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            초록
          
        

        
          Settlement and metamorphosis of marine invertebrate larvae are induced by substratum-specific biochemical signals from the environment. In several species, a basic similarity between the biochemical signals required for induction of larval settlement and metamorphosis has been found. These inducers are protein or peptide associated from amino acids. So we thought that larvae and adult were closely connected. We analyzed amino acids of the Urechis unicinctus larvae, mucus, egg and sperm. And investigation was carried out on the effects of six different amino acids on larval settlement of the Urechis unicinctus. Among them, the most effective amino acid was leucine which had a lower threshold of settlement of 1×10-7M and caused settlement rate was more than 20%. Glycyn, alanine, lysine, aspartic acid and glutamic acid had thresholds between 1×10-6M and 1×10−2M. On the other hand, lysine induced a high percentage of larval settlement at 1×10-5M, but became toxic at high concentration.
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      Ⅰ. 서 론
      해양을 포함하여 지구상에는 약 100만 종 이상의 동물이 서식하고 있으며 이 중 무척추동물이 99%이상을 차지하고 있고 다양한 생활사와 생존전략을 가지고 환경에 적응하며 살고 있다. 해양무척추동물은 대부분 부화 후 부유유생기를 거치며 분산되어 새로운 군집을 형성하기도 하고 또는 어미의 서식지에 착저하여 세대를 이어간다. 부유유생기를 마치고 착저와 변태하는 과정은 성장의 한 형태일수 있으나 많은 생태학자들이 그 과정에 있어 물리ㆍ화학적 요인이 작용한다고 밝혀왔다(Wieczorek & Todd, 1998; Taylor & Wilson, 2003). 물리적 요인에는 부착 또는 잠입기질의 형태, 해류, 진동, 빛 등이 포함되고 화학적 요인은 다른 생물과의 상호작용, 아미노산, 펩타이드, 저질입자에 서식하는 박테리아 등이 작용하는데(Rittschof et al., 1998; Hadfield & Paul, 2001) 종특이성을 가지고 있으며, 단일 또는 복합적 요인이 관여되어 착저와 변태를 유발한다. 최근에는 박테리아로 이루어진 biofilm에 대한 유생착저 및 변태 유발에 대하여 연체동물, 지의류, 극피동물, 갑각류 등에 다양한 해양무척추동물에 대해 많은 연구가 이루어지고 있다(Wahabl et al., 2014; Webster et al., 2004; Webster et al., 2010; Bertrand & Woolacott, 2003; Tamburri et al., 2008; Khandeparker et al., 2006; Anderson & Epifanio, 2009; Freckelton et al., 2017). 한편, 해조류의 histamine 화합물이 성게류 유생의 착저를 유발하고(Swanson et al., 2012), 만각류는 동종의 추출물에 대해서 착저를 유발하며(Matsumura et al., 1998), 연체동물인 Mytilopsis sallei 유생은 K+ 이온과 GABA(γ-aminobutyric acid)에 대하여 착저를 유도한다고 하였다(He et al., 2017).

      개불, Urechis unicinctus는 의충동물문, 의충동물목 개불과에 속하며, 조간대 연성저질에 U자형 관을 파고 서식하고, 연동운동으로 호흡과 섭식을 한다(Kim, 2000). 과거에는 남해안 지역에서만 주로 식용하였으나 현재는 특유의 맛과 향으로 해삼, Stichopus japonicus과 우렁쉥이, Halocynthia roretziere 와 같이 전국적으로 소비되고 있다. 개불은 잠수기어업으로 어획되며 잠수부들이 ‘개불밭’이라고 할 정도로 많은 개체가 특정지역에 집중하여 서식하고 있다. 국내 통계에 따르면 국내 개불 생산량은 2009년 기준으로 약 200톤으로 국내 총 소비량 3천 600톤 대비 점유율이 6% 내외 수준밖에 않되 대부분 중국에서 수입하고 있는 실정이다(MIFAFF, 2012). 최근 국내에서도 개불의 종묘생산 기술이 개발됨에 따라 개불이 서식할 수 있는 서해안과 남해안 연안에 종묘방류가 실시되고 있다. 하지만 개불은 수정 후 개체에 따라 착저시기가 달라(Choi et al., 1999) 계획적 종묘생산을 위해서는 적절한 착저유발 자극이 요구된다.

      국외 개불류의 연구에서는 군집성 서식형태의 형성이 유생시기 화학적 상관관계, 착저와 변태과정에 있어 부유유생의 선택성, 다양한 환경 및 화학적 요인에 의해 작용한다고 보고하였다(Stephano & Gould 1997; Julian et al. 1991; Menon & Arp 1991; 1993; Arp et al. 1993; Eaton & Arp 1993; Toomey & Epel 1993). 따라서, 본 연구는 산업적 가치가 높고, 양식대체품종으로 가능성이 높은 개불에 대하여 착저과정에 미치는 화학적 요인을 조사함으로서 착저과정을 단축과 특정한 지역에 밀집하는 이유를 밝히는데 기초자료를 제공하고자 하였다.

    

    

  
    
      Ⅱ. 재료 및 방법
      
        1. 시료의 채집과 유생사육
        실험에 사용된 개불유생은 2001년 12월 전남 여수시 연안에서 채집한 성숙한 성체를 약 30일간 순치시킨 후 절개법으로 난낭과 정낭을 적출한 후 인공수정을 실시하였으며, 발생과정을 거친 부유유생기의 유생은 멸균한 배양용기에서 사육하였다. 개불유생은 첫 2주 동안 사육수의 약 3/4를 주 3회 환수하였으며, 2주후부터는 4일마다 80㎛ Muller gauze로 싸여진 관을 통해 저층에서 싸이폰하였고, 여과해수를 보충해 주었다. 용존산소량은 6-7㎎/ℓ, 수온은 17±1℃로 유지하였다. 개불유생의 먹이로는 Chlollera sp.을 먹이로 공급하였으고, 사육시 500inds./L의 밀도로 사육하였다.

      

      
        2. 아미노산 분석
        개불유생, 성체의 점액질, 정소와 난소 및 자연해수의 아미노산을 검출하기 위하여 시료 0.7g에 HCl 3㎖를 가하여 24시간 동안 가수분해하고 sodium citrate loading buffer(pH 2.2, 0.2M)를 이용해 10㎖로 정용하고, 다시 10배 희석하여 아미노산 자동분석기(Biochrom 20, USA)로 분석하였다.

      

      
        3. 아미노산에 따른 개불유생의 착저유도
        아미노산에 대한 개불유생의 착저반응을 조사하기 위하여 각기 분석한 아미노산에서 다량 검출된 glycine, leucine, alanine, lysine, aspartic acid, glutamic acid에 대한 유생의 농도별 착저반응을 관찰하였다. 각각의 아미노산 착저유도 시약은 1.0×10-8M~1.0×10-2M의 농도로 희석하여 준비하였으며, 희석시 사용한 해수는 5 ㎛여과지로 여과한 후 멸균한 멸균여과해수에 희석하여 제조하였다. 멸균여과해수에 희석한 농도의 아미노산은 시험관에 30 ㎖씩 각각 분주하였고 착저 전 유생을([Fig. 1]) 각 시험관에 20개체씩 분주하여 착저 유무를 관찰하였다. 실험은 각 3회 반복하였으며 24시간째 착저한 개불유생을 계수하여 착저율을 조사하였다, 대조구로는 일반해수를 이용하였으며, 각 아미노산에 대한 개불유생의 반응을 관찰하였고, 착저효과에 대한 유생반응의 기준은 착저율이 20%이상인 실험구를 유효하게 판단하였다.

        
          
          

          [Fig. 1] 
				
          

          
            Urechis unicinctus larvae.
          
          

          

        

      

    

    

  
    
      Ⅲ. 결 과
      
        1. 아미노산 분석
        개불 유생, 난과 정자, 점액에 대한 아미노산 분석결과 <table 1>과 같다. 개불유생의 아미노산은 총 11,636.99ppm이 검출되었으며, alanine(38.01%), glycone(28.59%), leucine(6.85%), glutamic acid(5.18%) 순으로 많았고 기타 아미노산은 5% 미만이 검출되었다. 개불의 난에서는 총 10,817.47ppm의 아미노산이 검출되었고, leucine(27.81%), alanine(21.32%), lysine(12.82%), glutamic acid(12.32%), methionine(12.12%)의 함량이 5%이상 나타났다. 또한, 개불의 점액질에서는 총 3,420.91ppm의 아미노산 중 glycine이 35.37%, alanine 23.11, leucine 9.14%, lysine 6.08%, phosphoserine 5.33%, serine 5.37% 였으나 정자의 경우 269.55ppm의 가장 낮은 총 아미노산 함량을 나타냈다. 일반해수에서는 각각 1ppm 이하의 phophoserine, glycine, alanine, leucine 등이 미량 검출되었다.

        
          <Table 1> 
				
          

          
            Composition of amino acid
            (ppm)

          
          

        

        
          
            
              	Amino acid
              	U. lavae
              	U. egg
              	U. sperm
              	U. mucus
              	
                
                  S.W.
                
              
            

          
          
            	Phosphoserine
            	114.60
            	54.91
            	11.60
            	182.39
            	0.7
          

          
            	Aspartic acid
            	295.59
            	176.23
            	2.31
            	82.63
            	-
          

          
            	Serine
            	570.31
            	99.36
            	19.06
            	180.15
            	-
          

          
            	Glutamic acid
            	602.51
            	1,332.24
            	2.45
            	167.42
            	-
          

          
            	Proline
            	334.63
            	114.03
            	154.16
            	121.45
            	-
          

          
            	Glycine
            	3,327.22
            	599.36
            	4.96
            	1,209.88
            	0.86
          

          
            	Alanine
            	4,422.86
            	2,306.67
            	2.61
            	790.66
            	0.34
          

          
            	Methionine
            	338.23
            	1,310.88
            	10.64
            	106.96
            	-
          

          
            	Leucine
            	797.71
            	3,007.99
            	29.30
            	312.61
            	0.27
          

          
            	Orinithine
            	228.84
            	76.41
            	7.93
            	12.02
            	-
          

          
            	Lysine
            	377.09
            	1,386.47
            	21.74
            	207.96
            	-
          

          
            	Histidine
            	227.40
            	352.93
            	2.79
            	46.78
            	-
          

          
            	Total
            	11,636.99
            	10,817.47
            	269.55
            	3,420.91
            	2.17
          

        

        
          
            *U.: Urechis unicinctus
          

          
            S.W.: Sea water
          

        

        

      

      
        2. 아미노산에 대한 착저반응
        
          가. Glycine
          Glycine에 대한 개불유생의 반응은 1.0×10-5M~1.0×10-2M까지 나타났으며, 20% 이상의 착저율을 보인 실험구는 1.0×10-3M과 1.0×10-4M에서만 20%이상의 착저율을 나타내었다([Fig. 2]).

          
            
            

            [Fig. 2] 
				
            

            
              Settlement and mortality rate of Urechis unicinctus larva in response to glycine for 24h(p<0.05).
            
            

            

          

          개불유생은 1×10-5M의 농도에서 약 8%의 착저반응을 나타었으나 이하의 농도에서는 반응을 나타내지 않았고 대조구로 이용한 일반해수의 개불유생과 같이 표층에서 부유하는 형태를 나타내었다. 또한, 1.0×10-3M과 1.0×10-4M에서 반응한 개불유생은 착저와 부유를 반복하며 바닥표면을 탐색하는 행동을 보였다. 전 실험구간에서 폐사개체는 없었으나 1.0×10-3M 이상의 농도에서는 섬모활동이 느려졌다.

        

        
          나. Leucine
          Leucine에 노출된 개불유생은 1.0×10-7M 이상의 실험구에서 모두 20%이상 착저반응을 보였다([Fig. 3]). 개불유생은 시험관 저층에서 유영하며 착저와 부유를 반복하였고, 특히, 시험관 저층에서 선회하며 탐색하는 행동을 나타내었다. 농도가 높아질수록 착저율이 높았고 1.0×10-4M 이상의 실험구에서는 모두 유의적 차이를 보였으며(p<0.05), 1.0×10-8M 실험구를 제외한 나머지 실험구에서는 유의적 차이를 보이지 않았다(p>0.05).

          
            
            

            [Fig. 3] 
				
            

            
              Settlement and mortality rate of Urechis unicinctus larva in response to leucine for 24h(p<0.05).
            
            

            

          

          실험종료시까지 활발한 움직임을 나타내었으며 저층의 유생은 점차 행동이 둔화되는 모습을 보였고 바닥을 탐색하는 개체가 관찰되었다. 전 실험구간에서 폐사개체는 없었으나 1.0×10-2M 실험구의 유생은 호흡이 정상개체보다 빠르거나 느려지는 현상을 보였다.

        

        
          다. Alanine
          Alanine에 노출시킨 개불유생의 반응은 3시간 경과 후 1.0×10-2M에서 약 28%의 착저율을 나타내 효율이 낮았으며, 24시간 경과 후 역시 23%로 나타났다([Fig. 4]). 개불유생의 운동성은 실험전과 동일하였으며, 폐사개체는 없었고, 개체별로 착저와 부유를 반복하기도 하였으나 동시다발적 반응이 아닌 개체별 움직임을 나타내었다.

          
            
            

            [Fig. 4] 
				
            

            
              Settlement and mortality of Urechis unicinctus larva in response to alanine for 24h(p<0.05).
            
            

            

          

        

        
          라. Lysine
          개불유생은 lysine에 노출되어진 후 빠르게 운동을 하고 수직 및 수평 이동을 하였으나 1.0×10-2M~1.0×10-5M까지 폐사가 일어났다. Lysine에 노출된지 3시간 후 1.0×10-4M~1.0×10-2M의 농도에 점차적으로 섬모운동과 유영속도가 느려졌으며 탐색과정 없이 시험관 바닥에 가라앉아 착저한 것으로 보였으나 전개체가 폐사하였고, 폐사한 개불유생은 섭식한 Chlorella sp.를 체외로 토출하였으며 조직이 붕괴되어 형체를 구분하기 어려웠었다. 24시간 후 1.0×10-5M~1.0×10-6M의 농도에서 20% 이상 착저하여 시험관 저면에서 포복하며 움직이는 것이 관찰되었으나 섬모의 움직임과 운동성이 현저히 둔화되었으며, 연동운동은 매우 미약하였다. 1.0×10-7M 이하의 농도에서는 전개체가 부유하였으나 개불유생의 움직임은 대조구에 비하여 낮게 관찰되었다([Fig. 5]).

          
            
            

            [Fig. 5] 
				
            

            
              Settlement and mortality of Urechis unicinctus larva in response to lysine for 24h(p<0.05).
            
            

            

          

        

        
          마. Aspartic acid
          Aspartic acid에 노출된 개불유생은 3시간 경과 후 1.0×10-2M에서 전개체가 폐사하였으며 실험 종료시 1.0×10-3M의 농도에서 약 8%의 개체가 폐사하였다([Fig. 6]). 폐사한 개불유생은 소화기관이 불투명해지며, 섬모의 움직임이 둔화되고, 연동운동이 매우 미약하였다.

          
            
            

            [Fig. 6] 
				
            

            
              Settlement and mortality of Urechis unicinctus larva in response to aspartic acid for 24h(p<0.05).
            
            

            

          

          반면, 1.0×10-4M 실험구 이하에서는 폐사가 일어나지 않았고 1.0×10-6M 이하 실험구에서는 착저반응은 낮거나 없었다. 착저반응을 나타낸 1.0×10-6M~1.0×10-3M 실험구에서는 섬모운동이 대조구에 비하여 약했다.

        

        
          바. Glutamic acid
          Glutamic acid에 노출된 개불유생은 3시간 경과 후 1.0×10-2M에서 전개체가 폐사하였으며 폐사개체는 체강내에서 체액이 분비되었고, 소화기관이 불투명해지며, 섬모의 움직임이 둔화되었다. 또한, 연동운동은 매우 미약하여 폐사가 나타난 lysine, aspartic acid, glutamic acid의 실험구와 같은 형태를 나타내었다([Fig. 7]).

          
            
            

            [Fig. 7] 
				
            

            
              Settlement and mortality rate of Urechis unicinctus larva in response to glutamic acid for 24h(p<0.05).
            
            

            

          

          24시간 경과 후에도 1.0×10-2M 실험구를 제외한 나머지 실험구에서는 폐사개체가 없었으며, 1.0×10-3M 실험구에서 약 70%이상의 착저율을 보여 다른 실험구와 유의적 차이를 보였고(p<0.05), 농도가 낮아짐에 따라 착저율도 감소하였다.

        

      

    

    

  
    
      Ⅳ. 고 찰
      과거의 연구에 의하면 전복유생은 착저에 γ-amono butyric acid를 이용하였고(Morse et al., 1979), Opisthobranch mollusc 유생의 정착을 향상시키기 위해 succinyl choline chloride를 이용하였다(Suer & Phillips 1983). Choi et al.(2000)에 따르면 개불유생의 착저를 유발하는 물질은 착저를 촉진시키는데 중요할 것이며, 그렇지 않을 경우 일정기간동안 지연될 수도 있다고 보고하였다. 개불류인 U. caupo의 실험에서 착저와 변태과정이 점진적으로 자연스럽게 일어난다고 밝혔으나 이는 유생의 착저 및 변태를 유도하기 위해 어떠한 조건에도 노출시키지 않았기 때문이라 생각되며(Newby, 1940), 본 실험에서 멸균여과해수만 첨가된 대조구에서 유생이 일련의 착저반응을 보이지 않은 것과 비교할 때 같은 결과라고 생각된다.

      아미노산은 모든 생명현상을 관장하는 단백질의 기본 구성단위로 단일 또는 복합체로 작용하며, 조합에 따라 기능을 달리하는 peptide 또는 di-peptide로 역할을 수행한다. 본 실험에서 사용한 아미노산은 6종으로 개불 정자를 제외하고 개불유생과 난 그리고 성체의 점액질에서 비교적 높은 비중을 차지하는 아미노산을 선택하여 실험하였다. 실험에 사용한 6종의 아미노산에 대하여 농도별 차이는 있으나 개불유생은 착저반응을 보였고, 일부 농도에서는 폐사하였다. Glycine에서는 1×10-3M에서 약 60%의 착저율을 보였으나 1×10-4M과 1×10-2M에서는 각각 약 30%와 20%로 낮아졌으며, leucine에서는 1×10-2M의 고농도에서 80% 이상의 착저반응을 나타내었지만 1×10-7M 실험구까지 20%이상의 착저율을 보여 다른 아미노산에 비해 안정적이었다. Alanine에서는 비교적 모든 실험구에서 20% 이하의 낮은 착저반응을 보였으나 폐사개체가 없어 고농도로 존재하더라도 개불유생의 생리적 변화를 주지 않는 것으로 판단된다. 한편, leucine과 lysine는 1.0×10-5M의 농도에서도 높은 착저율을 나타내었으나 leucine이 농도별로 착저율이 낮아지는 반면 lysine의 경우 1.0×10-2M~1.0×10-4M에서 모두 폐사하였고 1.0×10-5M에서만 높은 반응을 나타내었다. Glutamic acid와 aspartic acid 역시 1.0×10-3M에서 70% 이상의 높은 착저율을 보였으나 유생의 섬모운동 호흡 등을 관찰하였을 때 대조구와 비교하여 운동성이 매우 떨어지고 일부 개체는 체내물질을 분출하기도 하여 착저반응이라기 보다는 독성이 나타나는 것으로 판단된다. 폐사가 발생하지 않고 안정적 착저반응을 보인 leucine은 1.0×10-7M 실험구에서도 약 25%의 착저율을 나타내었으며 1.0×10-2M~1.0×10-7M까지 전 실험구에 고르게 착저반응을 나타낸 바 6종의 아미노산 중 가장 효율이 높았다. 각각 적정 농도에서 착저한 개불 유생은 시간에 차이는 있었으나 실험종료 후 여과해수로 환수한 뒤 일부 개체는 섬모를 잃고 체절이 나타나며 변태를 시작하였다([Fig. 8]).

      
        
        

        [Fig. 8] 
				
        

        
          Urechis unicinctus lavae after settlement.
        
        

        

      

      개불과 동일선상에서 비교하기는 어려우나 Balanus amphitrite와 Hydroides elegans의 경우 신경전달물질인 GABA에 의한 착저유도와 변태유도가 확인되었고, 각 종마다 반응을 하는 amino acid 계열 및 농도의 차이가 있으며(<Table 2>). 또한, 농도에 따라서 착저를 지연 또는 단축시킬 수 있다고 밝혀 적절한 조건에 대한 차이가 있음을 나타내고 있다(Jayant & Hitosh 2000; Tilman & Qian 1999). 개불 유생도 농도차에 따라 반응을 하는 것으로 미루어 부유유생시기에 어미근처에서 특정한 농도의 물질에 영향을 받아 착저하거나 특정 생물 또는 기질표면에 발생한 biofilm에도 반응할 수 있을 것으로 판단된다. 또한, Bryan et al.(1998)는 H. elegans 유생에서 같은 종이 아닌 Bugula neritina에서 추출한 물질에 대하여 착저 및 변태하는 것으로 밝혀 착저를 유발하는 물질이 단지 같은 종에서 생성되는 물질에 국한된 것은 아니라고 입증하였다. 따라서, 현재 동종의 관계를 기반으로 아미노산으로 한정하여 조사하였으나 이를 포함하여 다른 해양 종의 착저 또는 부착에 영향을 미치는 화학성분에 대하여 많은 연구가 필요하다고 여겨진다.

      
        <Table 2> 
				
        

        
          Comparison of animal's response to amino acid
        
        

      

      
        
          
            	Amino acid (10-5M)
            	Species
          

          
            	U. larva
            	B. larva (Jayant and Hitoshi, 2000)
          

        
        
          	Glycine
          	
            
              ++
            
          
          	
            
              ＋
            
          
        

        
          	Lysine
          	
            
              ＋
            
          
          	
            
              －
            
          
        

        
          	Leucine
          	
            
              ＋＋
            
          
          	
            
              ＋＋
            
          
        

        
          	Aspartic acid
          	
            
              ＋
            
          
          	
            
              －
            
          
        

        
          	Glutamic acid
          	
            
              ＋
            
          
          	
            
              ＋
            
          
        

        
          	Alanine
          	
            
              －
            
          
          	
            
              －
            
          
        

      

      
        
          *U.: Urechis unicinctus
        

        
          B.: Banulnus amphitrite
        

        
          ＋＋: high
        

        
          ＋: moderate
        

        
          －: little or none
        

      

      

      한편, Barnacle, Balanus amphitrite의 유생은 tryosine이 1.0×10-6M의 농도에서 착저를 유도하고, 또한, 1.0×10-4M에서 1.0×10-3M에서는 착저를 억제하였으며, glycine 같은 비극성 아미노산 역시 1.0×10-6M에서는 착저유인의 영향을 1.0×10-3M에서는 착저억제의 영향을 나타낸 것으로 밝히고 있다(Jayant＆Hitoshi 2000). 따라서, 독성이 아닌 억제, 기피할 수 있는 물질을 탐색하는 것도 해양생태계를 이해하는데 중요한 요인이라고 생각된다.

    

    

  
    
      Ⅴ. 요 약
      해양무척추동물의 착저와 변태는 해양환경에 존재하는 화학적 신호로 인해 유발되며, 여러 종의 연구를 통해 아미노산, 또는 아미노산 복합체가 작용한다고 밝혀져 왔다. 부유유생기를 거치는 해양무척추동물의 착저과정에 선택성을 조사하기 위하여 개불유생, 성체의 점액, 난과 정자의 아미노산을 분석하여 glycine, leucine, alanine, lysine, aspartic acid, glutamic acid 등 6종의 아미노산에 대한 개불유생의 착저유도를 실험하였다. 아미노산 6종에 대한 개불유생의 착저반응을 실험한 결과, leucine은 1×10-7M까지 20%이상의 착저율을 나타내 가장 효과적이었고 나머지 아미노산은 1×10-6M~1×10-2M의 범위에서 20%이상 착저율을 보였다. 한편, 1×10-5M에서 가장 높은 착저율을 보인 lysine은 1×10-5M를 포함해 농도가 높을수록 폐사율이 상승했고, aspartic acid와 glutamic acid 역시 1×10-4M~1×10-3M이상의 농도에서 폐사율이 매우 높았다.
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