spawning frequency was 4 and 0 times, respectively. All experimental

groups showed a year-round spawning except the resting periods. While

experimental pair A and B showed the resting period continued for 6 and

5 months, respectively, pair C and D showed total 6 and 8 months of the

intermittently resting period appeared. The results suggest that each pair

of A. melanopous followed an unique circannual rhythm even when they
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were reared under the constant condition, especially without the moon

phase.

Spawning behaviors in A. melanopus were divided into four steps. 1)

Cleaning of the plate and its surrounding with the mouth before spawning;

2) Female's mucous secretion on the plate; 3) Spawning and Fertilization;

4). The male seems to play as the main babysitter until the eggs hatch.

Increased egg-fanning activity using the pectoral fin and egg-biting

activity were noticed during the incubation.

2. Development of egg, larval and juvenile

The fertilized eggs of A. melanopus were in oval shape and light orange

color. The eggs were 2.37±0.09 mm in size as measured along the longer

axis but different sizes of oil globule were also observed. Morula stage

was at 9 hours after the fertilization and embryo disc was covering the

half of the yolk at 24.8 hours. After 46 hours, optic vesicle and auditory

vesicle were formed. The tail was separated from the yolk and the

myometium at 24∼25 hours. After 70 hours, heart beating was observed at

a rate of 160 times per minute. Hatching, occurred at 180 hours, was

appeared at 1.5 to 2.0 hours after turning off the light. The egg yolk of a

hatched larva (3.5±0.3 mm) was almost absorbed and the color of body

was transparent. At DAH (Days after hatching) 5, the body of the larva

became darkish. At DAH 9, an opaque and whitish stripe in the head and

in the middle of the body was found. At DAH 15 to 20, the body color

became blackened with more vivid white stripe. At DAH 30, the larva
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showed a reddish color around the mouth, fin and the white stripes in the

body and the tail began to disappear. After DAH 60, the body color

became dark brown with only one white stripe in the head of an fish.

Survival rate of larva was investigated with three types feeding with

live food (RO: only rotifer; RA: rotifer+Artemia nauplii; EA: RA with

enriched Artemia) for 20 days after the hatching. It was the highest 78.3%

for EA. RO was 0% and the majority of the death was occurred between

9 to 10 days. The results suggest that the specific nutritional food is

necessary for the survival and body color development. Appearance of

white stripe seemed to be correlated with the beginning of metamorphosis.

3. Development of artificial hatching system

More than 85% of hatching rate in RT (recirculating type) system in

four clownfish species was investigated as compared to those of AT

(aeration type), 60.5% and ST (spray type) systems, 74.4%. The hatching

rate of 2, 3, 5 hatching plates in RT was 87.3%, 81.8% and 82.0%,

respectively. RT system showed the highest hatching rate and the

possibility of containing 5 hatching plates.

4. Effects of live food and thyroid hormone on body color

For the growth by the live food type, AT group (enriched Artemia +

Tigriopus japonicus) showed the fastest growth, total length of 11.3±0.7

mm, no significant difference with TJ group (only T. japonicus), 10.9±0.8

mm. EA group (only enriched Artemia) was 10.2±0.8 mm. In CMYK
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analysis, the area around the mouth and the dorsal fin of TJ group

showed the highest magenta level, 81.8±3.5% and 75.8±6.7%, respectively.

The dorsal fin of TJ group also showed the highest level, 94.8±4.3%, of

the yellow color.

4 ppm-T3 treated group showed the fastest growth, 11.4±0.4 mm. 6

ppm-T3 treated group showed the lowest growth, 10.2±0.5 mm. In CMYK

analysis, the magenta in the position around the mouth of juvenile grown

in the presence of the 6 ppm-T3 treated was the lowest, 53%, as compared

to those of others. The dorsal fin of the fish treated with the 2 ppm-T3

treated group and 4 ppm-T3 treated group showed the highest level,

92.8±3.5%, 93.8±4.0% of yellow level, respectively, together with 67.4±5.3%,

56.0±8.4% of magenta level, respectively. In the caudal fin of 4 ppm-T3

treated group, it showed the highest level of magenta and yellow,

73.6±3.6%, 99.8±0.2%, respectively, no significant with 2 ppm-T3 treated

group, 49.6±7.3%, 72.8±10.8%, respectively. The results indicates that two

of factors, including T. japonicus and thyroid hormones, improve the

growth and color expression of juvenile during metamorphosis. And CMYK

analysis, the first attempt on fish bod color comparison, can be a useful

tool to analyse the relative color for the small size of fish like a larvae

and a juvenile.

5. Cloning of prolactin, arginine vasotocin, isotocin gene and the

genes expressions during low salinity adaptation

cDNA encoding PRL precursor consists of 639 bp encoding a protein of
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212 amino acids including 24 amino acids as a signal peptide. cDNA

encoding AVT precursor consists of 462 bp encoding a protein of 153

amino acids including 19 amino acids as a signal peptide and 125 amino

acids as a neurophysin. cDNA encoding IT precursor consists of 471 bp

encoding a protein of 156 amino acids including 19 amino acids as a signal

peptide and 128 amino acids as a neurophysin. Expression of pro-PRL in

the pituitary was the highest at 24 hours upon the adaptation to 15 psu.

RT-PCR analysis of the gene indicates that the expression of brain

prepro-AVT and prepro-IT was increased from 48 hours to 144 hours

upon the adaptation to 15 psu.

6. Physiological and biochemical study in the rearing on the low

salinity water

Gill lamella surface of A. melanopus rearing in seawater was very rough

and uneven in SEM. On the other hand, in 15 psu, it was relatively flat in

shape. Apical crypt showed a typical feature of a gill in seawater fish with

many of mitochondria in chloride cell. In 15 psu, apical crypt seems to be

missed as the pavement cell covered the surfaces. Although plasma level

of Na+, K+, Cl- and osmolality in A.melanopus adapted to 15 psu for 4h,

8h, and 24h were lower than the those of the control fish reared under

seawater, it recovered to that of the control in 144h. Analysis of glucose,

AST, and ALT used as the markers for the stress condition showed the

trend that all group has a lower level except 144h. Na+/K+-ATPase activity

in the gill increased upon shift to low salinity for 4, 8, and 24 hours.



- x -

Na+/K+-ATPase activity of 48 and 144h became decreased to seawater

level.

Decreasing salinity in the surrounding water resulted in decline of the

plasma level of Na+, K+, Cl- and osmolality upon its shift to low salinity.

The results also indicates that the environmental change, salinity may

stimulate the homeostasis in the body. This was reflected that, after the

temporary change of Na+/K+-ATPase, PRL gene, histological change of

gill, the plasma osmolality restored to seawater level. The results also

suggest that A. melanopus is capable of adapting to low salinity.
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I. 서 론

최근, 핵가족화, 독신주의, 노령인구, 고소득 전문 직종의 증가 그리고 주 5

일제 도입과 같은 사회 구조의 변화를 통해 개인의 여가활동 시간이 증가하였

고, 이에 따라 애완동물 사육을 비롯한 관련 산업도 괄목할 만한 발전을 이루

게 되었다. 대한무역투자진흥공사(KOTRA)에서는 “2010 블루슈머: 미래를 지

배할 12가지 골든 마켓”을 내세워 애완동물 시장에 대한 중요성을 강조한 바

있다. 이러한 애완동물 산업은 지금까지 강아지나 고양이가 중심이 되어 왔지

만, 최근에는 바다 속 생물의 화려한 체색을 집에서 즐길 수 있는 해수 관상

어 산업이 부상하고 있다. 전 세계적으로 150억 달러로 추산되는 관상어 산업

은 담수 관상어 산업과 해수 관상어 산업으로 구분된다. 그 중 해수 관상어

산업은 규모적인 측면에서 전체 관상어 시장의 10% 밖에 차지하지 않으나 가

치적인 측면에서는 더 높은 비율을 차지하고 있으며, 최근에 그 성장이 두드

러지고 있다(Olivier, 2001, 2003; Livengood and Chapman, 2007; Wittington

and Chong, 2007).

담수 관상어종은 대부분이 인공번식된 것인 반면, 해수 관상어는 90%이상이

자연에서 채집된다. 해수 관상어 시장의 규모가 커지고 그에 따른 수요가 증

가함에 따라 자연에서 포획이 더 심해지고 있으며, 이로 인해 특정 어종의 개

체수 감소 또는 멸종뿐만 아니라 주변 산호초 생태계의 붕괴에 대한 문제점들

이 제기되고 있다. 해수 관상어의 주요 생산국인 동남아시아 일대에서는

NaCN과 같은 독극물이나 muro-ami 및 kayakas(물고기를 그물로 몰아넣기

위해 산호와 산호초를 부수는 방법)와 같은 파괴적인 어획 방법을 이용한다.

또한 완전히 해독되지 않은 상태에서 해수 관상어를 포장하고 운송함으로써

발생되는 스트레스와 폐사는 해수 관상어 산업의 발전을 저해시키는 요인이

되고 있다(Rubec, 2001; Wood, 2001; Ziemann, 2001; Calado, 2006).
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이상과 같은 문제점들을 해결하기 위하여 법적규제와 라이센스 도입 등이

제안되고 있지만, 좀 더 적극적인 방법으로서 일반 식용어에서 이용되는 양식

기술을 해수 관상어종에 적용시켜 인공번식 해수 관상어종을 생산하는 기술개

발이 대안으로 제안되고 있다. 실제로 미국에서는 플로리다를 중심으로 1980

년도부터 해수 관상어 인공번식 및 대량생산에 대한 기술개발이 시작되었고,

최근에는 한국을 비롯한 유럽 및 일부 아시아 국가에서도 개발이 진행 되고

있다(Wabnitz et al., 2003). Dr. Lim은 2005년 세계 양식학회에서“세계 관상어

산업의 최근 경향과 변화”라는 주제로 관상어 산업의 인공 번식생산이 담수

관상어에서 해수 관상어로 전환되어야 함을 강조한 바 있다(Lim, 2005).

2003년 UNEP에서 시행한 GMAD 통계(Global Marine Aquarium Database)

에 따르면, 1988년부터 2003년까지 1,471 종의 해수 관상어가 국제적으로 거래

되고 있다. 해수 관상어의 주요 수출국은 필리핀, 인도네시아, 솔로몬 제도, 스

리랑카, 호주, 몰디브, 팔라우와 같은 적도를 중심한 국가들이며 세계 거래량

의 98%를 차지한다. 주요 수입국은 미국, 네덜란드, 프랑스, 독일로서 전체 수

입량의 99%를 차지하고 있으며, 그 외 대만, 일본, 홍콩, 중국 등이 포함된다.

Pomacentridae는 거래되는 어종 중 43%로 절반을 차지하고 있다. 다음으로

Pomacanthidae, Acanthuridae, Labridae, Gobiidae, Chaetodontidae, Callionymidae,

Microdesmidae, Serranidae and Blenniidae 순으로 거래되고 있다.

Clownfish류는 농어목(Perciformes) 자리돔과(Pomacentridae)에 속하며, 27

종의 Amphiprion 속과 1종의 Premnas 속으로 구분된다. 이 종들은 주로 인

도네시아, 호주 및 서태평양, 서아프리카 동부 해안까지 아열대와 열대지역의

산호초 해역에 서식하고 있으며, 한국에는 흰동가리로 알려져 있는 clark's

clownfish A. clarkii 가 제주도 문섬 근처에서 서식하고 있다(Yu and Lee,

1995). Clownfish류는 정착성 어류로 산호초 근처에서 말미잘류와 공생하는
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것으로 알려져 anemonefish라고도 한다(Wilkerson, 1998).

본 연구에서는 해수 관상어의 잠재적인 산업적 가치와 더불어 환경보호라는

두 가지 상반되는 문제의 해결책으로써 제안되는 인공번식에 대한 기술을

Clownfish류를 대상으로 개발하고자 한다. 그러므로 clownfish류의 산란, 초기

발생에 대한 기초 정보를 획득하고, 이 정보를 기반으로 인공부화 시스템을

제안하고자 하며, 저염분 환경 적응능력을 통한 생리학적 기초 지식을 얻고자

한다.
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II. 산란주기와 번식행동

1. 서 설

일반적으로 열대지역에서 서식하는 clownfish류는 계절에 관계없이 연중산

란 하는 것으로 알려져 있다. 그러나 산란횟수와 산란주기는 위도에 따라 다

를 수 있다. 열대지역의 clownfish류는 연중산란을 한 반면(Allen, 1972; Ross,

1978), 온대지역에서 서식하는 clownfish류는 여름시기에만 산란을 한다(Bell,

1976; Moyer, 1980; Ochi, 1985; Richardson et al., 1997). 열대지역에서 서식

하는 clownfish류의 산란주기는 월령(lunar phase)과 더 밀접한 관계가 있다

(Allen, 1972; Ross, 1978). 열대지역의 Amphiprion melanopus의 산란은 달의

모양이 상현과 하현일 때 일어났으며(Ross, 1978), Allen(1972)는 보름달이 뜨

는 6일 전이나 그 후를 기점으로 clownfish류의 산란이 일어난다고 하였다.

그러나 환경적 요소가 제어되는 수조환경의 clownfish류는 연중 산란하며, 산

란주기와 월령과의 관련성은 없는 것으로 보고되고 있다(Alava and Gomes,

1989). 그러나 생식연주기는 환경자극에 의해서만 지배되는 것은 아니며, 물고

기 자신에 내재하는 연주리듬에 의해서도 영향을 받는다. 무지개송어는 광주

기가 짧은 6L:18D 에서도 산란을 한다(Duston and Bromage, 1986). 그러므로

월령을 제외한 외부환경을 열대지역의 환경조건과 동일하게 사육하면,

clownfish는 자신이 가지고 있는 연주리듬에 의해서 산란을 할 것이다.

일반적으로 clownfish류의 인공번식을 위한 어미 사육은 외부환경이 차단되

어 있는 비닐하우스나 조립식 건물에서 수조내에서 이루어진다. 이러한 환경

에서는 수온, 염분, 광주기 등의 환경요소가 인위적으로 제어가 가능하므로 산

란을 위한 최적의 조건을 조성할 수 있다. 그러나 경제적인 측면에서 보면, 소
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등 후 전기를 이용하여 월령을 조절하는 것은 비효율적일 수 있다. 그러므로

월령을 제외한 열대지역의 환경과 유사한 조건에서 사육된 clonwfish가 산란

을 하는 지 그리고 어떠한 산란주기를 보이는 지 조사하고자 하였다.

Cinnamon clownfish A. melanopus는 동남아시아, 호주 및 솔로몬 제도 등의

적도주변의 열대지방에 중심 분포한다. 웅성선숙형 자웅동체로서 산란은 주로

말미잘 근처의 평평한 암초나 대형 조개껍데기와 같이 딱딱한 기질에서 진행

된다. 수정란은 주로 수컷에 의해 관리되는데, 수온에 따라서 7∼10일 소요된

다. 이 시기에는 암수 모두 강한 공격성을 지니면서 알을 지키는 습성이 있다.

이러한 생리·생태학적 특성은 대부분의 clownfish류에서 나타난다(Wilkerson,

1996). 수컷의 대표적인 알 관리 행동인 egg-fanning은 가슴지느러미를 흔들어

수류를 일으켜 알들이 흔들리게 하는 것으로써, 이러한 행동은 알에게 신선한

물과 산소를 공급하고 알 주변에 미생물이나 이물질이 붙지 않도록 하는 것으

로 추측된다.

일반적으로 어류의 번식생물학적 정보는 산업적인 측면에서 생산성과 직접

적인 관련이 있기 때문에 매우 중요하다. 그러나 clownfish류의 번식생물학적

정보는 대부분이 자연산 어종을 대상으로 연구되었을 뿐, 수조환경에서 사육

된 clownfish류의 산란주기와 산란행동에 대한 연구는 매우 부족한 실정이다.

본 연구에서는 A. melanopous를 대상으로 실내수조에서 장기간 사육하면서

어미의 산란행동, 산란횟수 및 주기에 대하여 조사하였다. 그리고 수컷의

egg-fanning 행동을 면밀하게 파악하여 부화장치 개발에 대한 기반자료로 이

용하고자 하였다.

2. 재료 및 방법

2-1. 실험어와 사육조건
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실험어는 발리에서 채집한 자연산 A. melanopus 성어 암수컷 4쌍(A, B, C,

D, Table 1)으로서 제주도 한국해수 관상어센터(CCORA)에서 사육되었다. 장

기간 사육을 위하여 순환여과장치(700×150 mm, 5 ton)를 설치하였고, 여과장

치는 포말분리, 물리적 및 생물학적 여과로 구성되어있다. 각 어미는 여과시스

템에서 6개월 간 순치 후 2006년 5월 12일부터 관찰하였으며, 실험기간 동안

의 사육 수온, 염분 및 광주기는 각각 27.0±0.9℃, 31.5±1.0 psu, 14L:10D 였다.

각 수조에는 어미의 알 부착 및 수정란이 부화하는 부화판(hatching plate)을

두었다. 부화판은 직사각형 건축용 타일(15 cm×15 cm) 한 장을 15 cm PVC

pipe (20 mm)의 1/3 지점에 45도로 고정시켰다. 산란 유무를 확인하기 위하여

부화판의 앞·뒷면이 관찰자에게 보이도록 배치하였다. 배합사료(BioMarine,

France)는 매일 두 차례(8시, 17시)에 공급하였으며, 12시에는 시중에서 판매

되는 날치 알을 공급하였다. 먹이 공급할 때마다 산란유무를 조사하여 기록하

였다.

2-2. 산란횟수와 주기

2006년 5월 12일부터 2010년 12월 31일(총 1675일)까지 산란일을 기록하여

총 산란횟수, 연간 평균 산란횟수, 월간 최대·최소 산란횟수를 조사하였다.

2-3. 어미의 산란행동 및 알 관리

어미의 산란은 2007년 6월부터 7월까지 평균 11.8±1.9일 간격으로 산란주기

를 확인한 후 다음 산란일을 예상하였다. 산란 직후부터 종료시점까지 캠코더

(HDR-SR10, SONY, Japan)로 어미의 행동을 녹화하여 산란행동을 분석하였

다. 알 관리 행동조사를 위한 실험어는 어미 A의 수컷을 이용하였고, 수정한

다음날부터 부화 일까지 오전 10시부터 5분간 egg-fanning(가슴, 꼬리지느러미

및 몸을 5∼10회 흔들어 수류를 일으키는 행동)의 횟수를 기록하였고 5회 실

시하였다(Ross, 1978).
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Pair
Total length (mm)

Spawning experience
Male Female

A 65 98 Yes

B 59 110 Yes

C 67 103 Yes

D 65 104 Yes

Table 1. Four pairs of Amphiprion melanopus for spawning frequency and

periodicity
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3. 결 과

3-1. 산란횟수와 주기

각각 암수 한 쌍씩인 A, B, C, D의 첫 산란은 Table 2에서 보는 바와 같이

2006년 6월부터 9월 사이에 일어났다. 1,675일 동안의 실험기간 중 A의 산란

횟수가 127회로 가장 많았으며, B와 D는 각각 103회, 77회였다. C는 2008년

10월에 암컷이 폐사하였기 때문에 38회로 산란횟수가 가장 적었다. 각 쌍의

연평균 산란횟수는 각각 25.4±9.1, 20.6±7.3, 12.6±6.1, 15.4±6.4회였고, 월평균 산

란횟수는 각각 2.3±1.0, 1.9±0.9, 1.4±0.9, 1.5±0.7회로 A가 가장 많았다. 월간

최대 산란횟수는 A와 B가 4회, C와 D가 3회였으며, 월간 최소 산란횟수는 모

든 어미에서 0회였다.

Fig. 1에서 보는 바와 같이, 특정기간 동안 휴식기를 갖는 것을 제외하고 모

든 어미는 연중 산란하였다. A의 경우, 2006년 11월부터 2007년 5월까지 6개

월 동안 산란하지 않았으나, 2007년 6월 이후부터 실험 종료시점인 2010년 12

월까지 계속 산란하였다. B는 2010년 5월부터 8월까지 그리고 같은 해 12월에

총 5개월 동안 산란하지 않았으며, C와 D는 각각 6, 8개월 동안 간헐적으로

산란하지 않았다.

3-2. 산란행동과 알 관리

암수의 순차적 산란행동은 Fig. 2와 같이 1) 부화판과 주변 청소, 2) 산란전

암컷의 점액질 점착, 3) 산란과 수정, 그리고 4) 수컷의 알 관리의 4 단계였다.

산란 4∼5일전부터 부화판과 그 주변을 청소하였으며 특히, 자신의 입을 이용

하거나 몸 전체를 흔들어서 수조의 산호사를 바닥 들어날 때까지 주변 정리하

는 것을 목격할 수 있었다. 산란일이 가까워지면서 이런 행동이 많아졌으며,

산란 당일 오전에는 알을 부착할 부분을 중심으로 부화판 청소를 적극적으로

하였다. 본격적인 산란에 앞서 암수 모두 2∼3 mm 정도의 산란관이 항문이 돌출
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Pair I II III IV

First spawning Jun. 7, 2006 Jun. 11, 2006 Jul. 5, 2006 Sep. 6, 2006

Spawning frequency 127 103 38 77

year-1c(mean±SD) 25.4±9.1 20.6±7.3 12.6±6.1 15.4±6.4

month
-1
(mean±SD) 2.3±1.0 1.9±0.9 1.4±0.9 1.5±0.7

max month
-1

4 4 3 3

min month
-1

0 0 0 0

Table 2. Records of spawning frequency of four pair Amphiprion

melanopus for 1,675 days from May 12, 2006 to December 31,

2010
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Fig. 1. Spawning cycles in four groups Amphiprion melanopus for

1,675 days from May 12, 2006 to December 31, 2010.
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Fig. 2. Spawning behaviors of Amphiprion melanopus. I: Cleaning of the

plate and its surrounding with the mouth before spawning; II:

Female’s mucous secretion on the plate; III: Spawning and

Fertilization; IV: Nest care by male; EC: egg clutch, P: hatching

plate.
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되어 있었다(Fig. 3). 청소를 마친 암컷은 5∼10 mm를 앞으로 서서히 전진하

면서 산란관을 이용하여 점액질을 부화판에 분비하였다. 암컷은 점액분비 후

입의 개폐운동을 반복하면서 점액질을 부화판에 점착시켰으며, 이 때 수컷도

같은 행동을 하였다. 이러한 행동이 10∼15분 지속되면 암컷이 일직선으로 4

개의 알을 붙였고 다시 역방향으로 8개의 알을 부착시켰다. 암컷은 원을 그리

면서 일정수의 알을 부화판에 붙였고 수컷이 그 뒤를 따르면서 수정하였다.

암컷의 산란은 오전 9시 55분경에 시작되어 11시 5분에 완료되었으며, 완료시

점까지 50∼60분이 소요되었다.

수컷에 의한 egg-fanning 행동은 Fig. 4에서 보는 바와 같이, 부화일이 가까

워질수록 빈번해지는 경향을 보였다. 수정란은 주로 수컷에 의해서 관리되었

고 암컷은 부화판에서 다소 떨어진 곳에 머물러 있었다. 관찰자가 다가갔을

때 두 가지 다른 특징적인 행동을 확인할 수 있었다. 하나는 수정란을 관리하

던 수컷이 다소 놀라 수정란 근처에서 멀어지면 암컷이 수컷에게 다가가 공격

적인 행동(입을 수컷의 몸에 붙여 밀어내는 행동)을 함으로써 수컷이 알 주변

을 떠나지 않도록 하였으며, 수컷은 U자형으로 구부려 몸을 빠르게 흔들어 반

응하였고 다시 알 관리를 하였다. 다른 하나의 행동은 수컷이 알에서 잠시 벗

어나 암컷과 함께 관찰자에게 위협(관찰자를 향해 앞으로 돌진하다가 멈추는

행동)을 하거나 경계(몸을 위·아래로 흔드는 행동)를 하였다. 암컷은 주로 외

부자극에 공격적인 행동을 하지만 수컷은 같이 경계하다가도 수정란이 있는

곳으로 돌아와 알 관리 행동을 하였다.

4. 고 찰

실험 조건에서와 같이 일정한 환경에서 사육된 어미들의 산란횟수는 어미에

따라서 다르게 나타났다. 암컷이 2008년 10월에 폐사한 C를 제외하면, 월 산란
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Fig. 3. Extended ovipositor of female Amphiprion melanopus during

spawning. The mucus is secreted from the female ovipositor for

15-20 min, followed by the release of the eggs. E: eggs, OP:

ovipositor, P: hatching plate, PF: pectoral fin.
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Fig. 4. Frequency of egg-fanning behavior in male Amphiprion

melanopus during egg incubation.
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횟수는 1.5∼2.3회였다. 인공환경에서 사육된 A. melanopus의 다른 실험 보고

에서도 월 평균 산란횟수는 1.7회로 나타났다. 그 외 다른 어종의 경우, 매월

A. percula 1.2회, A. polymnus 1.8회, A. frenatus 2.3회, A. akallopisos 2.4회,

A. clarkii 2.9회로 나타났다(Hoff, 1996). 어종에 따라 산란횟수는 차이가 있지

만, clownfish류는 평균 월 2.0회 산란한다. A, B, C와 D 모두 4∼7개월 정도

의 휴지기를 가졌으며, 그 외 기간에는 연속적으로 산란을 하였다. 휴지기를

갖는 시기는 Fig. 1과 같이, 어미에 따라 연속적 또는 간헐적으로 나타났다.

자연에서 서식하는 A. melanopus의 경우, 상현과 하연에 가장 높은 산란을 하

였기 때문에 달의 모양변화에 영향을 받는 것으로 보고된 바 있으나(Ross,

1978), 인공적인 환경에서 사육된 A. akallopisos는 연중 2.2±0.8회/월 산란했고

월령과 관련성이 낮았다(Gordon & Bok, 2001).

같은 종일지라도 열대지역에서 서식하는 Amphiprion 종들은 계절적 영향에

관계없이 연중산란을 하지만(Allen, 1975; Ross, 1978), 아열대 지역의 A.

clarkii는 여름에만 산란하는 것으로 보고되었다(Bell, 1976; Ochi, 1985). 그러

나 본 연구에서는 각 쌍의 어미에 따라 여름에 휴지기를 갖거나 간헐적으로

산란을 하였다. 따라서 월령과 같은 환경요인이 차단된 인공적 환경에서

clownfish류의 산란주기는 개체의 연주리듬이나 암수 간의 사회적 관계와 같

은 생태적 특성이 주도할 것으로 사료된다.

Clownfish류의 산란 전 행동은 일반적으로 종간에 유사하다. 복종의 의미로

서 수컷의 머리 떨기, 암컷의 수컷을 향한 주의환기(공격적 행동), 암컷이 수

컷의 배 부위를 자극하는 것과 같은 행동들이 나타나며, 특히, 산란 3∼5일전

부터 산란기질 주변을 깨끗하게 청소한다. 그러나 산란시간은 종에 따라 다소

차이가 있음을 보이는데, P . biaculeatus는 12시경, A. clarkii와 A. frenatus는

15∼17시, A. percula는 17시 이후에 산란을 한다(Wilkerson, 1998). 본 연구에
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서 A. melanopus는 산란이 9시에서 11시 사이에 일어났으나, 자연에서 서식

하는 A. melanopus는 일출 후 2∼3시간 후인 8∼9시로 본 연구에서 보다 빨

랐다(Ross, 1978). 이는 본 실험의 점등시간이 6시 30분에서 7시로서 일출시각

보다 점등 시간이 늦기 때문에 산란유도 또한 늦게 일어난 것으로 추측된다.

Clownfish류의 알을 붙이는 원리 및 성분에 대한 연구는 보고는 미비하다.

산란 직전에 암컷의 항문에서 산란관이 돌출되며, 암컷은 점성이 있는 알을

산란 기질에 붙이는 것으로 알려져 있다(Hoff, 1996; Wittenrich, 2007). 그러나

본 연구의 동영상 분석결과, 암컷은 산란에 앞서 10∼15분 동안 산란관을 기

질에 붙여 조금씩 전진한 후, 입의 개폐운동을 반복하였다. 이것은 암컷이 점

성의 알을 기질에 붙이는 것이라기보다 점액질을 기질에 분비하고 알을 붙이는

것으로 봐야할 것이다. 기존에 발표된 Amphiprion sp.의 난발생 결과(Hoff,

1996; Yoon et al., 2005; Kim and Hur, 2007)를 보면, 기질에 붙어 있는 알의

표면에는 점액실이 나타난다. 본 연구의 난발생 실험에서 부화판으로부터 탈

락된 일부 알을 보면, 표면에 점액실이 없는 깨끗한 수정란을 볼 수가 있었다.

이것은 알 자체에 점액성분이 없고 점착성분의 점액실이 따로 존재한다고 볼

수 있다.

본 실험에서 수정란 관리는 대부분 수컷에 의해 이루어졌다. 수컷은 알을

관리하는 동안 먹이를 거의 먹지 않으며, 가슴지느러미를 움직여 수정란을 흔

들어 주었다. 이것은 알에 신선한 물과 산소를 공급해주거나 미생물을 제거하

는 행동으로 추측되며, 이러한 행동은 부화일이 가까워질수록 증가하는 경향

을 보였다. 산란 직전에는 몸 전체를 이용해 알과의 접촉횟수도 증가하였는데,

이러한 행동은 자어가 알에서 깨어 나오는 것을 용이하게 하는 것으로 추측된

다. 본 실험의 결과를 기반으로 알의 부화효율을 높일 수 있는 부화시스템을

개발하여, 4장에서 그 결과를 제시하였다.
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III. 난발생과 자치어 발달

1. 서 설

일반적으로 clownfish류는 자어에서 치어, 치어에서 성어로 변태하면서 체색이

변하는 변태 과정을 겪는 것으로 알려져 있다. 초기 자어는 큰 입과 눈, 일직선

의 창자, 미발달된 지느러미, 부레 및 비늘 그리고 투명한 체색이지만, 부화 후

7∼10일 사이에 변태가 시작되면서 비늘이 생기고, 지느러미가 뚜렷해지며, 부레

가 완벽하게 기능을 하게 된다. 창자는 소화의 흡수와 효율을 높이기 위해 회선

상의 모양이 되며, 특히, 체색이 검게 변하고, 흰 줄무늬가 나타나기 시작한다.

Clownfish류의 대표적인 특징의 하나인 흰 줄무늬는 A. melanopus의 경우, 머리

에서 하나만 나타나지만, A. ocellaris는 머리, 몸 중간, 꼬리에 걸쳐 3개, A.

polymnus는 머리에 하나 그리고 등지느러미에 말 안장처럼 짧은 흰 줄무늬를

가지고 있다. A. akallopisos는 머리에서 꼬리까지 척추를 따라서 흰 줄무늬가

있으며, A ephippium은 흰 줄무늬가 없다. Clownfish류의 흰 줄무늬는 부화 후

7일 이후부터 생겨나지만, 각 어종의 특징이 결정되는 시기는 어종에 따라 차이

가 있다(Bertschy, 1979; Hoff, 1996).

지질성분의 하나인 고도불포화 지방산(highly unsaturated fatty acids)은 자어

먹이의 필수 성분으로서 부족하게 되면, 시각 및 중추신경계 발달의 이상, 성장

및 스트레스 저항력 감소, 체색 이상, 유영능력과 섭식활동 감소 등의 문제를 일

으킨다. 필수 지방산의 중요성은 일반 어류 뿐 만 아니라 yellow tail damselfish

Chrysiptera parasema (Olivotto et al., 2003), cleaner goby Gobiosoma

evelynae (Oiotto et al., 2005), Pseudochromis flavivertex (Olivotto et al.,

2006)와 같은 관상어에서도 보고된 바 있다. HUFA로 영양강화된 먹이의 공급은

자어의 생존과 성장을 향상 시키는 것으로 알려져 있다.
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인공번식을 많이 시도하는 생산 현장에서는 clownfish류의 체색변화가 일어나

는 변태시기에 많은 폐사가 발생하는 것으로 알려져 있는데, 이것은 아마도 영

양학적 문제에 의한 것으로 예상된다. 본 연구에서는 A. melanopus의 난발생과

초기발달에 관한 기초자료를 수집하고 변태과정 중 먹이종류에 따른 생존율을

조사하였다.

2. 재료 및 방법

2-1. 실험어와 사육조건

난발생 실험을 위한 수정란과 자치어 발달 및 먹이종류에 따른 생존율 조사는

제주도 한국해수관상어센터에서 실시하였다. 자치어 사육 조건으로서 수온, 염분

및 광주기는 각각 27.0±0.9℃, 31.5±1.0 psu, 14L:10D였다. 자어수조에는 Isochrysis

galbana를 첨가하여 수질 안정과 먹이생물의 먹이로 이용될 수 있게 해 주었다.

2-2. 난발생

난발생 관찰은 어미의 산란 및 수정 후, 수정란이 부착된 알판을 인공 부화

장치로 옮겨 7일간 두면서 관찰하였다. 수온, 염분 및 광주기는 각각 28.8±1.

0℃, 32 psu, 12L:12D로 유지하였으며, 난발생 관찰 시간은 수정 후부터 30분

간격으로 관찰하다가 2일째부터는 3시간 간격으로 부화시까지 관찰하였다.

2-3. 자치어 발달

자치어 발달에 대한 형태학적 조사를 위하여 0, 5, 10, 15, 30, 60 그리고 90

일째에 각각 10마리씩 선발하여 버니어캘리퍼스로 전장을 측정하였다. 자치어

의 형태변화는 입체현미경(DV4, Zeiss)과 디지털 카메라(D300, Nikon, Japan)

를 사용하여 관찰·분석하였다.

2-4. 먹이종류별 자치어 생존율

먹이종류에 따른 생존율을 조사하기 위하여 갓 부화한 자어를 20마리씩 10
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L 플라스틱 원형 수조에서 넣은 다음, 먹이종류 및 혼합비율에 따라 3개 실험

구(RO: only rotifer Brachionus rotundiformis, RA: rotifer+Artemia nauplii,

EA: rotifer+Artemia nauplii+enriched Artemia sp.)로 나누어 20일간 사육하

였다. Rotifer는 Nannochloropsis sp.로 4시간 영양강화하여 10개체/mL씩 공

급하였다. Artemia nauplii의 경우, 영양강화제인 DHA Selco (INVE, USA)를

24시간 동안 영양강화하여 5개체/mL씩 공급하였으며, 먹이공급은 3시간 마다

먹이양을 확인하여 부족량을 보충해 주었다. 수온, 염분 및 광주기는 각각

27.0±0.5℃, 32 psu, 13L:11D로 유지하였다. RO구에서는 실험 종료시까지

rotifer만을 공급하였다. RA구에서는 5일째부터 Artemia nauplii만을 공급하였

고, rotifer는 6일째부터 중단하였다. EA구는 6일째까지 RA구와 같은 방법으

로 공급하다가 7일째 Artemia nauplii 대신 영양강화 Artemia를 실험 종료 시

점까지 공급하였다. 본 실험은 3반복으로 실시하였고 각 실험구별 먹이공급

일정은 Table. 3과 같다.

3. 결 과

3-1. 난발생

수정란(n=20)은 타원형의 침성 부착란으로서, 다소 옅은 주황색이었다. 수정

란의 크기는 장경 2.4±0.1 mm, 단경 0.9±0.9 mm였으며, 세포질에는 다양한

크기의 많은 유구가 관찰되었다(Fig. 5). 수정 후 1시간째에 배반이 형성되었

고, 1.6시간이 지나서 2세포기로 이행하였다. 3시간이 경과하면서 제 2난할이

일어나 4세포기로 되었고, 수정 후 4.1시간째에 8세포기를 형성하였다. 32세포

기, 64세포기, 상실기는 수정 후 각각 5.1시간, 6.5시간, 7.6시간, 9시간째에 관

찰 되었다. 포배기는 수정 후 10.8시간째에 형성되었고 배반엽이 커지기 시작

하였으며, 수정 후 19.3시간째에 낭배기에 도달하였다. 배반엽은 난황의 절반
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Table 3. Feeding regime for the rearing of Amphiprion melanopus

during the experimental period

An: Artemia nauplii, Ro: rotifer Brachionus rotundiformis, Ea: enriched

Artemia adult.
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Fig. 5. Embryonic development of Amphiprion melanopus. A: fertilized

egg; B: 2-cell; C: 4-cell; D: 8-cell; E: 32-cell; F: 64-cell; G:

morula; H: blastula; I: gastrula; J: blastodisc covering of yolk;

K: embryo formation; L: lens and ear vesicle formation; M:

heart beating; N: embryo before hatching; O: hatch out. Bar=

500 ㎛.
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을 덮었다. 수정 후 24.8시간이 지나서 배반엽이 난황의 대부분을 덮고 난 후

에 배체가 출현하였다. 수정 후 46시간이 지나서 머리에 안포와 이포가 형성

되었으며, 이후로 부착사 쪽으로 향해있던 머리가 반대쪽으로 이동하였고 14

∼15개의 근절이 관찰되었다. 수정 후 57시간째에는 꼬리가 난황과 분리되었

고 근절부위에서도 흑색소포가 관찰되었으며, 이때 근절은 24∼25개였다. 70시

간 경과 후 심장형성과 함께 심장박동이 관찰되었다. 분당 심장 박동수는 160

회/분으로 꼬리의 움직임도 관찰되었다. 수정 후 120시간째에는 혈액의 움직

임과 근절의 일부 마디에는 황색소포가 관찰되었다. 이후는 부화 직전의 상태

로서 배체가 난내를 완전히 채웠으며 안구는 완전히 흑화되었다. 부화까지 소

요된 시간은 수정 후 180시간이었으며, 소등 후 1.5시간에서 2시간 사이에 부

화하였다(Table 4).

3-2. 자치어 발달

갓 부화한 자어는 전장 3.5±0.3 mm로서 대부분 난황을 흡수한 상태였다

(Fig. 6). 흑색색소포는 주로 두부의 위쪽 그리고 복부와 척추사이를 따라 분

포했으며, 등, 꼬리, 복부에도 부분적으로 옅은 흑색색소포가 관찰되었다. 그리

고 눈과 입 주변에는 황색색소포가 분포하였다. 5일째와 10일째 자어의 전장

은 각각 5.8±0.3 mm, 8.3±0.3 mm였으며, 흑색색소포가 몸 전체에 고루 발달

해 있었다. 특히 9∼10일째부터 머리 부위와 등지느러미가 시작되는 부분에서

반투명한 줄무늬가 관찰되었다. 부화 후 15일째 자어(10.1±0.2 mm)의 입 주변

과 각 지느러미는 황색에서 주황색으로 발달되었고, 몸 전체는 진한 고동색이

었다. 대부분 자어의 머리와 등에는 흰 줄무늬가 선명하게 나타났으며, 20일이

지나면서 꼬리지느러미에도 흰 줄무늬가 나타나기 시작했다. 30일째 자어

(13.1±0.4 mm)의 입 주변과 각 지느러미는 주황색으로 선명했으며, 등지느러미

와 꼬리지느러미의 흰 줄무늬는 사라지기 시작했다. 부화 후 60일째 자어(23.0
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Developmental stage Time after fertilization (hours)

Fertilized egg 0

2-cell 1.5

4-cell 3.0

8-cell 4.1

32-cell 6.5

64-cell 7.6

Morula 9.0

Blastula 10.8

Gastrula 19.3

Blastodisc covering of yolk 24.8

Embryo formation 26.6

Lens and ear vesicle formation 46.0

Heart beating 70.0

Embryo before hatching 160.0

Hatch out 180.0

Table 4. Embryonic development of Amphiprion melanopus
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Fig. 6. Color development of Larval and juvenile Amphiprion

melanopus. A: hatching larva (3.5±0.3 mm), B: 5 days after

hatching (5.8±0.3 mm), C: 10 days after hatching (8.3±0.3

mm), D: 15 days after hatching (10.1±0.2 mm), E: 30 days

after hatching (1.2±0.3 cm), F: 60 days after hatching

(2.3±0.4 cm) G: 90 days after hatching (4.1±0.3 cm), H:

adult (9∼10 cm). Bar= 1 mm (A, B); 1.5 mm (C, D, E); 3.5

mm (F); 5 mm (G); 10 mm (H).
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±0.3 mm)는 몸 전체의 색깔이 진한 고동색에서 적갈색으로 변해 있었다. 90

일째 자어(41.0±0.3 mm)의 머리에는 흰 줄무늬가 선명하였다. 전장이 9 cm인

성어의 입 주변과 각 지느러미는 적갈색이었고, 몸통은 진한 고동색이었다. 개

체에 따라서 진한 고동색이 차지하는 부위가 눈앞까지 오는 개체가 있는 반

면, 일부는 머리의 흰 줄무늬 뒷부분까지 발달되어 있었다.

3-3. 먹이종류별 자치어 생존율

Fig. 7에서 보는 바와 같이, 1∼2일 사이에 모든 실험구에서 일부 폐사개체

가 발생하였다. RO구에서는 17일 이전에 모든 개체가 폐사하였다. 대부분 7∼

14일에 폐사가 일어났으며 특히 9∼10일째에 폐사가 집중되었다. RA구와 EA

구의 생존율은 각각 68.3%, 78.3%였다(Table 5).

4. 고 찰

본 연구에서 A. melanopus의 수정란은 부화까지 7일이 소요되었다. 자연에서

서식하는 개체의 경우, 7∼8일째에 부화한다고 보고되었지만 수온 및 염분과 같

은 환경조건이 제시되지 않았다(Ross, 1978). 반면, 수조환경에서 수온과 염분이

각각 30℃, 33 psu일 경우, A. melanopus의 수정란은 7일째 부화하며, 부화율도

높았다(Kim & Hur, 2007). Clownfish류의 부화일은 어종에 따라 다른 것으로

보고되고 있다. 수온조건이 26∼28℃일 경우, A. clarkii는 6일, A. akallopisos,

A. polymnus는 7일, A. ephippium, A. ocellaris, A. percula는 8일, A. frenatus,

A. melanopus는 9일째 부화한다.

A. melanopus의 수정란은 타원형으로 장경 2.4 mm였는데, 이것은 A.

melanopus와 같은 complex에 속하는 A. frenatus의 2.6∼2.9 mm 보다는 작지

만, 2.3∼2.5 mm인 A. polymnus와 비슷하다. 그 외에 A. ocellaris 2.2∼2.4 mm
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Fig. 7. Number of dead fish of Amphiprion melanopus by three types of

live food feedings. RO: only rotifer Brachionus rotundiformis,

RA: rotifer+Artemia nauplii, EA: rotifer+Artemia nauplii+enriched

Artemia sp.
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Survival rate RO RA EA

% 0±0 68.3±11.5 78.3±2.9

Table 5. Survival rate of larval (DAH 0 to 20) Amphiprion

melanopus by live food type

RO: rotifer; RA: rotifer with Artemia nauplii; EA: enriched Artemia sp.
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A. sandaracinos 1.9∼2.1 mm, A. perideraion 2.0∼2.1 mm, Premnas biaculeatus

1.9∼2.0 mm보다 크기 때문에 clownfish류 중에서 비교적 대형란에 포함된다.

Clownfish류의 산란 직후 알 색깔은 종에 따라 다르다. A. ocellaris 주황색,

A. clarkii 주황색 또는 노란색, A. frenatus 붉은 색, A. perideraion 핑크색,

그리고 P. biaculeatus 선홍색이다. Clownfish류의 난발생과정은 어종에 따라

시간적 차이를 보일 뿐, 전체적으로 비슷한 경향을 보인다.

A. melanopus의 자치어 발달은 부화 16일경까지 변태가 거의 완료되어 바닥

에 정착하며, 거의 완벽한 어미의 특징을 갖춘다고 보고되었다(Kim and Hur,

2007). 그러나 A. melanopus 성어의 특징은 머리에만 흰 줄무늬를 가지는 데,

본 연구 결과 부화 후 15∼20일에는 3개의 흰 줄무늬(머리, 몸 중앙, 꼬리)가 나

타났고, 30일후에는 등과 꼬리의 흰 줄무늬가 다시 사라졌다. 부화 후 90일 이후

부터 성어에 가까운 모습을 갖추었다. A. ocellaris의 경우, 14∼30일에 3개의 흰

줄무늬가 완전히 발달하게 되며, 이후 꼬리지느러미에 검은 체색이 발달한다. A.

polymnus의 경우, 부화 후 13일째에 3개의 흰 줄무늬가 나타나며, 부화 후 45일

째 성어의 모습에 도달한다. 어종에 따라서 다소 차이는 있으나 일반적으로 성

어의 체색발달은 80일 전후에 완료된다. Clownfish류의 경우, 변태시기에 영양적

결핍이나 스트레스는 흰 줄무늬 형성에 영향을 줄 수 있는데, 흰 줄무늬가 중간

에 끊기거나 발달 자체가 되지 않는“mis-baring”현상이 생긴다. 비정상적인 변

태과정에 의해 생긴 mis-bar를 갖고 있는 A. clarkii는 그 상태로 성장을 하며,

이것은 유전적 원인보다는 영양적·내분비적 문제인 것으로 사료된다. 관상어류에

있어서 체색이나 비정상적인 흰 줄무늬는 가치를 떨어뜨리는 요인이 되므로 이

에 대한 대책이 필요하다(Hoff. 1996; Celement et al., 2001; Avella et al., 2007).

Rotifer Brachionus plicatilis는 Artemia sp.와 함께 해산어종의 초기 먹이생물

로 이용되는 윤충류의 일종이다. Rotifer는 여과섭식을 하는 생물로서 28 ㎛ 이
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하의 입자는 모두 섭취하기 때문에 EPA나 DHA를 포함하고 있는 미세조류를

공급하여 rotifer를 영양강화한다. 영양강화가 불충분한 상태의 rotifer를 공급하

더라도 생존율에는 큰 영향을 주지 않기도 하지만, 종종 변태시기의 영양불균형

은 형태적 돌연변이나 비정상적인 체색을 유발시킬 수 있다(Wittenrich and

Martin, 2007). 본 연구에서 20일간 rotifer 만을 공급한 RO구에서는 모든 자어

가 전량 폐사하였는데, 이것은 아마도 실험에서 실행한 rotifer의 영양강화가 불

충분하거나 그 외 수질이나 관리 소홀에 의한 것으로 보인다. Artemia 가 공급

된 RA구, EA구는 50% 이상의 생존율을 보였고, 영양강화된 Artemia가 공급된

실험구는 78.3%의 생존율을 보였다는 점에서 영양학적 요소가 RO구의 주된 폐

사원인이라고 생각된다. 특히, RO구의 자어폐사가 흰 줄무늬가 형성되는 9∼10

일째에 집중되었다는 점이 이를 뒷받침해주고 있다. 부화 후 1일째에 모든 실험

구에서 폐사개체가 많이 발생했는데 이와 같은 초기 폐사는 실험을 위한 수조

이동 스트레스, 새로운 환경의 부적응 등에 기인하는 것으로 추측된다.

Wilkerson(2001)은 부화 후 20일 동안 폐사를 일으킬 수 있는 요인으로 비정상

적 먹이, 수조이동, 변태, 물리적 영향(수표면의 기름, 수류 등), 그리고 수질의 6

가지를 제시하였다. 그러므로 초기 폐사를 줄이기 위해서 부화후 수조 이동을

줄이면서 충분한 영양강화를 통한 먹이공급이 이루어져야 될 것이다.
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IV. 인공 부화장치 개발

1. 서 설

일반적으로 clownfish류 자어는 수정 후 7∼10동안 어미에 의해 관리되다가

부화 당일에는 해가지고 나서 1시간 30분에서 2시간째에 부화하며, 수표면으로

이동하여 1∼3주 동안 먹이생물을 섭식하며 성장한다. 부화 후 14일째부터 다시

저층으로 내려가 말미잘과 같은 은신처에서 서식하게 된다. Clownfish류의 알

관리기간은 어종에 따라서 차이가 있다. 수온조건이 26∼28℃일 경우, A.

clarkii는 6일, A. akallopisos, A. polymnus는 7일, A. ephippium, A. ocellaris,

A. percula는 8일, 그리고 A. melanopus와 A. frenatus 는 8∼10일이다.

일반적으로 어미가 수정란을 직접 관리하여 부화하는 것이 정상적인 방법일

것이다. 그러나 이것을 생산적인 측면에서 보면, 소등 후 부화 시간이 되면 다

시 점등하여 어미가 있는 수조에서 갓 부화한 자어를 일일이 잡아 다른 수조

로 옮기는 과정을 거쳐야만 한다. 이러한 과정들은 자어와 어미에게 스트레스

를 줄 수 있어 생산효율을 떨어뜨리기에 생산과정의 개선이 절대적으로 필요

요하다.

II장에서 언급한 바와 같이, 알 관리 기간 동안 수컷의 egg-fanning 행동은 알

에게 수류를 일으켜 신선한 물과 산소공급, 부착생물 제거 그리고 부화를 돕는

것으로 추측된다. 그러므로 수류를 일으킬 수 있는 장치를 고안한다면 수컷의

egg-fanning 행동을 대체할 수 있을 것이다. 이와 관련된 이전연구결과로는

Hoff(1996)의 에어레이션을 이용한 방법으로 에어스톤에서 만들어지는 공기방울

이 직접 수정란에 부딪히게 하여 수정란을 움직이게 방법이 있다. 이 방법은 비

교적 간단하고 저렴하여 쉽게 시행할 수 있으나, 물방울이 직접 수정란에 부딪

히기 때문에 난막내의 발생중인 자어에게 스트레스를 줄 수 있는 단점이 있다.
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Rho et al. (2006)은 물의 낙차에 의해 만들어진 힘을 이용하여 알에게 수류를

공급해 주는 스프레이형 부화장치를 제안하였다. 그러나 이 방법 역시 알에 연

속적으로 수류를 일으켜 연속적으로 알이 움직이게 된다는 점에서는 에어레이션

형 부화장치와 같은 단점을 가지고 있다. 수정란에 연속적으로 수류를 공급하면

서 물리적으로 압박을 가하는 상기 인공부화 방법은 부화율의 저하를 초래할 것

으로 예상된다.

본 연구에서는 수류가 수정란에 영향을 주는 시간을 제한하는 회전수류형을

고안하였다. 따라서 본 연구에서는 3가지 형식의 수류공급 방법별 수정란의 부

화율을 비교하였으며, 부화판의 개수에 따른 부화율을 함께 비교함으로써 대량

생산의 가능성을 파악하고자 한다.

2. 재료 및 방법

2-1. 부화장치별 부화율 조사

부화율 조사는 제주도 한국해수 관상어센터에서 사육 중이던 4종의 어미(A.

melanopus, A. ocellaris, A. polymnus, P . biaculeatus)의 산란을 확인하고 산

란 후 1시간 후에 디지털 카메라(D300, Nikon, Japan)로 최대비율로 설정하여

근접 촬영하였다. 초기 수정란의 숫자(a)는 사진 편집프로그램인 photoshop을

이용하여 기록하였다. 부화당일에는 부화판을 부화장치로 옮기기 2시간 전에

알 관리기간 동안 탈락된 알의 숫자(b)를 위와 동일한 방법으로 기록하였다.

그리고 소등 후 2시간에 다시 점등하여 미부화한 알의 숫자(c)를 기록하였다.

부화율은 다음과 같이 계산하였다: 부화율(%): (a-b-c)/(a)×100.

수온 및 염분은 각각 27.0±0.9℃, 31.5±1.0 psu로 설정하였고 부화장치별 3반

복 실험을 실시하였다.
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2-1-1. 에어레이션형(aeration type)

Fig. 8과 같이 에어스톤(지름: 1 cm, 길이: 10 cm)을 부화판 아래에 설치하

여 공기방울이 직접 수정란에 부딪치면서 계속 알들이 흔들리도록 한다.

2-1-2. 스프레이형(spray type)

스프레이형(Fig. 8)은 2층으로 된 부화장치이며, 1층 부화조에는 부화판이

들어가고 부화조의 모서리에 설치된 10 w 소형 펌프는 2층으로 물을 올려 보

낸다. 이 펌프의 유수구에는 부화 유생이 펌프에 흡입되지 않도록 표면적이

넓은 그물망이 설치되어 있다. 1층에서 올라온 물은 2층의 저수조로 이동해서

여기에 설치되어 있는 페트병(Pb)의 호스(지름 5 mm, Ph)를 통하여 높이차에

의해 수정란으로 다시 향하게 된다. 저수조에는 수위조절 장치(C)를 설치하여

일정한 수위까지 물이 차게 되면 펌프(P)를 멈추도록 하였다.

2-1-3. 회전수류형(rotating type, RT)

본 실험을 위해 제작된 회전수류형(Fig. 8)은 2층으로 된 부화장치다. 1층의

저수조의 물은 20w 펌프를 통해 2층의 부화조로 이동한다. 이때 물이 웨이브

머신(WavySea, SMTEK, Korea)을 통과하면서 부화판의 수정란을 흔들게 하

는 방법이다. 이 웨이브머신은 각도를 지정할 수 있어서 특정 지점을 반복적

으로 왕복할 수 있으며, 본 실험에서는 알이 수류의 영향을 받는 시간과 왕복

시간을 각각 5초, 20초로 설정하였다.

2-2. 회전수류형 부화장치의 부화판 개수에 따른 부화율

회전수류형 부화장치에서 clownfish의 부화율은 부화판 개수에 따라 다음과

같이 세 그룹으로 나누어 조사하였다. 3개의 실험용 부화장치내에 각각 부화

판 2개(2P), 부화판이 3개(3P), 5개(5P)를 설치한 다음, 각각의 부화율을 조사

하였다. 부화율 조사를 위하여 동시에 같은 어종의 어미로부터 2개 이상의 부

화판을 수거할 수가 없으므로, 4종의 어미로 부터 부화날짜가 일치하는 부화판 
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Fig. 8. Diagrams showing three types of system developed for the

hatching of clownfishes. A: air stone; C: water level controller; E:

eggs; F1&2: filter; O: over flow; P: pump; Pb: plastic bottle; Ph:

plastic horse; Po: Pot; PP: PVC pipe; S: water level sensor; WL:

water level.
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을 사용하여 부화율을 조사하였다. 각 실험에 이용된 clownfish 종류는 Table

6에 나타내었다.

2-3. 통계분석

실험결과의 자료값은 mean±S.E.로 나타내었다. SPSS(ver. 17)를 이용하여

비모수적인 방법인 Kruskal-Wallis test로 95% 신뢰수준에서 유의차 유무를

검정하였고, Tukey test using ranks로 유의차 검정하였다.

3. 결과

3-1. 부화장치별 부화율

어종별 부화방법에 따른 부화율은 Table 7에서 보는 바와 같이, A.

melanopus의 경우, 에어레이션형, 스프레이형, 회전수류형 부화장치에서의 부화

율은 각각 56.9±2.5%, 72.4±4.5%, 88.1±1.5%였고, A. ocellaris 수정란은 각각

61.5±5.1%, 71.8±1.5%, 87.2±2.7%였다. A. polymnus 수정란은 각각 61.4±4.8%,

79.2±3.3%, 88.9±1.2%, P. biaculeatus 수정란은 각각 62.1±2.8%, 74.2±2.6%,

85.2±2.4%였다. 각 부화장치에서의 평균 부화율은 각각 60.5±2.4%, 74.4±3.4%,

87.3±1.6%로 회전수류형이 다른 두 부화장치보다 높은 부화율을 나타냈다.

3-2. 회전수류형 부화장치의 부화판 개수에 따른 부화율

부화판 숫자에 따른 부화율은 Table. 8에서 보는 바와 같다. 부화판 2개의 경

우, 87.3±2.0%, 3개의 경우, 81.8±0.8%, 그리고 5개의 경우, 82.0±2.5%로 2개의

경우가 비교적 높았다.

4. 고찰

본 연구에서 에어레이션형은 저비용으로 간단하게 설치할 수 있었지만, 4 어
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Group Species

2P-I P . biaculeatus-L, A. melanopus-R

2P-II A. melanopus-L/R

2P-III A. melanopus-L/R

3P-I P . biaculeatus-M, A. melanopus-L/R

3P-II A. melanopus-M, A. ocellaris-L/R

3P-III A. melanopus-M, A. ocellaris-L/R

5P-I A. melanopus-1, A. ocellaris-2, P . biaculeatus-3, 4, 5

5P-II A. melanopus-1, A. polymnus-2, P . biaculeatus-3, 4, 5

5P-III A. melanopus-1, 2, P . biaculeatus-3, 4, 5

Table 6. Clownfishes groups used for the hatching rate analysis according

to the hatching plate number in the rotating type of hatching

system

P: hatching plate; L (left), M (middle) and R (right) mean the

arrangement of the plate; In 5P, the number of scientific name is a

arrangement sequence to fix in the PVC pipe.
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 Table 7. Mean hatching rates of clownfishes eggs incubated in 3-types

of hatching system

Hatching system

(type)

Aeration

(%)

Spray

(%)

Rotating

(%)

A. melanopus 56.9±2.5a 72.4±4.5b 88.1±1.5c

A. ocellaris 61.5±5.1a 71.8±1.5b 87.2±2.7c

A. polymnus 61.4±4.8a 79.2±3.3b 88.9±1.2c

P. biaculeatus 62.1±2.8
a

74.2±2.6
b

85.2±2.4
c

Total average 60.5±2.4 74.4±3.4 87.3±1.6

Values are mean±S.E. (n=20). Different letters indicate significant difference

(P<0.05).
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Table 8. Mean hatching rates of clownfishes reared under rotating type

of hatching system with different numbers of hatching plate

Group

2P 3P 5P

I II III I II III I II III

Hatching rate

(%)
83.9 87.0 90.9 82.9 80.2 82.3 85.5 77.1 83.4

Total average 87.3±2.0 81.8±0.8 82.0±2.5

Number: the number of hatching plate; P: hatching plate; Roman number:

group number.
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종의 평균 부화율은 60.5%로서 다른 두 방식에 비해 현저히 낮았다. 이것은 에

어스톤에서 발생되는 공기방울이 연속적으로 수정란과 부딪히면서 발생 중인

자어에게 스트레스를 유발시켜 부화율이 낮았던 것으로 보인다. 공기방울의

크기도 영향을 미칠 수 있다. 미세한 공기방울은 수정란의 표면을 마치 침으

로 찌르는 것 같은 스트레스를 줄 수 있고, 공기방울이 너무 크면 갓 부화한

자어에게 스트레스를 줄 수 있으므로, 직경 1∼4 mm의 공기방울이 적당할 것

으로 보인다(Juhl, 1992; Hoff, 1996). 그러나 수류를 이용한 다른 두 방법은

공기방울을 이용한 방법보다 효율적인 것으로 사료된다. 스프레이형은 높이 차

이에서 발생되는 수류에 의해 수정란이 흔들리는 방식이지만, 에어레이션형처

럼 연속적으로 수정란에 수류를 보내줌으로써 발생중인 자어의 스트레스를 유

발시켰을 것으로 사료된다. 회전수류형의 시간조건은 20초 주기로 5초간로 수

정란에 수류가 지나가도록 설정하였다. 비교적 부화율이 높았던 회전수류형

부화장치에서 부화판은 2개를 설치했을 경우, 87.3%로 높았다. 부화판이 2개

인 경우에는 부화판을 수류가 정면으로 받도록 했으며, 5개의 경우, 부화판을

옆으로 배치했다는 점이 다르다. 그러나 정면으로 수류가 지나가더라도 수정

란은 수류가 지나가는 힘에 의해 한쪽 방향으로 쓰러지기 때문에 부화판의 배

치는 부화에 결정적인 영향은 아닐 것으로 보인다. 오히려 부화판 간격이 좁

거나 출수구와의 거리가 가까우면 수류의 양 끝에 배치되는 수정란은 수류의

영향을 받기 힘들 것으로 생각된다. 부화판 5개의 경우, 부화율이 82.0%였다.

부화판을 증가시키더라도 실제 부화자어수로 보면, 한 공간에서 더 많은 부화

자어를 생산할 수 있을 것이다. 그러므로 부화판의 개수, 배치, 수류의 세기와

같은 추가 실험이 필요하다.

인공 부화장치 연구는 단지 부화에만 적용되는 것만 아니라 수컷의 알 관리

를 완전 대체해야한다. 본 연구 외에 다른 일부 어미에서 알 관리기간 동안
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수정란이 제거하기도 했다. 일반적으로 발생중인 수정란의 탈락은 소량으로

발생하지만, 종종 어미의 스트레스나 이로 인한 습관화에 의해 수정란이 제거

되는 경우 종종 발생한다(노 등, 2009). 본 연구에서 회전 수류형 시스템이 부

화시 알 관리 행동을 대신할 수 있을 것으로 판단되며, 장기간 알 관리를 위

해 수질, 외부 기생 생물로 부터의 차단 및 수류제어와 같은 폭 넓은 연구가

진행되어 할 것이다.
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V. 자치어 변태에 미치는 먹이종류와 갑상

선호르몬(T3)의 영향

1. 서 설

일반적으로 동물의 체색은 외피에 존재하는 색소세포에 의해 결정된다. 포

유류의 경우, 오직 한 종류의 색소세포 즉, melanocyte(흑색, 갈색, 적색 또는

황색)만을 가지고 있는 반면에 어류는 melanophores(황색), xanthophores(황

색), erythrophores(적색), iridophores(무지갯빛), leucophores(흰색), cyanophores

(청색)와 같은 6종류의 색소세포를 가진다고 알려져 있다(Fujii, 2000; Kelsh,

2004). 어류의 체색변화는 장기간 지속되는 형태학적 체색변화와 외부자극(주

변색, 조도, 사회적 변화 등)에 따른 일시적인 반응으로서 체색변화의 두 가지

로 구분된다(Nery & Castrucci, 1997). 어류의 색소세포는 발생초기에 신경관

(neural tube)을 따라 발달되는 neural crest cell이 분화되어 최종 위치로 이동

을 하게 된다(Rawls et al., 2001). 색소세포가 자기의 위치로 이동하더라도 각

각의 체색을 발현시키기 위해서는 색소원이 필요하다. Carotenoids계의

astaxanthin은 어류의 체색을 붉게 하는 대표적인 색소원으로 알려져 있는데,

더군다나, 어종에 따라서는 생체내 astaxanthin 합성 메카니즘을 가지고 있지

않아 외부로 부터의 공급이 필요하다(Tanaka et al., 1976).

전 세계 어류의 양식에 있어서 초기 자어의 먹이로 rotifer (Brachionus

plicatilis, B. rotundifornis)와 Artemia nauplii가 많이 이용되는데, 이는 고밀도

대량생산이 가능하기 때문이다. 그러나 영양학적 측면에서 자어성장에 필요한

불포화 지방산 등이 부족하기 때문에 먹이생물로는 최적의 성장향상을 기대하기

어렵다(Kahan 1980; Olivotto et al., 2003; Faulk and Holt, 2005). 최근 rotifer와

Artemia sp.를 대체할 먹이생물로 요각류의 이용이 제안되고 있다. 요각류는



- 41 -

단백질, 고도 불포화 지방산 등을 함유하고 있어서 자치어의 성장에 중요한

먹이생물로 알려져 있다(Evjemo et al. 2003; McKinnon et al., 2003). 특히,

Tigriopus japonicus는 저서성 harpacticoid로서 대량배양이 용이하여 어류의

먹이생물로 널리 이용되고 있다. 또한, T. japonicus가 astaxanthin을 함유하므

로 붉은 계통의 어종인 A. melanopus 자치어를 대상으로 요각류의 astaxanthin

에 의한 체색 향상을 기대할 수 있을 것으로 예상되지만, 요각류가 어류의 체색

에 미치는 영향에 대한 연구는 미흡한 실정이다.

이전 연구에 의하면 A. melanopus는 체색변화에 의한 변태를 하는 것으로

밝혀졌다. 일반적으로 어류의 변태에 직접 관여하는 것으로 알려진 갑상선호

르몬은 고등동물에 있어서 발달, 기초 대사, 항상성 유지 등 다양한 생리학적

기능을 하며, 하등동물인 양서류의 경우, 변태 촉진 호르몬으로 잘 알려져 있

다(Yamano, 2005). 어류에 대한 갑상선호르몬의 영향에 대한 연구 중 중요한

사실은 높은 농도의 갑상선호르몬이 알에 존재하여 자어-치어-성어로의 발달

에 직접 관여한다는 점이다. 그리고 summer flounder Paralichthys dentatus

의 변태, 연어류의 은화(smoltification)에 대한 연구가 이와 관련이 있다

(Schreiber and Specker, 1999; Yamano, 2005; Björnsson et al, 2011). 그러므

로 갑상선호르몬은 A. melanopus 자어의 변태에 관여함으로써 체색변화에 영

향을 줄 수 있을 것으로 예측된다.

본 연구에서는 A. melanopus 자어의 변태 과정동안에서, T. japonicus와 외인

성 갑상선호르몬이 각각 체색 발달과 성장에 어떠한 영향을 미치는지 조사하였

다.

2. 재료 및 방법

2-1. 실험어
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본 실험에서 사용된 자치어는 제주도 한국해수관상어센터에서 부화·성장한 것이

었다. 먹이생물과 갑상선호르몬에 따른 변태실험에는 각각 부화 후 10일째 자어

(8.2±0.6 mm)와 7일째 자어(7.3±0.3 mm)거 사용되었다.

2-2. 먹이종류별 자치어 성장

실험구는 영양강화 Artemia sp.구(EA), T. japonicus구(TJ) 그리고 영양강

화 Artemia sp.와 T. japonicus를 1:1로 혼합 투여한 구(AT)로 나누었고. 그

룹별로 자어 10마리를 10 L 플라스틱 원형 수조에서 7일간 사육하였다.

Artemia는 DHA Selco(INVE, Belgium)를 제조사의 사용법에 따라 영양강화

하였다. 각 실험구에 공급한 먹이양은 4∼5 개체/mL였으며, 2시간 간격으로

먹이를 확인하여 부족한 만큼 보충해 주었다. 수온, 염분 및 광주기는 27.0±0.

5℃, 32 psu, 13L:11D였다. 10일째 자어의 크기는 자어 20마리를 무작위로 선

택해서 평균값으로 정하였고, 실험 종료 후, 버니어 캘리퍼스를 이용하여 개체

별 전장크기를 측정하였다. 모든 실험은 2 반복 실시하였다.

2-3. 갑상선호르몬 처리에 따른 자치어성장

부화 후 7일째 자어 10마리를 4개의 실험구(0, 2, 4, 6 ppm)로 나누어 10 L

플라스틱 원형수조에서 10일간 사육하였고, 2 반복으로 실시하였다. 갑상선호

르몬(3,5,3′-triiodo-L-thyronine salt, Sigma, USA)을 수산화칼륨(KOH)에 녹

인 후, 여기에 실험어를 농도별로 1시간씩 침지하였다. 수온, 염분 및 광주기

는 각각 26.5±1.0℃, 32 psu, 13L:11D로 유지하였고, 먹이로서 EA와 TJ는 1:1

로 혼합해서 공급하였다.

2-4. 체색비교

체색변화를 조사를 위해서 직접 제작한 아크릴 케이스(10×1.5×10 cm)에 치

어를 넣은 다음, 디지털 카메라(D300, Nikon)로 촬영하였다. 카메라 조건은 초

점거리 55 mm, 노출시간 1/200 sec, 조리개 f/8.0, 그리고 노출모드는 spot와
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일정한 광량을 위해 플래쉬(SB-800, Nikon, Japan)를 이용하여 TTL(Through

The Lens)모드로 촬영하였다. Fig. 9에서 보는 바와 같이, 어체부위(1: 입 주

변, 2: 첫 번째 흰 줄무늬, 3: 몸 중간, 4: 등지느러미, 5: 꼬리지느러미)를 선정

하였고, 사진편집 프로그램(photoshop CS5, Adobe)을 이용하여 CMYK (Cyan,

Magenta, Yellow, Black)를 측정하였다.

2-5. 통계분석

실험결과의 자료값은 mean±S.E.로 나타내었다. SPSS(ver. 17)를 이용하여

자료값의 정규성 및 등분산성 가정을 만족하는 지를 조사하였다. 두 조건을

만족하는 경우, 모수적인 방법인 one way-ANOVA를 실시하였으며, Tukey's

multiple range test로 95% 신뢰수준에서 유의차 유무를 검정하였다(P<0.05).

두 조건을 만족하지 않을 경우, 비모수적인 방법인 Kruskal-Wallis test를 실

시하였고, Tukey test using ranks로 유의성을 검정하였다.

3. 결 과

3-1. 먹이종류별 자치어 성장 및 체색발달

먹이생물에 따른 성장은 Fig. 10에서 보는 바와 같이, AT구가 11.3±0.7 mm

로 성장이 가장 빨랐으나, 10.9±0.8 mm인 TJ구와는 유의한 차이가 없었다. 대

조구인 EA구는 10.2±0.8 mm로 성장이 가장 느렸다. 체색발달의 경우, Fig. 11

에서 보는 바와 같이 TJ구에서 입 주변, 등지느러미, 배지느러미, 뒷지느러미,

꼬리지느러미는 뚜렷한 주황색을 나타내었을 뿐 만 아니라, 머리와 가슴의 흰

줄무늬도 선명하였다. AT구의 경우, 입 주변, 등지느러미, 배지느러미가 옅은

주황색이었고, 머리와 가슴의 흰 줄무늬는 다소 불투명하였다. 반면에, EA구

의 각 지느러미는 완전히 투명했으며, 머리와 가슴의 흰 줄무늬는 AT구와 유

사하였다.
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Fig. 9. Positions selected for color comparison. 1: Around a

mouth, 2: First white strip, 3: Middle of the body, 4:

Dorsal fin, 5. Caudal fin.
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Fig. 10. Total length of the juvenile Amphiprion melanopus (DAH=17)

fed with different combination of live foods. Values are

mean±S.E. (n=20). Different letters indicate significant difference

(P<0.05). EA: only enriched Artemia; AT: enriched Artemia

+Tigriopus japonicus; TJ: only T. japonicus. DAH: days after

hatching.
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Fig. 11. Comparison of body coloration in the juvenile Amphiprion

melanopus (DAH=17) fed with different live foods. EA: only

enriched Artemia; AT: enriched Artemia+Tigriopus japonicus;

TJ: only T. japonicus. DAH: days after hatching. Bar=1 mm.
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CMYK 분석 결과는 Table 9에서 보는 바와 같다. 입 주변의 magenta 수치는

TJ구가 81.8±3.5%로 각각 57.6±4.2%, 62.0±2.3%인 EA구와 AT구보다 유의하

게 높았다. 흰 줄무늬의 black 수치는 TJ구가 0.6±0.6%로 각각 44.6±13.4%,

36.4±11.7%였던 EA구와 AT구에 비해 월등히 낮았다. 몸 중간의 black 수치

에서만 실험구사이에 유의한 차이가 있었다. TJ구는 87.6±0.7%로 각각

86.8±0.4%, 85.0±0.6%인 EA구와 AT구보다 높았다. 등지느러미의 경우, TJ구

의 magenta와 yellow수치가 각각 75.8±6.7%, 94.8±4.3%로 EA구와 AT구보다

유의하게 높았다. 꼬리지느러미의 경우에는 차이가 없었다.

3-2. 갑상선호르몬 처리에 따른 성장 및 체색발달

갑상선호르몬 처리에 따른 자치어의 성장은 Fig. 12에서 보는 바와 같이, 4

ppm구가 11.4±0.4 mm로 가장 빠른 성장을 보였다. 0 ppm구와 2 ppm구는 각

각 10.7±0.4 mm, 10.8±0.4 mm였으나, 두 실험구 사이에 유의차는 없었다. 반

면, 6 ppm구에서는 10.2±0.5 mm로 성장이 가장 느렸다. 부화 후 9일 째, 모든

갑상선호르몬 처리구는 입 주변과 흰 줄무늬의 체색발달이 0 ppm구보다 빨랐

다. 특히, 부화 후 10일째의 6 ppm구에서는 입 주변과 첫 번째 줄무늬가 선명

한 반면, 0 ppm구에서는 희미했다. 17일째에 모든 갑상선호르몬 처리구는 0

ppm구에 비해 체색이 월등하게 선명했다. 특히, 갑상선호르몬 처리구를 포함

한 각 지느러미는 진한 주황색을 나타낸 반면, 대조구는 옅은 주황색이었다

(Fig. 13).

CMYK 분석 결과는 Table 10에서 보는 바와 같다. 입주변의 경우, magenta

에서만 실험구 사이에서 유의한 차이를 보였다. 6 ppm구는 53.0±3.8%로 각각

60.6±5.9%, 68.0±4.7%, 73.0±1.7%를 나타낸 2, 4, 6 ppm구에 비해 가장 낮았

다. 흰 줄무늬와 몸 중간 부위의 CMYK 수치는 실험구 사이에서 차이가 없었

던 반면, 등지느러미와 꼬리지느러미는 magenta와 yellow에 있어서 실험구 사이



- 48 -

Group
Around mouth

Cyan (%) Magenta (%) Yellow (%) Black (%)

EA 45.0±4.7 57.6±4.2
a

84.0±5.5 36.6±11.4

AT 50.0±9.8 62.0±2.3
a

83.4±8.4 34.4±4.9

TJ 33.6±3.1 81.8±3.5
b

95.4±3.6 40.8±7.3

P 0.113 0.009 0.182 0.833

Table 9. Comparison of coloration in juvenile Amphiprion melanopus fed with

three types of live food

Group
First white strip

Cyan (%) Magenta (%) Yellow (%) Black (%)

EA 81.6±2.7 73.2±4.7 40.2±10.5
ab

44.6±13.4
b

AT 82.6±5.2 76.0±4.5 41.8±7.2
b

36.4±11.7
b

TJ 60.6±8.3 27.4±14.8 5.4±3.1
a

0.6±0.6
a

P 0.129 0.105 0.033 0.020

Group
Middle body

Cyan (%) Magenta (%) Yellow (%) Black (%)

EA 75.0±0.3 67.8±0.4 65.8±0.5 86.8±0.4
ab

AT 73.6±0.9 67.8±0.5 66.0±0.8 85.0±0.6
a

TJ 74.6±0.4 68.2±0.5 66.2±0.6 87.6±0.7
b

P 0.453 0.864 0.667 0.041
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continued

Group
Dorsal fin

Cyan (%) Magenta (%) Yellow (%) Black (%)

EA 7.2±4.5a
ab

14.4±6.2
a

26.2±13.3
a

0.0±0.0

AT 5.4±2.4
a

6.4±2.7
a

14.4±6.4
a

0.0±0.0

TJ 19.2±4.3
b

75.8±6.7
b

94.8±4.3
b

0.0±0.0

P 0.040 0.008 0.009 1.000

Group
Caudal fin

Cyan (%) Magenta (%) Yellow (%) Black (%)

EA 5.2±2.8 4.6±2.0 1.2±1.0 0.0±0.0

AT 6.8±1.9 6.8±2.4 8.2±4.1 0.0±0.0

TJ 14.6±7.2 37.4±15.2 44.2±20.0 0.0±0.0

P 0.410 0.348 0.291 1.000

AT: enriched Artemia + Tigriopus japonicus, EA: only enriched Artemia,

TJ: only T. japonicus, Values are mean±S.E. (n=5). Different letters indicate

significant difference (P<0.05).



- 50 -

Fig. 12. Total length of the juvenile Amphiprion melanopus (DAH=17)

treated with different concentration of T3 (0, 2, 4 and 6 ppm).

Values are mean±S.E. (n=20). Different letters indicate significant

difference (P<0.05). DAH: days after hatching.
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Fig. 13. Comparison of body coloration in the juvenile Amphiprion

melanopus treated with several T3 concentrations. A: DAH 9 (0:

0 ppm, 2: 2 ppm, 4: 4 ppm, 6: 6 ppm), B: DAH 10 (left: 0

ppm, right: 6 ppm), C: DAH 17 (left: 4 ppm, right: 0 ppm),

DAH: days after hatching.
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Table 10. Comparison of coloration in juvenile Amphiprion melanopus treated

with T3

Group

(ppm)

Around mouth

Cyan (%) Magenta (%) Yellow (%) Black (%)

0 32.8±2.8 60.6±5.9
ac

82.4±8.1 19.0±6.2

2 31.4±3.6 68.0±4.7
ac

91.2±4.6 27.8±9.6

4 24.8±3.1 73.0±1.7
c

99.4±0.4 17.4±5.7

6 27.8±2.7 53.0±3.8
a

86.8±7.4 9.4±4.1

P 0.304 0.034 0.210 0.414

Group

(ppm)

First white strip

Cyan (%) Magenta (%) Yellow (%) Black (%)

0 50.4±6.5 23.6±11.5 28.4±10.1 12.6±12.1

2 49.6±4.4 17.2±7.1 16.0±4.9 0.6±0.6

4 40.8±5.2 17.6±5.4 18.6±4.7 0.4±0.4

6 40.0±4.1 14.0±4.4 18.6±3.3 0.2±0.2

P 0.358 0.983 0.787 0.774

Group

(ppm)

Middle body

Cyan (%) Magenta (%) Yellow (%) Black (%)

0 73.6±0.6 67.6±0.4 66.2±1.6 81.0±4.0

2 69.8±2.3 67.2±0.4 68.6±1.4 83.8±1.3

4 73.0±1.3 67.6±0.4 66.6±0.5 85.6±1.5

6 72.4±0.7 67.2±0.4 67.2±0.5 84.0±1.0

P 0.204 0.879 0.614 0.446
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continued

Group

(ppm)

Dorsal fin

Cyan (%) Magenta (%) Yellow (%) Black (%)

0 1.6±0.7
a

28.8±9.6
ab

51.4±15.8
a

0.0±0.0

2 8.4±3.9
b

67.4±5.3
c

92.8±3.5
b

0.0±0.0

4 4.6±1.3
ab

56.0±8.4
bc

93.8±4.0
b

0.0±0.0

6 8.0±1.3
b

24.8±3.1
a

62.0±7.3
a

0.0±0.0

P 0.010 0.007 0.010 1.000

Group

(ppm)

Caudal fin

Cyan (%) Magenta (%) Yellow (%) Black (%)

0 3.8±1.7 20.4±13.3
a

33.2±18.1
a

0.0±0.0

2 12.4±3.5 49.6±7.3
ab

72.8±10.8
a

0.0±0.0

4 3.6±1.0 73.6±3.6
b

99.8±0.2
b

0.0±0.0

6 9.2±3.3 25.8±8.3
a

51.8±15.1
a

0.0±0.0

P 0.077 0.007 0.006 1.000

Values are mean±S.E.M (n=5). Different letters indicate significant difference

(P<0.05).
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서 유의한 차이를 보였다. 등지느러미의 magenta 수치는 2 ppm구에서

67.4±5.3%로 가장 높았으나, 56.0±8.4%인 4 ppm구와 유의차는 없었다. 6 ppm

구는 24.8±3.1%로 가장 낮았으나 28.8±9.6%인 대조구인 0 ppm구와 유의차가

없었다. 등지느러미의 yellow 수치는 4 ppm구가 93.8±4.0%로 가장 높은 수치

를 보였으며, 2 ppm구도 92.8±3.5%로 4 ppm구와 차이를 보이지 않았다. 반면

에 0 ppm구는 51.4±15.8로 가장 낮은 수치를 보였으나, 62.0±7.3%인 6 ppm구

와 유의한 차이를 보이지 않았다. 꼬리지느러미의 magenta 수치는 4 ppm구가

73.6±3.6%로 가장 높은 수치를 보였지만 49.6±7.3%인 2 ppm구와 유의차는 없

었다. Yellow 수치의 경우, 4 ppm구가 99.8±0.2%로 가장 높았으나 72.8±10.8%

인 2 ppm구와 유의차가 없었다. 0 ppm구는 33.2±15.1%로 가장 낮은 수치를

보였다.

4. 고 찰

먹이생물에 따른 성장실험에서 TJ구와 AT구는 EA구보다 성장이 빨랐다. A.

clarkii의 경우, rotifer나 Artemia을 단독적으로 공급하는 것 보다 harpacticoid

copepods를 혼합 공급할 때 빨리 성장했다. 이와 같은 경향은 turbot 자어에서도

보고되었다(Stottrup & Norsker, 1997). A. ocellaris에 HUFA로 영양강화를 시

킨 먹이생물을 공급하면, IGF (insulin-like growth factor) 유전자 발현은 증가

하는 반면, myostatin 유전자 발현은 감소했다고 알려져 있으며(Olivotto et al.,

2008), 이것은 copepod가 자어에게 필요한 불포화 지방산의 공급원으로서 이용

될 수 있음을 의미한다.

육안관찰 결과에서는 T. japonicus를 공급한 실험어의 체색이 가장 선명한 것

을 확인할 수 있었으며, CMYK 분석에서도 입 주변과 등지느러미의 magenta 및

yellow 수치가 EA구와 AT구에 비해 월등히 높았다. 이 결과에 의하면, T.
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japonicus가 A. melanopus의 적색계통 체색발현을 향상시키는 것으로 보인다. 흰

줄무늬의 경우, TJ구에서 black 수치를 포함한 cyan, magenta, yellow 수치가 낮

았다.

CMYK 분석은 white에 대한 정보를 확인할 수 없으나, 대신 그 대비색인

black 수치를 통해 white에 대한 정보를 유추할 수 있다. 그러므로 TG구의

black 수치가 낮게 나온 것을 통해서 white 수치가 높게 나온 것을 예측할 수

있다. 이와 함께 EA구와 AT구의 흰 색 줄무늬 CMY 수치가 비교적 높게 나온

것은 몸 중간의 CMYK가 전체적으로 높게 나온 것으로 유추해 볼 수 있을 것

이다. 다시 말하면, 두 실험구의 흰색 줄무늬가 제대로 발달하지 않았기 때문에

수치가 비교적 높게 나온 몸 중간의 수치가 그대로 반영된 것이라고 볼 수 있

다. 육안으로는 어두운 적갈색(고동색)이지만 CMYK 수치는 60% 이상이었다.

즉, 어두운 적갈색이 CMY 수치가 혼합되어 나온 것이라면, 흰 줄무늬에서

CMY 수치가 높게 나왔다는 것은 흰색 줄무늬가 미발달 상태라고 볼 수 있기

때문이다. 결과적으로 Tigriopus sp. 은 A. melanopus 치어의 체색을 더욱 붉고

선명하게 발현 시킬 수 있는 색소원으로서의 먹이생물로 이용가치가 있고 성장

향상 또한 기대할 수 있을 것이다.

갑상선호르몬을 처리한 실험에서 0 ppm구의 각 지느러미 색깔은 모두 투명한

반면, 4 ppm구는 진한 적색이었다. 이러한 특징은 20일 이후의 체색발달과 동일

한 것으로써 갑상선호르몬이 변태 및 체색발달을 촉진시켰을 것으로 사료된다.

그러나 6 ppm구는 가장 성장속도가 가장 늦었다. 감성돔 치어에게 고농도의 T3

처리는 성장을 억제시켰고, 전장과 체중의 성장을 위한 최적 농도는 10 ppm이

었다(Kang & Chang, 1996). 갑상선호르몬은 척추동물의 정상적인 발달과 성장

에 중요하지만(Leatherland, 1987), 어종, 연령, 크기 및 어체 상태에 따라 최적의

농도가 다를 수가 있다. 체색에 있어서도 6 ppm구는 다른 실험구에 비해 입 주
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변의 magenta 수치가 가장 낮았다. 등지느러미와 꼬리지느러미의 경우, 2 ppm

구와 4 ppm구의 magenta와 yellow 수치가 0 ppm구와 6 ppm구보다 월등히 높

은 수치를 나타내었다. A. ocellaris의 경우, 2 ppm의 갑상선호르몬을 처리한 결

과 흰 줄무늬가 없거나 기형적인 형태로 발달하였다(Clement et al., 2001). 이런

결과로 볼 때, 갑상선호르몬은 성장향상을 도모하며 체색 발현에 관여할 뿐 만

아니라, 변태촉진에 영향을 미칠 수 있을 것으로 예상된다. 이러한 결과는 성장

보다는 체색에 중심을 두고 있는 관상어산업에서 다양한 어종의 체색향상 기술

개발에 응용할 수 있을 것으로 보이므로 갑상선호르몬에 이한 어종별 체색 변화

에 더 많은 연구가 필요할 것이다.

본 연구에서는 체색분석을 위해 사진편집 프로그램으로 알려진 photoshop의

CMYK분석을 처음으로 시도해 보았다. 일반적으로 어류의 체색(색도) 조사는

색차계를 이용하여 백색도(lightness), 적색도(redness) 및 황색도(yellow)를 측정

하였다(Kim et al., 2008). 그러나 색차계는 그 부피가 커서 자치어와 같은 작은

어류의 특정 부위를 측정하기는 어려우며, 또한, 측정을 위해서는 센서를 몸체에

밀착시켜야 하기 때문에 측정과정에서 스트레스를 유발시킬 수 있다. 따라서

CMYK 분석은 동일한 조건(노출, 촬영거리 등)에서 촬영을 한다면, 작은 어종의

체색에 대한 상대비교를 수치분석이 가능하기 때문에 색차계를 이용한 방법보다

용이하게 응용될 것으로 생각된다.
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VI. Prolactin, arginine vasotocin 및 isotocin

유전자 클로닝 및 저염분 환경에 의한 유

전자 발현 변화

1. 서 설

어류에 있어 염분은 대사활동, 삼투압조절 및 생체리듬 등에 영향을 주기 때

문에 연어과 같은 회유성 어류 및 기수지역에 서식하는 광염성 어류의 생활사에

있어서 매우 중요한 요인으로 작용한다. Killifish의 뇌하수체를 제거하면 담수

중에서 생존하지 못하지만, 양의 PRL을 투여하면 생존 가능한 것으로 보고하고

있다(Pickford and Phillips, 1959). 뱀장어 등과 같이 prolactin 없이도 담수에 적

응할 수 있는 종도 있지만, 지금까지 연구된 모든 광염성 어류를 높은 삼투압

환경에서 낮은 삼투압 환경으로 옮기면 혈액 중의 prolactin 농도가 상승하고,

역방향으로 옮기면 저하한다.

Prolactin(PRL)은 growth hormone/placental lactogen(helix bundle protein

hormone의 그룹 I)과에 속한다. 포유류의 PRL은 약 28개 아미노산으로 이루

어진 신호 펩타이드(signal peptide)가 결합된 전구호르몬(prohormone)으로서

합성되며, 3개의 이황화 결합(disulfide bridge)이 N-terminal과 중간 부분, 그

리고 C-terminal에 위치한다. 어류의 경우, 신호 펩타이드는 23∼24개의 아미

노산으로 되어 있으나, 이황화 결합에 있어서 어종에 따라 차이가 있다. 철갑

상어 Acipenser transmontanus나 폐어 Protopterus annectens의 PRL은 3개

의 이황화 결합이 있지만, 대부분 경골어류의 경우, PRL의 N-terminal에는 이

러한 결합이 존재하지 않는다. 양의 PRL에서 N-terminal의 이황화 결합을 제

거한 후 어류를 대상으로 생물검정을 실시한 결과 삼투압조절과 밀접한 관련



- 58 -

이 있다는 보고가 있다(Doneen et al., 1979; Freeman et al., 2000; Manzon,

2001). PRL의 분비는 뇌하수체 전엽(anterior pituitary)의 lactotroph이라는 세

포에서 일어나지만, mammosomtrophs (MS)라고 알려진 중개 세포집단이

PRL과 GH를 구분하여 분비시킨다고 알려져 있다. 최근에 gilthead sea

bream Sparus aurata의 갓 부화한 자어에서 MS cell이 발견되었으며

(Villaplana et al., 2000), 일부 어종에서 뇌하수체 이외의 기관에서 PRL의 존

재가 증명되었다. S. aurata의 경우, 뇌하수체, 간, 창자 및 생식소, 금붕어

Carassius auratus의 경우, 뇌하수체, 뇌, 간, 신장, 비장, 아가미, 근육 및 생식

소에서 PRL 유전자 발현이 확인되었다(Hansen and Hansen, 1982; Wright,

1986; Santos et al., 1999; Imaoka et al., 2000).

뇌하수체 신경엽호르몬은 9개의 아미노산으로 구성된 펩타이드 호르몬으로

이 1번과 6번째에 Cys를 가지고, S-S결합(disulfidebond)에 의한 원형구조를

취하며, 7∼9번째의 아미노산이 측사슬을 형성한다. 측사슬 부분에 포함된 8번

째 아미노산이 염기성이면 vasopressin(VP)족, 중성아미노산이면 oxytocin

(OT) 족으로 구분한다. 본 실험의 AVT와 IT는 각각 vasopressin족, oxytocin

족에 포함된다. 일반적으로 척추동물은 VP족과 OT족의 두 가지 신경엽호르

몬을 가지고 있다. 어류의 경우, 폐어류를 제외한 경골어류는 arginine

vasotocin(AVT)과 isotocin(IT)을 가지고 있는 데, 이 호르몬들은 어류의 담수

적응에도 관여하는 것으로 추정되고 있다. AVT와 IT은 뇌하수체 신경엽에서

발현되는 신경엽호르몬이지만, 삼투압조절에 있어서 개별적 또는 상호적으로

작용하는지에 대해서는 아직도 불분명하다. AVT에 관한 초기 연구에서는 주

로 이뇨작용에 연관되는 것으로 알려져 있었다(Maetz et al., 1964; Jones et

al., 1969; Henderson and Wales, 1974). 그러나 이후 연구에서는 고농도의

AVT가 이뇨작용을 일으키지만, 저농도의 AVT는 사구체 여과율의 감소에 따
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른 항이뇨 작용을 일으키는 것으로 보고되었다(Pang, 1983; Amer and

Brown, 1995).

A. melanopus는 동남아시아와 같은 열대지역의 산호초 지역에서 서식한다.

열대지역의 기후적 특징은 건기와 우기를 들 수 있는 데, 특히, 우기 동안에

내리는 비는 육지와 가깝고 수심이 낮은 산호지역의 염분을 저하시킬 것이다.

그러므로 이런 환경에서 오랫동안 서식해 온 A. melanopus는 비교적 저염분

환경에서도 생존할 수 능력을 가졌을 것으로 예상된다. 그러므로 본 연구에서

는 A. melanopus의 PRL, AVT, IT에 대한 유전정보 및 염분변화에 따른 각

유전자의 발현을 조사하였다.

2. 재료 및 방법

2-1. 유전자 클로닝

2-1-1. genomic DNA 분리와 염기서열

A. melanopus의 혈액으로부터 genomic DNA kit (Bioneer, Korea)를 이용

하여 genomic DNA를 분리하였다. 다른 어종의 PRL, AVT 및 IT 보존영역으

로부터 디자인 한 degenerate primer(Table 11)로 HiQ-PCRMix(GenoTech,

Korea)를 이용하여 PCR을 실시하였다. 증폭된 PCR product는 1.5% agarose

gel로 전기영동 후, gel extraction kit(NucleoGen, Korea)를 이용해 정제하였

다. 정제된 DNA는 pGEM-T Easy Vector(Promega, USA)에 ligation을 하고,

E. coli DH5ɑ에 transformation하였다. Plasmid purification kit(NucleoGen,

Korea)로 plasmid DNA를 확보하고, EcoR I 제한효소로 digestion 하여 insert

의 유무를 확인하였다. Sequencing은 GenoTech(Daejoen, Korea)에서 M13F과

M13R primer를 사용하여 염기서열을 분석하였다.

2-1-2. 5’-말단과 3’-말단 확보를 위한 DNA walking
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DNA Walking은 DNA Speed upTM Premix Kit II(Seegene, Korea)를 이용

하였다. 제조사의 방법에 따라 PRL partial gene으로부터 target specific

primer(TSP)를 디자인 하였다(Table 11). 1차 PCR을 위해 첨가된 조성성분은

2 uL genomic DNA (200 ng), 10 uL 2x SeeAmpTMACPTMmaster mix II, 2

uL 5 µM DW2-ACP primer (DW2-ACP 1, 2, 3, 4), 0.5 uL 10μM DW-TSP

F1 또는 DW-TSP R1이 최종 부피 20 uL에 포함되었다. 1차 PCR 반응조건

은 94℃ 5분, 42℃ 1분, 72℃ 2분, 94℃ 30초/60℃ 30초/72℃ 100초 30cycle, 7

2℃ 7분, 4℃이며, PCR product는 PCR purification KIT(NucleoGen, Korea)를

이용하여 정제하였다. 2차 PCR을 위한 조성은 2 uL 1차 CR product, 10 uL

2x SeeAmpTMACPTMmaster mix II, 2 uL DW2-ACPN, 0.5 uL DW-TSP F2

또는 DW-TSP R2가 전체 부피 20 uL에 포함되었으며, PCR 반응조건은 94℃

3분, 94℃ 30초/60℃ 30초/72℃ 100초 35 cycle, 72℃ 7분, 4℃였다. PCR

product는 1.5% agarose gel에서 전기영동 후, gel extraction kit를 이용하여

정제하였다.

2-1-3. Total RNA 추출과와 cDNA 합성

A. melanopus로부터 뇌와 뇌하수체를 적출하여 액체질소로 급냉 시킨 후,

분석할 때까지 -77℃에 보관하였다. Total RNA는 TRI reagentTM(Sigma,

USA)를 사용하여 분리한 후, 37℃에서 30분간 RNAse-free DNaseI를 처리하

였다. cDNA합성은 ImProm-IITM Reverse Transcription System(Promega,

USA)의 제조사 방법에 따라 시행하였다. 세 가지 유전자의 cDNA full

sequence를 조사하기 위하여 DNA walking에서 확보한 5말단과 3말단의 염기

서열을 기반으로 각각 TSPful F1과 TSPful R1을 디자인하여 PCR을 실시하

였다(Table 11). PCR 반응조건은 2 uL first strand cDNA, 4 uL HiQ-PCR

Mix, 1 uL 10 µM PRL/AVT/ITful F1, 1 uL 10 µM PRL/AVT/ITful R1이 전
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Primers Sequences (5’→3’)

PRL Deg. F CCCTCCATGTGCCACACCTCC

PRL Deg. R AGGACTTTCAGGAAGCTGTCAAT

DW-PRL F1 GTCTTGGAGTGCTCCTGCAGCTC

DW-PRL F2 TGACACTTGCAGAGCTTGTTCCTTGTC

DW-PRL F3 CTTGTCATTGGGCGTCTGCAGAG

DW-PRL R1 GAGCTGCAGGAGCACTCCAAGAC

DW-PRL R2 CTCGGCCAGGACAAGATCTCCAA

DW-PRL R3 GCTCGGTCCAGGGGTCACTGAT

DW-PRL R4 CTGATGGGAACAGCTTTACACGCTGC

PRLful F1 ATGGCTCAGAGAAGAACCAATGGAAGC

PRLful R1 TTAGCACATCTCAGGCTGCATCTTTGC

AVT Deg. F CTGTCTTCGGCTTGTTACATCCAGAA

AVT Deg. R GAGAACTACCTGCTCACCCCCTG

DW-AVT F1 TGCTTCGGCCCCAGTATTGCTGT

DW-AVT F2 GCTCCCCAGAAACAGCTCACTGTGT

DW-AVT R1 AAACAGGGAACTCTTGTCCTCACCTG

DW-AVT R2 GGACTTCTTGCCCTTTCCTCTGCC

AVTful F1 GAATTCATGCATCACTCCTTGTTCCCC

AVTful R1 GTCGACGCGTACTCATTCTGTCCTCT

IT Deg. F TGGAGCCTCTGTGTCCGTGTGCCT

IT Deg. R GAGAACTACCTGCTCACCCCCTG

DW-IT F1 TGCTTCGGCCCCAGTATCTGCTGT

DW-IT F2 GCTCCCCAGAAACAGCTCACTGTGT

DW-IT F1 TGCATCTATGATGGACCTCTTCCCACC

Table 11. Primers used for polymerase chain reaction
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DW-IT F2 GGACAGTTGGAGATGTAACAGGCTGAG

ITful F1 GAATTCATGCCGGAGCTGCTGTGCCC

ITful R1 GTCGACTGGTGGATTCGGTGAGGAGAAGT

continued

F: forward, R: revser, Deg.: degenerate primer.
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체 20 uL에 포함되었으며, 94℃ 4분, 94℃ 30초/60℃ 30초/72℃ 50초 35 cycle,

72℃ 5분, 4℃에서 반응을 종결하였다.

2-2. 계통발생학적 분석

확보한 유전자의 계통발생학적 분석을 위해, NCBI의 Gene Bank에 등재되

어 있는 척추동물(사람, 쥐, 소 및 기타 어류)의 세 유전자에 대한 아미노산

정보를 수집하였다. 이후 MEGA 5.0 프로그램을 이용해 아미노산 염기서열을

비교분석하였다.

2-3. Reverse transcription PCR에 의한 mRNA 발현조사

2-3-1. 실험어

실험어 A. melanopus 30마리를 200 L 원형수조(34 psu; 13L:11D; 26.5℃)에

서 5일간 적응시켰다. 실험 당일 15 psu가 되도록 담수를 첨가하였으며, 0시간

째인 SW구를 대조구로 4, 8, 24, 48, 144시간마다 5마리씩 샘플링을 하였다.

2-3-2. RT-PCR

DNase가 처리된 total RNA는 NanoDrop(ND-1000, USA)으로 정량한 후,

0.5 μg의 RNA를 template로 하여 cDNA를 합성하였다. 그리고 HiQ-PCR

Mix를 이용하여 RT-PCR를 실시하였다. 개체별 RT-PCR 산물의 대조구로

A. melanopus의 β-actin 유전자(GeneBank accession no. JF273495)를 이용하

였다. 각 시료 및 β-actin의 RT-PCR 산물에 대한 상대정량은 전기영동 후,

ethidium bromide로 염색하여 Gel-Doc(Bio-Rad, USA)으로 영상 촬영하였으

며, quantitative-one 프로그램을 이용하여 밴드밀도를 분석하였다.

2-4. 통계분석

실험결과의 자료값은 mean±S.E.로 나타내었다. SPSS(ver. 17)를 이용하여

자료값의 정규성 및 등분산성 가정을 만족하는 지를 조사하였다. 두 조건을

만족하는 경우, 모수적인 방법인 one way-ANOVA를 실시하였으며, Tukey's
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multiple range test로 95% 신뢰수준에서 유의차 유무를 검정하였다(P<0.05).

두 조건을 만족하지 않을 경우, 비모수적인 방법인 Kruskal-Wallis test를 실

시하였고, Tukey test using ranks로 유의성을 검정하였다.

3. 결과

3-1. PRL, AVT, IT 유전자 염기서열

3-1-1. pro-PRL

A. melanopus PRL의 유전자는 5개의 exon으로 이루어져 있다. Exon I, II,

III, IV는 각각 14, 38, 36, 61개의 아미노산을 암호화하고 있고, exon V는 정

지코돈인 TAA와 함께 63개의 아미노산을 암호화하고 있다. Exon-intron

junction은 table 12과 같다. PRL full cDNA는 Fig. 14에서 보는 바와 같이,

212개의 아미노산 open reading frame(ORF)으로서. 24개의 신호 펩타이드와

188개의 mature 아미노산으로 이루어졌다.

3-1-2. prepro-AVT

A. melanopus AVT의 유전자는 3개의 exon으로 이루어져 있다. Exon I, II

는 각각 40, 68개의 아미노산을 암호화하고 있고, exon III는 정지코돈인 TGA

와 함께 45개의 아미노산을 암호화하고 있다. Exon-intron junction은 table

13과 같다. A. melanopus의 prepro-AVT full cDNA는 Fig. 15과 같이 19개

아미노산의 신호 펩타이드, 9개 아미노산의 AVT, 125개의 Neurophysin 으로

총 153개의 아미노산으로 이루어져 있다.

3-1-3. prepro-IT

A. melanopus AVT의 유전자는 3개의 exon으로 이루어져 있다. Exon I, II

는 각각 40, 68개의 아미노산을 암호화하고 있고, exon III는 정지코돈인 TGA

와 함께 48의 아미노산을 암호화하고 있다. Exon-intron junction은 table 14
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Exon
Exon size

(bp)

cDNA

position
Exon-intron junctions Intron

Intron size

(bp)

I 120 1-44 ...gagATGGCTCA . . . . CCTGACAGgtgagatg 1 784

II 113 4-157 ttctctagTGTTGTAC . . . . GGGAGCTGgtcagtgt 2 241

III 108 158-265 tcctccagGACTCTCA . . . . AAGTGTCAgtaagtta 3 320

IV 183 266-448 tcctccagGAGTCAGA . . . . CTGGGAAGgtgtgcaa 4 99

V 192 449-639 cctcccagATGGGTCC . . . . TGTGCTAA...

Table 12. Genomic organization of Amphiprion melanopus prolactin gene

Exon sequences are in upper case letters an intron sequences in lower case letters. Start and stop codons are boxed.
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Exon
Exon size

(bp)

cDNA

position
Exon-intron junctions Intron

Intron size

(bp)

I 120 1-120 ...gcgATGCATCA . . . . TCAGACAGgtgaggac 1 886

II 205 121-325 tcctccagTGCATGCC . . . . CAGCTCTGgtacagtc 2 122

III 137 326-462 cctgtcagAGGGCTGT . . . . AGTACTGA...

Table 13. Genomic organization of Amphiprion melanopus arginine vasotocin gene

Exon sequences are in upper case letters an intron sequences in lower case letters. Start and stop codons are boxed.
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Exon
Exon size

(bp)

cDNA

position
Exon-intron junctions Intron

Intron size

(bp)

I 120 1-120 ...gagATGACCGG . . . . TGCGGAAGgtaagctg 1 321

II 205 121-325 tcctccagTGCATGCC . . . . TGATGCAGgttagaac 2 491

III 146 326-471 tgccacagAGAGCTGC . . . . ACCAATGA...

Table 14. Genomic organization of Amphiprion melanopus isotocin gene

Exon sequences are in upper case letters an intron sequences in lower case letters. Start and stop codons are boxed.
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multiple range test로 95% 신뢰수준에서 유의차 유무를 검정하였다(P<0.05).

두 조건을 만족하지 않을 경우, 비모수적인 방법인 Kruskal-Wallis test를 실

시하였고, Tukey test using ranks로 유의성을 검정하였다.

3-2. 계통발생학적 비교

3-2-1. pro-PRL

A. melanopus의 PRL 아미노산 서열을 BLAST 과정을 통하여 GenBank에

보고된 다른 어종 PRL과의 유사성을 검색하였으며, 그 결과를 Fig. 14에 나타

내었다. A. melanopus PRL 아미노산 서열은 orange-spotted grouper PRL

(Epinephelus coioides, AAO11695)과 가장 높은 상동성(83%)을 보였으며,

three spot gourami PRL (Trichogaster trichopterus, AAX09323)과는 81%,

감성돔 PRL (Acanthopagrus schlegelii, AAX21764,)과는 80%, 무지개송어

PRL (Oncorhynchus mykiss, NP_001118205)과는 70%, 자주복 PRL (Takifugu

rubripes, NP_001072092)과는 72%의 상동성을 나타내었다. 그리고 조류인 닭

PRL (Gallus gallus, AAG01026)와는 39%, 인간 PRL (CAA38264, Homo

sapiens)과는 38%의 상동성을 나타내었다.

3-2-2. prepro-AVT

A. melanopus AVT의 아미노산 염기서열은 Fig. 15에서 보는 바와 같다.

A. melanopus AVT 아미노산 서열은 orange-spotted grouper AVT

(Epinephelus coioides, AAO11695)와 88%의 가장 높은 상동성을 보였으며,

European flounder AVT (Platichthys flesus, BAA98140)와는 85%, Chinese

wrasse AVT (Halichoeres tenuispinis, ABB90896)과는 84%, 자주복 AVT

(Takifugu rubripes, AAB37480)와는 81%의 상동성을 나타내었다. 그리고 포

유류인 Prairie vole AVT (Microtus ochrogaster, AAG01026)와는 58%, 인간

AVT (AAB86629, Homo sapiens)과는 54%의 상동성을 나타내었다.
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Fig. 14. Structure of pro-prolactin cDNA isolated from Amphiprion

melanopus . The signal peptide is boxed.
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Fig. 15. Structure of pro-arginine vasotocin cDNA isolated from

Amphiprion melanopus.
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3-2-3. prepro-IT

A. melanopus의 IT의 경우, 아미노산 서열은 Fig. 19에서 보는 바와 같다.

Chinese wrasse IT (Halichoeres tenuispinis, ADB28875)와 가장 높은 상동

성(88%)을 보였으며, European flounder IT (Platichthys flesus, BAA98141)와

는 85%, 자주복 IT (Takifugu rubripes, AAC60289)와는 79%, chum salmon

IT (O. keta, BAD12146)와는 73%, cherry salmon IT (Oncorhynchus masou,

BAA01738)와는 62%, 그리고 A. melanopus AVT (AEB00559)와는 70% 상동

성을 나타내었다.

3-3. PRL, AVT, IT mRNA 발현비교

A. melanopus를 해수에서 15 psu의 환경으로 전환시킨 후 시간별로 시료를

확보하고 PRL발현을 조사하였다(Fig. 20). 모든 실험구에서 PRL mRNA의 발

현을 확인 할 수 있었다. 특히, 24h구의 PRL mRNA 발현이 SW구보다 유의

하게 높았다. 그러나 48h구와 144h구는 8h구와 비슷한 수준으로 감소하였다.

AVT와 IT는 시간이 경과함에 따라 발현정도가 증가하는 경향을 보였으며,

두 유전자 모두 144시간째에 가장 높은 발현을 보였다(Fig. 21, 22).

4. 고 찰

Prolactin은 성장호르몬과 같은 펩타이드호르몬 분류군에 속하며 경골어류가

담수적응을 하는 데 중요한 호르몬으로 알려져 있다. 어류의 PRL은 23∼24개

아미노산의 신호펩타이드를 가지는 호르몬 전구물질로부터 합성되며, 본 연구

에서는 A. melanopus의 PRL이 24개의 신호펩타이드와 함께 188개 아미노산

으로 이루어져 있는 pro-hormone임을 확인할 수 있었다. 이 펩타이드에는 4

개의 시스테인 잔기가 포함되어져 있는 데, 4개의 시스테인은 2개의 이황화결

합을 형성하는 것으로 여겨진다. 포유류의 PRL에는 3개의 이황화결합이 각각
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Fig. 16. Structure of pro-isotocin cDNA isolated from Amphiprion

melanopus. 
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Fig. 17. Comparison of pro-prolactin amino acid sequences from

Amphiprion melanopus with those of Epinephelus coioides,

Trichogaster trichopterus, Acanthopagrus schlegelii, Takifugu

rubripes, Oncorhynchus mykiss, Gallus gallus, and Homo

sapiens. Dots indicate amino acids residues conserved among

the species.
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Fig. 18. Comparison of prepro-arginine vasotocin amino acid sequences

obtained from Amphiprion melanopus with those of

Epinephelus coioides, P latichthys flesus, Halichoeres

tenuispinis, Takifugu rubripes, Oncorhynchus keta, Microtus

ochrogaster, and Homo sapiens. Dots indicate amino acids

residues conserved among the species.
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Fig. 19. Comparison of prepro-isotocin amino acid sequences obtained

from Amphiprion melanopus with those of Epinephelus

coioides, Trichogaster trichopterus, Acanthopagrus schlegelii,

Takifugu rubripes, Oncorhynchus mykiss, Gallus gallus and

Homo sapiens. Dots indicate amino acids residues conserved

among the species.
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Fig. 20. RT-PCR analysis of transcript encoding prolactin in Amphiprion

melanopus adapted to water with 15 psu for 0, 4, 8, 24, 48, and

144-hour. 0.5 microgram of total RNA prepared from pituitary

was reverse transcribed and amplified using A. melanopus

PRL-specific primer. The pituitary PRL of A. melanopus was

analyzed by RT-PCR. The expression of β-actin mRNA was

evaluated in each RT reaction product as a control. The

expression of each tissue was normalized with respect to the β

-actin signal and expressed as relative expression level. Each

value represents mean±S.E. (n=4). Different letters indicate

significant difference (P<0.05). SW: seawater.
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Fig. 21. RT-PCR analysis of transcript encoding arginine vasotocin in

Amphiprion melanopus adapted to 15 psu for 0, 4, 8, 24, 48,

144-hour. 0.5 microgram of total RNA prepared from pituitary

was reverse transcribed and amplified using A. melanopus

PRL-specific primer. The pituitary PRL of A. melanopus was

analyzed by RT-PCR. The expression of β-actin mRNA was

evaluated in each RT reaction product as a control. The

expression of each tissue was normalized with respect to the

β-actin signal and expressed as relative expression level.

Each value represents mean±S.E. (n=4). Different letters

indicate significant difference (P<0.05). SW: seawater.
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Fig. 22. RT-PCR analysis of transcript encoding isotocin in Amphiprion

melanopus adapted to 15 psu for 0, 4, 8, 24, 48, 144-hour. 0.5

microgram of total RNA prepared from pituitary was reverse

transcribed and amplified using A. melanopus PRL-specific

primer. The pituitary PRL of A. melanopus was analyzed by

RT-PCR. The expression of β-actin mRNA was evaluated in

each RT reaction product as a control. The expression of each

tissue was normalized with respect to the β-actin signal and

expressed as relative expression level. Each value represents

mean±S.E. (n=4). Different letters indicate significant difference

(P<0.05). SW: seawater.
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N-터미널, 가운데, C-터미널에 위치하고 있는 반면, 어류는 N-터미널 지점

에 12∼14개의 아미노산이 빠져있기 때문에 N-터미널 영역에는 이황화결합이

없다.Manzon(2002)에 따르면, 경골어류의 N-터미널 영역에서 이황화결합의

상실은 아마도 삼투압조절 호르몬으로서의 중추적인 역할과 연관이 있을 것으

로 예상하고 있다. 이는 N-터미널의 이황화결합이 제거가 된 양의 PRL을 어

류에게 투여했을 때, 어류의 삼투압조절이 크게 향상되었다는 사실이 이 견해

를 뒷받침해 준다.

본 연구에서 A. melanopus는 해수에서 15 psu로 염분이 바뀌고 나서 24시

간에 PRL발현이 가장 높았다. 해수에서 사육 중인 틸라피아에 비해 담수에

적응한 틸라피아의 뇌하수체 PRL발현과 혈장 PRL농도가 상승했다는 보고가

있다(Seale et al., 2002; Riley et al., 2003). 또한, 대서양연어 Salmo salar와

자주복 T. rubripes을 해수에서 낮은 여분으로 옮겼을 때 PRL mRNA의 발현

이 상승한다고 보고된 결과는 본 연구와 일치한다(Martin et al., 1999; Lee et

al., 2006). 어체는 자신의 삼투질 농도 보다 낮은 저장액에 노출되면, PRL

mRNA의 발현을 증가시키며, 이로 인한 혈중 PRL 상승은 아가미, 신장, 장과

같은 삼투압조절 기관을 표적으로 하여 Na+, Cl- 유출 및 물의 유입을 억제하

는데, Na+/K+-ATPase 활성의 조절 등 다양한 삼투압조절 작용을 촉진하는

것으로 생각된다. 그러나 48시간 이후에는 다시 감소하는 경향을 보였다. 이것

은 아마도 A. melanopus가 15 psu에 적응하여 체내외의 삼투압이 같아졌거나

체내의 생리학적 상태가 15 psu 환경에 적응하게 되었기 때문에 PRL의 발현

이 약해졌을 것으로 사료된다. 어류의 PRL의 목표기관은 아가미, 신장 창자,

방광, 피부와 같은 삼투압조절기관이다(Manzon, 2002).

본 실험에서 15 psu로 전환시킨 후, A. melanopus의 AVT와 IT 모두 시간

이 경과됨에 따라 증가하였다. 경골어류에 VT를 투여하면 요의 양이 증가하
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는 하며, 육상동물과는 반대로 이뇨작용을 하기 때문에 저삼투압 환경에 대한

적응에 관여할 것으로 알려져 있다. 본 실험에서 AVT와 IT가 144시간째 대

조구보다 높은 발현도가 나타난 것은 아마도 15 psu가 등장상태라기 보다 비

교적 저삼투환경인 것으로 해석할 수 있을 것이다. 그러나 담수적응 호르몬인

PRL은 24시간 이후로 발현을 하지 않았다. 뱀장어와 넙치류의 경우, 담수에서

해수로 이동했을 때, 혈장 AVT는 증가하며, 산란을 위해 강근처의 해안가에

도착한 chum salmon이 담수로 이동했을 때 AVT mRNA은 감소하였다

(Balment et al., 1993; Warne et al., 2005), 이와 달리, 무지개 송어의 경우,

담수에서 80% 해수로 이동한 후에, 시상하부의 AVT mRNA는 감소하였다.

IT에서도 AVT와 유사한 경향을 보였으며(Chester Jones et al., 1969; Hyodo

and Urano, 1991; Hiraoka et al., 1996). 이와 같이 어류의 VT와 IT는 물, 전

해질 대사와의 관계가 어종에 따라서 특이적인 양상을 보인다. 따라서 장기간

저염분 사육에 따른 AVT와 IT에 대한 추가연구가 필요하다.

본 연구를 통해 담수적응호르몬인 PRL이 A. melanopus에서도 존재하며, 염

분이 낮아짐에 따라 PRL이 발현을 확인되었다. 그러므로 A. melanopus는 15

psu 수준의 저염분 환경에서도 사육이 가능한 어종으로 생각된다.
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VII. 저염분 사육에 따른 생리·생화학적 조사

1. 서 설

동물의 체액 중 이온조성은 삼투질농도가 해수와 거의 동등한 먹장어를 제

외하면, 현존하는 대부분의 경골어류는 서식환경에 관계없이 해수의 1/4∼1/2

정도로 유지한다. 예를 들면, 해수어는 체내의 삼투질농도보다 체외 삼투질농

도가 높기 때문에, 다량의 해수를 마셔서 장에서 수분을 흡수하고 아가미와

신장을 통해서 Na+과 Cl- 등의 이온을 체외로 배출시킨다. 반면, 광염성 어류

는 외부의 염분이 변하더라도 체내 항상성을 위해 삼투압을 조절한다. 감성돔

Acanthopagrus schlegeli, 강도다리 Platichthys stellatus, 농어 Lateolabrax

japinicus 등과 같은 기수성 어류는 바닷물에서 살다가도 염분이 낮은 저염분

환경으로 이동하는 것으로 알려져 있다. 특히, 감성돔의 경우는 완전 담수에서

도 생존이 가능한 것으로 밝혀졌다. 그러나 염분변화 적응하는 능력은 어종에

따라 차이가 있다. A. melanopus는 열대성 어류로 동남아시아와 같은 열대지

역의 산호초 지역에서 서식한다. 열대지역의 기후적 특징은 건기와 우기로서,

특히, 우기 동안에 내리는 비는 육지와 가깝고 수심이 낮은 산호지역의 염분

을 저하시킨다. 그러므로 이런 환경에서 오랫동안 적응해온 A. melanopus는

저염분 환경에 적응할 수 있을 것으로 예상된다.

주요 삼투압조절 기관인 아가미의 상피세포는 물고기의 외부환경과 내부체

액의 경계부위로서 아가미의 생리학적 기능에 있어서 중요한 역할을 한다. 아

가미의 상피세포는 크게 pavement cell(PVCs)과 mitochondrion-rich cells

(MRCs)로 이루어져있다. PVCs은 아가미 새엽표면의 대부분을 덮고 있으며, 아

가미의 가스교환에 있어서 중요한 역할을 하는 것으로 보고되고 있다(Laurent

and Dunel, 1980; Laurent, 1984; Wilson and Laurent, 2002). 아가미의 생리학
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적 기능 중 수동적 역할을 하는 pavement cell과 달리, MRCs에는

Na+/K+-ATPase가 존재해 체내의 NaCl을 능동적으로 체외로 배출시킨다.

MRCs의 apical membrane은 오목한 형태로서 외부환경에 노출된다

(Karnaky et al., 1976; Karnaky, 1986). 해수에서 서식하는 Killifish

Fundulus heteroclitus, Cichlid Sarotherodon mossambicus, long-jaw

mudsucker gillichthys mirabilis의 아가미에는 MRCs가 고도로 밀집되어

있다. 담수어의 MRCs는 미세구조적인 특징에 있어서 해수어의 MRCs와 유사

하지만, 해수어의 MRCs가 accessory cell과 multicelllar complexes와 연계되어

있다는 점에서 차이점이 있다. 담수어의 MRCs는 아가미 상피세포의 PVCs에

서 단독적으로 나타나며, 이온의 누출을 억제하기 위해서 주변 PVCs 또는 다

른 MRCs와 함께 다사 세포간 연결(multistranded intercellular junctions)을 형

성한다.

물고기가 새로운 환경에 적응하는 데 있어서 아가미 염류세포에 존재하는

Na+/K+-ATPase는 중요하다. 염분변화에 의한 아가미의 Na+/K+-ATPase는

두 가지 형태로 나타난다. 첫째로, 소하성 어종의 경우, Na+/K+-ATPase 활성

이 연속적으로 증가한다(McCormick, 1995). 두 번째는 일부 광염성 어류에서

Na+/K+-ATPase 활성이 염분에 따라서 U자 형태를 보이는 것이다. 즉, 기수

환경에서 아가미 Na+/K+-ATPase 활성은 감소하는 경향을 보이지만, 고염분

또는 저염분 환경에서는 높은 경향을 보인다(Laiz-Carrión et al, 2005).

VI장에서는 PRL, AVT, IT 유전자 발현을 통하여 A. melanopus의 저염분

환경 적응 가능성을 확인하였다. 본 연구에서는 저염분환경의 A. melanopus

를 대상으로 삼투압조절 기관인 아가미와 아가미 Na+/K+-ATPase 그리고 혈

액 분석을 통하여 삼투압 조절 능력을 조직학 및 생리·생화학적으로 조사하였

다.
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2. 재료 및 방법

2-1. 실험어 및 실험구

A. melanopus 30마리를 200L 원형수조(34 psu; 13L:11D; 26.5℃)에서 5일간

적응시켰다. 실험 당일 15 psu가 되도록 담수를 첨가한 후, 0시간째인 SW구

를 대조군으로 시간별(4, 8, 24h 및 144h)로 5마리씩 샘플링을 하였다. 단,

Na+/K+-ATPase 활성은 48h구를 추가하였다. 모든 실험은 2반복으로 실시하

였다.

2-2. 아가미의 조직상

2-2-1. 주사전자현미경 관찰

절취한 아가미를 2.5% glutaraldehyde 용액(4℃)에서 2시간동안 1차 고정을

하였다. 1차 고정 후, PBS로 10분간 세척하고 1% osmium tetroxide (OsO4)

(4℃)에서 2시간동안 2차 고정을 하였다. 고정이 끝난 재료는 PBS로 다시 세

척하여 ethanol 단계별로 50%에서 100%까지 15분씩 탈수를 하였다. 탈수 후,

시료를 critical point dryer에서 건조시켰다. 그리고 ion sputter를 이용하여

gold palladium-coating(15∼20 nm)후 주사전자현미경으로 관찰하였다.

2-2-2. 투과전자현미경 관찰

1, 2차 고정후 탈수는 주사전자현미경과 동일하다. 탈수 후 propylene oxide

와 epon 혼합물에 넣어 Epon 812로 포매하였다. 0.5 µm로 절편된 시료를

toluidine blue로 염색하여 관찰부위를 결정한 다음, 다시 70 nm 두께로 절편

하였다. 이후 uranylacetat와 leadcitrate 용액으로 이중 염색하여 투과전자현미

경으로 관찰하였다.

2-3. Na+/K+-ATPase 활성

Na+/K+-ATPase 활성은 Lin et al. (2006)의 방법을 수정하여 실시하였다.

아가미 새엽 4개를 새궁으로부터 분리하여 100ul ice-cold SEI buffer(150
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mM sucrose, 10 mM EDTA, 50 mM imidazole, pH 7.3)에 넣어서 분석 전

까지 -77℃에 보관하였다. 냉동된 새엽을 서서히 녹인 후, 25 ul SEID(0.5g

deoxycholate/100mL SEI)를 넣어 7∼8초간 분쇄시켰다. 원심분리(5000g, 30

초)후, 상층액을 새 튜브로 옮겼다. ATPase/GTPase Assay Kit (DATG-200,

QuantiChrom, USA)의 사용법을 따라 Pi의 농도를 측정하였다.

2-4. 혈액의 채취 및 분석

실험어로부터 혈액을 채취하기 전에 공급한 먹이가 어체의 혈액성상에 미치

는 영향을 최소화하기 위하여 채혈 24시간 전부터 실험어를 절식시켰다. 각

실험구에서 3마리(2반복)씩 무작위로 선정하였으며, heparin sodium으로 처리

된 주사기(1mL)로 미부혈관으로부터 혈액을 채취하여 pooled sampling을 하

였다. 채취한 혈액은 10분간 13000 rpm으로 4℃에서 원심분리 후, 혈장을 분

리하여 -77℃에 보관하였다. 혈장 Na+, K+, Cl-, 글루코스, AST(aspartate

aminotransferase), ALT(alanine aminotransferase)와 혈장 삼투질 농도는 각

각 Biochemistry Autoanalyzer(Hitach 7180, Hitach Co., Japan)로 Vapor

Pressure Osmometer(Vapro 5520, WECOR Co, USA)로 분석하였다.

2-5. 통계분석

실험결과의 자료값은 mean±S.E.로 나타내었다. SPSS(ver. 17)를 이용하여

자료값의 정규성 및 등분산성 가정을 만족하는지를 조사하였다. 두 조건을 만

족하는 경우, 모수적인 방법인 one way-ANOVA를 실시하였으며, Tukey’s

multiple range test로 95%신뢰수준에서 유의차 유무를 검정하였다(P<0.05).

두 조건을 만족하지 않을 경우, 비모수적인 방법인 Kruskal-Wallis test를 실

시하였고, Tukey test using ranks로 유의성을 검정하였다.
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3. 결 과

3-1. 아가미의 조직상

주사현미경관찰 결과, 해수 A. melanopus 아가미의 표면은 반원형태의 패어

있는 모습이었다. 반면에 15 psu의 새변 표면은 대체로 평평한 형태(Fig. 22,

A, B)였으며, TEM을 통한 조직상 결과, 해수 아가미는 염류세포의 apical

crypt와 그 주변에 핵과 미토콘드리아가 관찰되었다. 15 psu의 아가미는

apical crypt가 닫혀져있는 조직상이 보였고 그 위는 pavement cell이 덮고 있

는 형상이었다(Fig. 22, C, D).

3-2. 아가미 Na+/K+ ATPase 활성

해수의 Na+/K+ ATPase 활성은 0.46±0.1 µmol Pi/mg protein-1·hr-1 이었으나

15 psu로 이동 후, 4, 8, 24h구에서 각각 0.99±0.2, 0.83±0.1, 0.91±0.2 µmol

Pi/mg protein-1·hr-1로 시간이 경과함에 따라 증가하는 경향을 보였다. 특히, 4h

구와 24h구는 대조구와 유의차를 보였다. 그러나 48, 144h구는 각각 0.45±0.1,

0.55±0.1 µmol Pi/mg protein-1·hr-1로 대조구와 비슷한 수준이었다(Fig. 23).

3-3. 혈장 Na+, K+, Cl- 및 삼투질 농도

해수에서 15 psu로 이동 후, 시간경과에 따른 혈장 Na+, K+, Cl- 및 삼투질

농도는 Table 15와 같다. 혈장 Na+의 농도의 경우, SW구는 205±3.9 mEq/L였

으나 15 psu의 4, 8, 24h구에서는 각각 172±3.8, 170±3.9, 175±3.3 mEq/L로 감

소하였다. 그러나 144h구는 192±2.2 mEq/L로 대조구보다 상대적으로 낮은 수

치였지만 4, 8, 24h구보다 높았다. 혈장 K+의 농도의 경우, SW구는 5.4±0.4

mEq/L로 5.8±0.1, 5.3±0.2 mEq/L였던 4, 8h구와 비슷한 수준이였다. 그러나

24, 144h구는 각각 4.8±0.1, 4.9±0.3 mEq/L로 낮아지는 경향을 보였다. 혈장

Cl-의 경우, SW구는 189.1±1.0 mEq/L였으나, 4, 8, 24h구는 각각 159.6±3.6,

156.2±4.2, 158.2±2.2 mEq/L로 다소 감소하는 경향을 보였다. 그러나 144h구는
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Fig. 22. Scanning electron micrographs (SEM) and transmission electron

micrographs (TEM) of gill lamella of Amphiprion melanopus

transferred to 15 psu from seawater. A: seawater-SEM, B: 15

psu-SEM, C: seawater-TEM, D: 15 psu-TEM. AC: apical crypt,

F: filament, L: lamella M: mitochondria, N: nucleus, PVCs:

pavement cell, Bar: A-B: 20 μm, C-D: 2 μm.
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Fig. 23. Gill Na+/K+-ATPase activity of Amphiprion melanopus

transferring to 15 psu from seawater. Values are mean±S.E.

(n=6). Different letters indicate significant difference

(P<0.05).
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Table 15. Levels of plasma Na+, K+, Cl- and osmolality in Amphiprion

melanopus upon its adaptation to 15 psu water

Elapsed time

(hours)

Na
+

(mEq/L)
K
+

(mEq/L)
Cl
-

(mEq/L)
Osmolality
(mOsm/kg)

SW 205±3.9 5.4±0.4 189.1±1.0 379.0±1.0

4 172±3.8 5.8±0.1 159.6±3.6 312.5±5.5

8 170±3.9 5.3±0.2 156.2±4.2 313.0±3.0

24 175±3.3 4.8±0.1 158.2±2.2 331.5±2.5

144 192±2.2 4.9±0.3 174.1±2.1 351.5±0.5

Values are mean±S.E. (n=6).
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174.1±2.1 mEq/L로 다시 증가하는 경향을 보였으나 SW구보다 낮은 수치였

다. 혈장 삼투질 농도는 SW구가 379.0±1.0 mOsm/kg였고 4, 8h구는 각각

312.5±5.5, 331.5±2.5 mOsm/kg로 다소 감소하는 경향을 보였다. 그러나 24h,

144h구는 각각 331.5±2.5, 351.5±0.5 mOsm/kg였다. 이는 4, 8h구보다 상대적으

로 높지만 대조구보다는 상대적으로 낮았다.

3-4. Glucose, AST, ALT 및 총 단백질

해수에서 15 psu로 이동 후 시간경과에 따른 혈장 glucose, AST, ALT 및

총 단백질의 변화는 Table 16과 같다. Glucose의 경우, SW구가 44.1±4.1

mg/dL였던 것이 4, 8h구에서 각각 31.1±0.9, 26.3±1.3 mg/dL로 감소하는 경향

을 보였다. 24h구는 42.6±1.4 mg/dL로 다시 대조구 수준으로 회복하는 경향을

보였으나 144h구에서는 32.7±0.4 mg/dL로 다시 감소하였다. AST의 경우, SW

구가 247.6±1.4 IU/L였다. 4h구는 349.2±1.2 IU/l로 대조구보다 높은 수치였으

나 8, 24h구가 각각 205.7±5.3, 112.7±1.3 IU/L로 4h구보다 낮아지는 경향을 보

였다. 144h구는 305.2±0.8 IU/L로 대조구보다 높은 수치였다. ALT의 경우,

SW, 4h구는 각각 40.7±0.6, 40.6±0.4 IU/L로 비슷했지만 8, 24h구는 각각

32.7±0.6, 21.5±0.5 IUL로 감소하였으며, 144h구는 45.6±0.6 IU/L로 가장 높은

수치를 보였다. 총 단백질의 경우, SW구는 2.1±0.1 g/dL였지만, 4, 8, 24h구는

1.4±0.1, 1.5±0.1, 1.4±0.1 g/dL로 감소하였으나, 144h구는 2.0±0.1 g/dL로 대조

구 수준으로 회복하였다.

4. 고 찰

주사전자현미경의 조직상에서 해수 새변의 표면은 오목한 형태를 취한 반

면, 15 psu에서는 상대적으로 평평한 형태이다. 일반적으로 MRCs의 apical

membrane은 평면이거나 주변 PVCs의 위로 돌출되어있는 형태이다. 왜냐하면
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Table 16. Levels of plasma glucose, AST, ALT and total protein in

Amphiprion melanopus upon its transfer to 15 psu water

Elapsed time

(hours)

Glucose
(mg/dL)

AST
(IU/L)

ALT
(IU/L)

Total protein
(g/dL)

SW 44.1±4.1 247.6±1.4 40.7±0.6 2.1±0.1

4 31.1±0.9 349.2±1.2 40.6±0.4 1.4±0.1

8 26.3±1.3 205.7±5.3 32.7±0.6 1.5±0.1

24 42.6±1.4 112.7±1.3 21.5±0.5 1.4±0.0

144 32.7±0.4 305.2±0.8 45.6±0.6 2.0±0.1

Values are mean±S.E. (n=6). SW: seawater. AST: aspartate aminotransferase

ALT: alanine aminotransferase.
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다양한 형태의 미세융모(microvilli)가 PVCs의 주변에 존재하기 때문이다

(Perry et al, 1992; Perry, 1997). 그러나 본 연구에서는 미세융모를 관찰할 수

없었다. 투과 전자현미경의 조직상에서 염류세포의 apical crypt가 닫혀있는

형상을 확인 할 수 있다. 특히, MRCs의 apical membrane은 다사 세포간 연

결 PVCs와 접합되어 있는 모습이었다. 그러므로 A. melanopus는 저염분 환

경에 따른 삼투압 현상으로 인해 발생되는 체내 이온의 누출을 최대한 방지하

고자 아기미의 조직학적 변화를 일으킨 것으로 보인다. 광염성 어류인

Killifish F. heteroclitus를 저염분 환경에 순치한 실험에서도 이와 동일한 결

과가 나타났다(Katoh et al., 2003). 해산 경골어류에서 염류세포의 주요 기능

은 Na+과 Cl- 배출에 의한 삼투압조절이다. 염류세포는 많은 미토콘트리아를

함유하고 있어서 Na+/K+-ATPase의 작용에 필요한 에너지를 공급하는 역할을

한다. 체내로부터 이온 배출에 대한 기작은 4가지 주요 수송체와 채널에 의해

이루어진다. 1) apical crypt에 위치한 cystic fibrosis transmembrane

conductance regulator 타입의 Cl-채널, 2) 기저부의 Na+/K+/Cl- cotransporter,

3) 기저부의 Na+/K+-ATPase, 4) 기저부의 K+채널이다.

해수에서 15 psu로 염분을 낮추고 4시간에서 24시간 동안 Na+/K+-ATPase

활성은 증가하는 경향을 보였지만, 48시간부터는 다시 감소하여 대조구 수준

으로 돌아왔다. 염분변화 후 초기에 Na+/K+-ATPase 증가는 급격한 염분변화

에 따른 일시적인 현상으로 보이며, gilthead sea bream Sparus auratus에서

도 같은 경향이 나타났다(Laiz-carriIón et al., 2005). F. heteroclitus나 Chelon

labrosus, Dicentrarchus labrax와 같은 광염성어류의 Na+/K+-ATPase 활성은

저염분 또는 고염분 환경에서 높은 반면, 기수환경에서는 낮은 경향을 보인다

(Towle et al., 1977; Gallis et al., 1979; Jensen et al., 1998). 본 연구에서 4시

간째 일시적으로 증가한 것은 담수 유입으로 인한 일시적인 반응으로 추측된
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다. 뱀장어나 연어의 회유, 내만에서 감성돔, killifish의 이동은 급격한 염분변

화를 겪게 되는 원인이므로 염분 변화에 광염성 어류는 빠른 적응능력이 필요

하다. 일부 어류의 아가미 상피세포에서 염분변화를 감지하는 osmoreceptor가

존재한다는 보고가 있다(Perry et al., 1992; Zadunaisky et al, 1995).

본 실험의 A. melanopus의 삼투질 농도는 15 psu로 전환된 후 4시간째부터

감소하는 경향을 보였다. 일반적으로 해수어는 환경수의 삼투질 농도가 체내

보다 높으면, 삼투압에 의해 체내의 수분이 외부로 빠져나가게 되는 현상을

겪게 된다. 그러므로 어류는 체내의 삼투질 농도를 일정하게 유지하기 위하여

외부의 해수를 다시 섭취하고 신장에서 이온을 여과하여 수분을 보충한다. 그

리고 아가미와 오줌을 통해 여과된 이온을 체외로 배출하는 저삼투압조절

(hypo-osmoregulation)을 하게 된다. 이와 반대로 담수어는 체내의 이온이 체

외로 빠져나가므로 체외로부터 물을 흡수하여 신장에서 이온을 재흡수하여 보

충하고 묽은 오줌을 배출함으로써 고삼투압조절(hyper-osmoregulation)을 한

다. 본 연구에서는 해수에서 15 psu로 옮긴 후, 4, 8, 24시간째에 Na+, K+, Cl-

및 삼투질 농도는 대조구에 비해 낮았지만, 144시간째에 대조구 수준으로 회

복되었다. A. melanopus는 담수어가 겪는 고삼투압조절을 한 것으로 생각된

다. 본 실험에서 해수를 15 psu로 염분을 낮추는 방법은 계산에 의해 일정량

의 해수를 배출시키고 담수를 15분 동안 바로 추가하였다. 아마도 급격이 유

입된 담수는 해수와 섞이기 전에 각 실험어에게 자극을 주었을 것이며, 어체

는 충분히 섞이지 않은 담수와의 접촉으로 인해 고삼투압조절로의 전환이 늦

어진 것으로 생각된다. 광염성 어류에서 염분에 따라 U형태를 나타내는

Na+/K+-ATPase 활성이 4시간 째 급격히 증가한 것으로부터 이와 같은 예상

을 할 수 있게 한다. 이후에 각 지표들이 대조구 수준으로 회복한 것을 통해

서, 수 시간 또는 수 일 이내에 삼투압조절기구의 전환이 일어남으로써 원래
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대로의 수준으로 회복하는 것으로 추측된다. 해수에서 저염분으로 옮긴 sea

bream, 장기간 담수에서 사육한 감성돔의 연구결과(Mancera et al., 1993; Min

et al., 2005)를 통해 한달 이내에 이온 및 삼투질 농도가 원래의 수준으로 돌

아온다는 결과가 이를 뒷받침 해주고 있다.

스트레스 지표로서 사용되어온 glucose, AST, ALT, total protein은 어체의

건강도 생리활성을 평가하는 데에도 이용된다(Wedemeyer and McLeay, 1981;

Davis and Parker, 1990). 본 연구에서는 4시간째 AST가 증가하는 것을 제외

하고 각 지표가 대조군보다 비슷하거나 낮은 수치를 보였다. 급격한 염분변화

는 어체에 많은 스트레스를 제공함과 동시에 삼투압조절 능력을 감소시킨다.

반면, 어류의 체내의 삼투질 농도와 환경수의 삼투질 농도가 등장상태일 경우,

어류의 성장이 향상될 수 있다. 해수에서 서식하는 광염성 어류의 경우, 10-20

psu에서 성장이 빨랐다(Bœf and Payan, 2001).

본 연구의 예비실험에서 7 psu 이하에서는 폐사하는 것으로 나타났으나 그

이상의 저염분 환경에서 적응할 수 있는 삼투압조절능력을 갖는 것으로 보인

다. 그러므로 염분별 생리학적 조사를 통해 A. melanopus의 등장환경에 대한

추가 연구가 필요하다.
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VIII. 종합고찰

28종의 clownfish는 형태적 특징에 따라 6개의 complex로 구분된다:

Percula complex (2종), Tomato complex (5종), Skunk complex (6종), Clarkii

complex (11종), Saddleback complex (3종), Maroon complex (1종).

Clownfish류의 번식학적 특징은 어종에 관계없이 비슷한 경향을 나타낸다. 일

반적으로 clownfish류를 포함한 열대성 어류는 연중산란을 한다. 수온이 연중

일정한 열대지역이나 수조환경에서 연중산란을 한다는 것은 환경조건이 안정

적이다는 것을 의미한다. 자연에서 서식하는 A. melanopus은 19.8회/연, 1.6회

/월 산란을 하였으며, 본 연구의 수조환경에서 사육된 A. melanopus은 18.5회

/연, 1.7회/월로 비슷했다. 열대지역에 서식하는 clownfish류의 산란주기는 월

령과 밀접한 관련이 있다. A. melanopus의 산란은 달의 모양이 상현과 하현

일 때 일어나거나 보름달이 뜨는 6일 전이나 그 후를 기점으로 일어난다. 이

와 같은 산란시기에 의해 알이 부화하는 시점과 산호초 주변에 높은 조류가

발생되는 시점을 같게 됨으로써, 초승달과 보름달이 뜰 때 사리로 인한 강한

조류가 부화한 자어를 고루 퍼져나가도록 하는 것으로 예상되고 있다. 수조환

경에서도 월령 조건을 제거하더라도 정상적인 산란이 이루어진다. 그러나 어

미에 따라 산란일이 모두 다르게 나타났다. 이와 같은 경향은 외부 환경자극

보다 물고기 자신에 내재하는 연주기 리듬에 의해서 영향을 받았을 것으로 생

각된다. 자연산 A. melanopus는 200∼400개/회 알을 산란했으며(Ross, 1978),

인공산의 경우, 172-339개/회였다(Hoff, 1996). 반면에, 본 연구에서는 800∼

1180개/회였다. 이러한 차이는 어미의 크기에 따른 것으로 추측된다. 그러므로

큰 어미를 확보하고 월평균 2회 산란을 한다고 가정하면, 연간 약 2만 마리를

생산할 수 있을 것이다. 본 연구에서는 월 최대 4회 산란을 하였다.
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수컷의 egg-fanning 행동은 수정란에 신성한 물을 공급하고, 주변의 이물질

을 제거하는 것으로 판단된다. 특히, 부화 당일 그 횟수는 급격하게 증가한다.

Egg-fanning 행동의 특징은 지느러미를 이용하여 수류를 일으키는 것으로써,

본 연구에서 고안된 회전 수류형 장치가 부화당일 수컷의 행동을 대신 해 줄

수 있을 것으로 예상된다. 특히, 부화판의 개수를 늘릴 수가 있으므로 대량부

화를 시도해볼 수 있을 것이다. 그리고 부화 당일에만 이 장치를 이용하는 것

이 아니라 수정 후 회전 수류형 장치로 부화판을 바로 옮김으로써, 수컷의 알

관리행동을 완전 대처할 수 있는 지에 대한 연구도 필요하다. 현장에서 일부

어미들의 경우, 7일간의 알 관리기간 동안 알을 먹거나 제거하는 행동을 보이

기도 한다. 이러한 행동은 어미의 영양적 문제, 스트레스 그리고 습관적 행동

으로 추측되며, 결국, 생산성을 감소시키게 된다. 장시간 동안 수정란에 미치

는 요인으로 수류의 주기, 물교환 및 미생물 제거 등이 존재하기 때문에 이와

관련된 추가연구가 필요하다고 생각한다.

관상어는 성장보다는 체색과 같은 미적인 측면에 의해 그 가치가 결정된다.

그러나 현재 인공적으로 번식되는 해수 관상어의 초기 성장을 위해 식용 어류

양식에서 이용하는 rotifer와 Artemia와 같은 먹이생물을 공급하고 있다. 그러나

관상어는 식용어와 달리 작은 크기에도 상품으로 판매될 수 있기 때문에 초기

에 체색발현에 대한 먹이개발이 시급하다. 본 연구에서 이용된 T. japonicus를

공급한 실험구는 육안관찰이나 CMYK분석에서 월등하게 진한 체색을 보였다.

이러한 요각류는 단백질, 고도 불포화 지방산 등을 함유하고 있어서 자치어의

건강도에도 중요한 역할을 할 것으로 생각된다.

일반적으로 갑상선호르몬은 어류의 변태와 성장에 직접 관여하는 것으로 알

려졌지만, 본 연구를 통해 체색 발달에도 관여를 할 것으로 예상된다. A.

ocellaris를 대상으로 갑상선호르몬 처리에 따른 실험에서 흰 줄무늬가 완전히
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제거되었다. 현재 미국과 유럽의 일부 업체에서는 온 몸에 흰 줄무늬 퍼져나

가 있는 형태의 A. ocellaris를 시중에 고가의 가격에 판매하고 있다. 그 방법

은 공개하고 있지 않지만, 유전적, 영양적 또는 호르몬 처리를 통한 내분비적

방법 등이 이용되었을 것으로 예상된다. 그러나 이와 관련된 국내 연구는 매

우 미흡한 실정이므로 앞으로 추가 연구가 필요하다.

본 연구에서는 CMYK 수치를 통한 체색분석법을 최초로 시도하였다. 색차계

는 어체의 절대적인 수치를 확인할 수 있지만, 그 부피가 커서 자치어와 같은

작은 어류의 특정 부위를 측정하기 어렵고, 측정을 위해서 센서를 몸체에 밀착

시켜야 하기 때문에 측정과정에서 어체에 스트레스를 유발시킬 수 있다. 그러므

로 동일한 환경조건에서만 촬영을 한다면, 고가의 색차계를 이용한 방법보다도

유용하게 어체의 체색을 비교분석할 수 있을 것으로 사료된다.

어류에 있어 염분은 대사활동, 삼투압조절 및 생체리듬 등에 영향을 주기 때

문에 연어과 같은 회유성 어류 및 기수지역에 서식하는 광염성 어류의 생활사에

있어서 매우 중요한 요인으로 작용한다. 따라서 염분에 대한 어류의 내성 및 적

용기구 등을 구명하기 위하여 광염성 어류를 대상으로 이들의 삼투압조절에 대

한 많은 연구들이 수행되고 있다. 최근에는 일부 해수어를 염분이 30 psu이상인

일반 해수보다 10∼15 psu의 낮은 염분에서 사육할 때, 그 성장이 빠르다는 연

구결과들이 croaker Micropogonias furnieri, sea bream S. aurata, tilapia O.

aureus, turbot Scophthalmus maximus 등에서 보고되고 있다(Aristizabla, 1992;

Suresh and Lin, 1992; Woo and Kelly, 1995; Gaumet et al., 1995). Clownfish

류의 염분과 관련된 연구는 거의 없는 실정이다. 본 연구결과 A. melanopus는

15 psu에서도 생존하였다. 그리고 담수적응호르몬을 잘 알려져 있는 prolactin

유전자의 구조를 밝혔고, 15 psu 적응 후 24시간 째 발현정도가 높아진 것을 확

인하였다. 뱀장어 등과 같이 prolactin 없이도 담수에 적응할 수 있는 종도 있지
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만, 지금까지 연구된 모든 광염성 어류를 높은 삼투압 환경에서 낮은 삼투압 환

경으로 옮기면 혈액 중의 prolactin 농도가 상승하고, 역방향으로 옮기면 저하한

다. A. melanopus의 삼투압조절 능력을 확인하기 위해서는 생존가능 염분범위를

조사하고 그에 따른 생리학적 반응에 대한 연구가 필요하다. 그리고 기수사육을

통한 성장향상을 이루기 위해서 등장염분에 대한 추가 연구도 필요하다.

Prolactin은 염류세포의 수, 형태, 분포에 직접적인 영향을 주는 것으로 보인다.

O. mossambicus와 S. aurata 아가미의 염류세포에서 prolactin receptor가 확인

되었다. 본 연구에서도 아가미의 전자현미경적 관찰 결과, 15 psu의 아가미와 해

수의 아가미는 형태적 차이가 있었다. 아가미 Na
+
/K
+
-ATPase에 대한 prolactin

의 영향은 불분명하다. Prolactin이 Na+/K+-ATPase 활성을 감소시키는지

(Sakamoto et al., 1997; Shepherd et al., 1997; Kelly et al., 1999), 증가시키는

지(Boeuf et al., 1994; Leena and Oommen, 2000), 또는 어떠한 영향도 미치지

않는지(Madsen et al., 1995; Eckert et al., 2001)에 대한 연구보고가 있다. 본

연구에서는 prolactin은 24시간째에 높은 발현을 보였고, Na+/K+-ATPase 활

성은 24시간 이후부터 감소하는 경향을 나타내었다. 삼투질 농도의 경우도 마

찬가지로 24시간부터 증가하다가 144시간째에는 대조구 수준으로 돌아왔다.

Prolactin외에 담수적응호르몬으로 arginine vasotocin과 isotocin이 있다. 두 호

르몬 모두 어종, 염분범위에 따라 다르게 나타나기 때문에 삼투압 조절에 관여

에 대해서는 아직 불확실하다. 이것은 각 호르몬의 수용체가 삼투압 조절기관에

존재하는 지를 추가 조사함으로써 두 호르몬의 삼투압 조절 관여에 대하여 밝힐

수 있을 것이다.
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요 약

1. 산란주기와 번식행동

Amphiprion melanopus 어미 네 쌍(A, B, C 및 D)을 수온, 염분 및 광주기

가 일정하게 유지되는 환경에서 1,675일 동안 사육하였다. 사육일 동안 총 산

란횟수는 최소 38회에서 최대 127회, 연간 산란횟수는 최소 12.6회에서 25.4회

였으며, 월간 산란횟수는 1.4회에서 2.3회였다. 월간 최대·최소 산란횟수는 각

각 4회, 0회였다. 4쌍 모두 특정 휴지기를 제외하고 연중산란을 하였다. A와

B는 각각 6개월, 5개월의 휴지기가 있었던 반면, C와 D는 각각 6개월, 8개월

의 휴지기가 있었으며 간헐적으로 나타났다. 월령이 차단되고 수온, 염분, 및

광중기가 일정한 환경에서 A. melanopous의 산란은 개체의 연주리듬을 따르

는 것으로 보인다.

A. melanopous의 산란행동은 4단계로 구분된다. 1) 부화판과 주위 청소, 2)

암컷의 산란관으로 부터의 점액질 점착, 3) 산란 및 수정, 4) 수컷에 의한 수

정란 관리. Clownfish류는 산란전에 항문에서 산란관이 돌출된다. 본 실험에서

는 산란 전에 암컷이 자신의 산란관에서 점액질을 부화판에 점착시키는 모습

이 10∼15분 동안 관찰되었다. 암수의 산란 및 수정은 50∼60분이 소요되었다.

수컷은 egg-fanning을 하여 수정란 관리하였으며, 부화일이 가까워질수록 그

횟수가 증가하는 경향을 보였다.

2. 난발생, 자치어발달

수정란은 타원형의 침성부착란으로 불투명한 색이었으며, 장경 2.37±0.09

mm, 단경 0.94±0.91 mm였다. 난황에는 다양한 크기의 많은 유구가 보였다.

상실기는 수정 후 9시간째에 일어났으며, 19.3시간에는 배반엽이 난황의 절반
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을 덮었다. 46시간이 지나고 나서 머리에서 안포와 이포가 형성되었고 수정

후 57.0시간째에는 꼬리가 난황과 분리되었고, 근절은 24～25개가 되었다. 70.0

시간이 경과하고 나서 심장형성과 함께 심장박동이 관찰되었으며 분당 심장

박동수는 160.0회였다. 부화까지 180시간 소요되었고 부화율은 89.5%였다. 소

등 후 1.5시간에서 2시간 사이에 부화하였다.

갓 부화한 자어(3.5±0.3 mm)는 대부분 난황을 흡수한 상태였고 몸은 투명했

다. 부화 후 5일째 자어는 체색이 검게 변해있었고, 9일째 머리 윗부분과 등지

느러미부근에서 흰색 줄무늬기 나타나기 시작했다. 부화 후 15∼20일째 자어

의 체색은 검게 변했으며, 머리와 몸 중간 부위의 흰 줄무늬도 선명했다. 25일

째가 지나면서 꼬리지느러미에도 흰 줄무늬가 나타가기 시작했고, 부화 후 30

일째 자어의 입 주변과 각 지느러미는 주황색으로 선명했으며, 등지느러미와

꼬리지느러미의 흰 줄무늬는 사라지기 시작했다. 부화 후 60일째 자어의 몸

전체의 색깔은 진한 고동색에서 적갈색으로 변해 있었다. 90일 째 자어의 3개

흰 줄무늬 중 머리 줄무늬만이 남아 있었다.

갓 부화한 자어를 20일 동안 세 가지 형태의 먹이를 공급하고 생존율을 조

사한 결과, rotifer, Artemia nauplii 그리고 영양강화 Artemia를 공급한 실험

구의 생존율이 78.3%로 가장 높았다. 그러나 rotifer만 공급한 실험구는 실험

종료 전에 전량 폐사하였는데, 부화 후 9∼10일 사이에 가장 많은 폐사개체가

발생하였다. 이 시기는 9일째 흰 줄무늬가 발생되는 시점과 같다는 점에서 보

면, 체색발달과 함께 변태과정에 필요한 충분한 에너지원이 공급되어야 한다

는 것을 시사한다.

3. 인공 부화장치 개발

Clownfish 수정란의 효율적인 부화를 위하여 에어레이션형, 스프레이형, 회
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전 수류형 부화장치를 이용하여 A. melanopus, A. ocellaris, A. polymnus 그

리고 Premnas biaculeatus의 부화율을 조사하였다. 그 결과, 4어종 모두 회전

수류형에서의 부화율이 85%이상으로 가장 높았다. 에어레이션형과 스프레이

형은 각각 60.5%, 74.4%였다. 부화율이 가장 높았던 회전 수류형을 대상으로

부화판의 개수를 2, 3, 5개를 각 부화장치에 넣어 부화율을 조사한 결과, 각각

87.3%, 81.8%, 82.0%로 2개의 부화판을 넣었을 경우, 비교적 높은 부화율을

나타내었다. 그러나 부화판을 2개 이상 넣더라도 부화율이 80%이상이었으므

로 실제 생산량으로 보았을 때 5개의 부화판이 더 많은 양의 수정란을 부화시

킬 수 있을 것으로 예상된다.

4. 체색변태에 미치는 먹이종류와 갑상선호르몬(T3)의 영향

먹이생물에 따른 실험은 부화 후 10일째 자어를 대상으로 EA(only enriched

Artemia)구, ATenriched Artemia + Tigriopus japonicus), TJ( only T.

japonicus)으로 구분하여 7일간 실시하였다. 갑상선호르몬 실험의 경우, 부화

후 7일째 자어를 0, 2, 4 및 6 ppm의 농도로 1시간 동안 침지하여 10일간 사

육하였다. 그리고 체색 농도에 대한 분석은 photoshop (Adobe, USA)의

CMYK 분석법을 이용하였다. 체색분석 부위는 입주변, 머리의 흰 줄무늬, 몸

중앙, 등지느러미 그리고 꼬리지느러미였다.

먹이생물에 따른 성장결과에서 AT구는 11.3±0.7 mm으로 가장 빠른 성장을

보였지만, 10.9±0.8 mm인 TJ구와 유의한 차이가 없었다. EA구는 10.2±0.8

mm였다. CMYK분석 결과, TJ구의 입 주변과 등지느러미는 각각 81.8±3.5%,

75.8±6.7%로 가장 높은 magenta 수치를 보였다. 등지느러미에서도 TJ구가

94.8±4.3%로 가장 높은 yellow 수치를 나타냈다. 갑상선호르몬 처리에 따른

성장은 4 ppm구가 11.4±0.4 mm로 가장 빠른 성장을 보였던 반면 6 ppm구는
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10.2±0.5 mm로 가장 느린 성장을 보였다. 등지느러미의 CMYK 분석 결과, 2

ppm구와 4 ppm구의 yellow 수치는 각각 92.8±3.5%, 93.8±4.0%였고, magenta

수치는 67.4±5.3%, 56.0±8.4%로 대조구보다 높은 경향을 보였다. 꼬리지느러미

의 경우, 4 ppm구에서 magenta와 yellow 수치가 각각 73.6±3.6%, 99.8±0.2%

로 다른 실험구에 비해 가장 높았지만 2 ppm구와 유의차가 없었다. 본 실험

을 통해 먹이생물인 T. japonicus와 호르몬인 T3를 이용하여 성장과 체색 향

상을 확인할 수 있었다. 그리고 자치어와 같은 작은 개체의 체색 분석을 위해

photoshop의 CMYK 분석방법은 유용하게 이용될 수 있을 것으로 생각된다.

5. Prolactin, arginine vasotocin 및 isotocin 유전자 클로닝 및 저염분

환경에 의한 유전자 발현

A. melanopus의 pro-PRL, prepro-AVT, prepro-IT cDNA의 구조를 밝혔

다. PRL 전구체는 212개의 아미노산으로 이루어져 있었고 그 중 24개의 아미

노산은 신호 펩타이드, 188개의 아미노산은 mature 단백질로 되어 있었다.

AVT full cDNA는 총 153개의 아미노산으로 이루어져 있었으며, 신호펩타이

드는 19개, mature AVT는 9개, Neurophysin은 125개의 아미노산으로 이루어

져 있었다. IT는 총 156개의 아미노산으로 이루어져 있었고, 19개의 신호펩타

이드, 9개의 IT, 128개의 Neurophysin으로 이루어져 있었다. A. melanopus를

15 psu로 염분을 감소시킨 후, 0, 4, 8, 24, 48h 그리고 144h에 뇌와 뇌하수체

를 분리하여 세 유전자의 발현을 조사한 결과, PRL은 24h구에서 가장 높은

발현을 보였다. 48h과 144구는 다소 감소하는 경향을 보였다. AVT와 IT 모두

48h구와 144h구에서 대조구에 비해 발현도가 증가하는 경향을 보였다.
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6. 저염분 사육에 따른 생리·생화학적 조사

A. melanopus를 15 psu로 염분을 감소시킨 후 아가미를 주사전자현미경으

로 관찰한 결과, 해수의 아가미 표면은 매우 고르지 않았지만, 15 psu의 아가

미표면은 평평한 형태였다. 특히, 투과 전자현미경을 통한 관찰의 경우, 해수

아가미에는 염류세포의 바깥 표면에 apical crypt가 관찰된 반면, 15 psu 아가

미의 염류세포에는 apical crypt가 관찰되지 않았다. 또한, 아가미의 표면이

pavement cell에 의해 외부환경과 차단되어 있는 형태였다. 시간별 혈장 Na+,

K+, Cl- 및 osmolality은 4, 8, 24시간째에 대조구에 비해 낮은 경향을 보였지

만 144시간째에는 세 실험군보다 높았다. 스트레스 지표인 glucose, AST,

ALT의 경우, 4시간 째 AST를 제외하고 대조군 보다 낮았지만 144시간째는

다시 증가하는 경향을 보였다. 아가미의 Na+/K+-ATPase 활성은 15 psu로 전

환된 후 4h, 8h, 24h구에서 활성이 증가되었다. 특히, 4h와 24h구에서 SW구와

유의차가 있었다. 그러나 48h와 144h구는 SW구의 수준과 비슷한 경향을 보였

다. 그러므로 PRL의 발현, Na+/K+-ATPase 활성의 변화, 아가미의 조직학적

변화 그리고 삼투질 농도의 유지를 통해 A. melanopus은 15 psu 환경에서도

생존할 수 있는 능력을 가지고 있는 것으로 보인다. 그러나 AVT와 IT가

144h에도 증가하는 경향을 보였고, 다소 높은 수치의 AST, 그리고 삼투질 농

도가 다소 낮은 경향을 보인 점은 15 psu 환경이 A. melanopus에게 등장환경

이기 보다 저장환경에 가까울 수도 있다는 것을 시사한다.
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배로서 언제나 따뜻한 격려와 위로를 아끼지 않으신 선문대학교 권준영 교수

님과 국립수산과학원의 임한규 박사님께 이 자리를 빌어 감사의 마음을 전합

니다. 또한 항상 먼발치에서 저를 지켜보면서 좋은 논문을 쓸 수 있도록 조언

을 아끼지 않으신 국립수산과학원의 김태익 박사님, 이정용 박사님, 김성희 사

무관님께도 감사의 말씀을 전합니다. 그리고 석사 때부터 선배로서 또는 친구

로서 그리고 이제는 학자로서 같은 길을 걷게 될 국립수산과학원의 정민환 박

사님께도 감사의 말을 전합니다.

논문실험을 수행함에 있어 힘든 일, 궂은 일 마다하지 않고 실험을 도와준

번식생리학 연구실의 김영수, 정종균, 김기태, 박준형님께 감사를 드립니다. 그

리고 실험을 위해 수많은 물고기를 해부하고 샘플링하는데 도와주고 실험진행
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에 불편함이 없도록 신경써주신 분자생화학 연구실의 강경묘, 김초원, 최미진,

황인철님께도 깊은 감사를 드립니다. 그리고 바쁜 와중에도 실험분석과 조언

을 아낌없이 해주신 LMO 연구소의 이상윤님, 한국해양대학교의 김나나님께도

감사드립니다. 또한, 대학원 과정동안 생활하는 데 불편없도록 신경써주신 최

수희 선생님과 강경림 선생님께도 감사를 드립니다. 실험 중 힘들 때 종종

격려해 주었던 대학원 유일한 동갑내기인 사료영양 연구소의 배준형 박사님

께 감사드립니다. 그리고 위트 있는 유머로 사람을 즐겁게 해는 최오성님과

지금은 일본에서 줄기세포 연구를 하고 있는 이승기님께도 감사의 마음을 전

합니다.

5년이 넘는 긴 시간 동안 공부하는 데 공부에만 전념해 줄 수 있도록 아낌

없이 지원해주신 아버님, 그리고 저의 정신적 지주이신 어머님께 감사의 마음

을 전하며, 두 분의 건강을 진심으로 기원합니다. 그리고 서울에서 직장생활로

바쁜 와중에도 술 한잔 기울여주면서 격려의 말을 아끼지 않았던 큰형 노도철

님과 작은형 노준형님께도 진심으로 감사의 마음을 전합니다.

제가 지금까지 공부하는 데 있어서 빼 놓을 수 없는 두 분이 계십니다. 분

자생화학 연구실의 김종명 교수님과 국립수산과학원의 민병화 박사님께 죄송

하고 또 감사드립니다. 앞으로 가르쳐주신 것들을 토대로 기대에 어긋나지 않

는 학자가 되도록 하겠습니다. 끝으로 본 연구를 위해 아낌없이 자신을 희생

해준 cinnamon clownfish들에게 이 영광을 돌리겠습니다.

이 논문의 실험은 한국학술진흥재단의 2006년 문제해결형인력양성지원사업

의 지원으로 실행되었습니다.
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