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            초록
          
        

        
          The purpose of this study was to evaluate the tolerance of high water temperature according to the survival rate and degree of histological changes of hybrid abalone(Haliotis discus hannai♀＊H. discus discus♂). In this experiment, hybrid abalone with an average shell length of 30.3±0.90 mm was used. The water temperature conditions were 5(20, 24, 26, 28 and 30℃) groups and the exposure period was 4 weeks. At water temperature 20, 24, 26 and 28℃ the survival rate after 4 weeks was more than 90%. There was no significant difference in survival rate among different experimental groups(p<0.05). However, the survival rate at 30℃ decreased to 53.7%. The degree of histological degeneration of the organs(foot, gill and hepatopancreas) tended to increase with the increase of water temperature.
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      Ⅰ. 서 론
      다양한 물리적 환경요인 가운데 수온은 해양생물의 지리학적 분포 및 생리대사에 영향을 주는 가장 중요한 요인이다(Barton and Iwama, 1991; Pickering, 1992). 전복류는 주로 연안의 경성저질인 암반지대에 서식하며, 수온과 염분도 변화 등의 다양한 환경 변화를 겪게 된다. 최근 한국 연근해의 표층 수온은 지속적으로 상승하고 있다(Seong et al., 2010). 수서생태계에서 빠른 수온의 변화는 생물에게 스트레스로 작용하게 되는데 운동성이 낮은 패류에서는 매우 심각한 생물반응을 유발시킬 수 있다(Sastry and Vargo, 1977).

      전복류는 2000년대 이후 한국, 중국, 일본을 비롯한 세계적인 고부가 산업 양식종으로 생산량이 증가하고 있는 추세이다. 하지만, 고수온과 밀식 등의 다양한 연안양식 환경조건의 악화로 인해 양식 산업이 어려움을 겪고 있다. 따라서 성장률, 내병성 및 환경내성을 향상시키기 위한 다양한 육종연구들이 전 세계적으로 진행되고 있다(Hara, 1990; Hara and Kikuchi, 1992; Viana, 2002; Najmudeen and Victor, 2004; Park et al., 2012). 한국에서는 북방전복, Haliotis discus hannai을 대상으로 선발육종 연구와 교잡육종 연구가 수행되고 있다(Park et al., 2016; Kim et al., 2018).

      본 연구에서는 둥근전복속 교잡종(북방전복 H. discus hannai♀＊둥근전복 H. discus discus♂)의 생존율과 발, 아가미, 간췌장의 조직학적 변화 정도를 파악하고 이 결과를 토대로 이들의 고수온 내성을 다른 전복류와 비교하고자 하였다.

    

    

  
    
      Ⅱ. 연구 방법
      
        1. 재료
        본 실험에서는 인공수정을 통해 생산된 평균 각장 30.3±0.90 mm인 둥근전복속 교잡종(북방전복 Haliotis discus hannai♀＊둥근전복 H. discus discus♂) 400개체를 사용하였다.

      

      
        2. 방법
        
          가. 실험조건
          실험에 사용한 해수의 수질은 <Table 1>과 같다. 실험은 유수식 방법으로 실시하였으며, 모든 전복은 18℃/33.5 psu 조건의 5t 수조에서 각각 40개체씩 은신처가 설치된 PVC 수조에서 1주 동안 순치 사육하였다. 순치기간에는 먹이를 공급하지 않았다. 수온 조건은 20℃의 대조구와 수온 4조건(24, 26, 28, 30℃) 으로 실험하였다. 수온은 자동수온조절기를 이용하여 조절하였다.

          
            <Table 1> 
				
            

            
              Conditions of experimental sea water
            
            

          

          
            
              
                	Item (unit)
                	Value
              

            
            
              	　　pH
              	8.3 ± 0.2
            

            
              	　　Salinity (‰)
              	33.0 ± 0.5
            

            
              	　　Dissolved oxygen (mg/L)
              	7.5 ± 0.5
            

            
              	　　Chemical oxygen demand (mg/L)
              	1.5 ± 0.2
            

            
              	　　Ammonia (ug/L)
              	8.8 ± 1.0
            

            
              	　　Nitrite (ug/L)
              	5.4 ± 0.5
            

            
              	　　Nitrate (ug/L)
              	14.5 ± 0.5
            

          

          

        

        
          나. 생존율
          생존율은 Park et al.(2013)의 방법에 따라 분석하였다. 실험기간 동안 매일 오전 10시에 인위적 자극을 주었을 때, 촉수와 발의 반응 여부와 육질부가 소실된 개체를 대상으로 사망개체를 판단한 후, 누적사망률을 구하여 생존율로 환산하여 나타냈다.

        

        
          다. 조직학적 분석
          실험개체들은 각장 등 측정형질을 계측한 후, 발, 아가미, 간췌장을 적출하였다. 적출한 조직은 10% 중성포르말린으로 24시간 고정한 후, 흐르는 물로 36~48시간 동안 수세하였다. 그 후, 알코올의 농도 순 탈수과정을 거쳐 파라핀 포매하였다. 파라핀 포매 조직은 마이크로톰을 이용하여 두께 4~6 ㎛의 연속절편을 제작하였다. 제작된 조직절편은 Mayer’s hematoxylin-eosin(H-E) 이중염색과 periodic acid-Schiff solution and alcian blue (AB-PAS, pH 2.5) 반응을 실시하여 광학현미경으로 분석하였다. 조직화학적인 변화양상(상피층 두께, 상피세포의 변성, 점액세포의 분포비율, 호염기성세포 분포비율)은 현미경 화상분석장치 (IMT, Visus, U.S.A)를 사용하여 정량화하였다.

        

        
          라. 유의성 검증
          대조구에 대한 실험구의 유의적 차이(P < 0.05)를 알아보기 위하여 SPSS 통계 프로그램(SPSS 20.0, SPSS Inc., U.S.A)을 이용하여 paired sample t-test를 실시하였다.

        

      

    

    

  
    
      Ⅲ. 연구 결과
      
        1. 생존율
        수온 변화에 따른 생존율 분석 결과, 20℃ 수온구간에서는 1주 경과 후 97.6%로 감소하였으며, 2주 경과 후에는 95.1%로 감소하였으나 이후 종료 시점까지 생존율의 계속적인 감소는 없었다. 24℃, 26℃, 28℃에서는 1주 경과 후, 각각 97.6%, 92.7%, 95.1%로 생존율이 감소하였으나 이후 종료 시점까지 계속적인 감소는 없었으며, 수온 구간별 생존율 변화의 유의차는 없었다(p<0.05). 30℃에서는 1주 경과 후, 53.7%로 생존율이 감소하였으나 다른 수온구와 마찬가지로 이후 종료 시점까지 계속적인 생존율의 감소는 없었다([Fig. 1]).

        
          
          

          [Fig. 1] 
				
          

          
            Survival rate with water temperature in hybrid abalone, Haliotis discus hannai♀＊H. discus discus♂.
          
          

          

        

      

      
        2. 조직학적 변화
        
          가. 발
          수온에 따른 발의 상피층을 조직학적으로 분석한 결과, 상피층에서는 주로 점액세포의 산성화 변성이 관찰되었으며, 근육층에서 근섬유다발의 갈라짐과 분절화 및 혈림프동의 폐쇄가 확인되었다([Fig. 2]).

          
            
            

            [Fig. 2] 
				
            

            
              Histological change of foot with water temperature in hybrid abalone, Haliotis discus hannai♀＊H. discus discus♂. AB-PAS(pH 2.5) reaction. A: 20℃, B: 24℃, C: 26℃, D: 28℃. El: epithelial layer, Hs: hemolymph sinus, Mc: mucous cell, Ml: muscular layer.
            
            

            

          

          수온 변화에 따른 발의 상피층 점액세포의 변성 정도는 20℃와 24℃에서 30% 내외였으나 26℃에서는 50% 내외, 28℃와 30℃에서는 70% 내외로 상대적으로 저수온 구간에 비해 높았다. 근섬유다발의 변성 정도는 20℃와 24℃에서는 10% 내외로 낮은 편이나 28℃와 30℃에서는 50% 내외였으며, 혈림프동의 폐쇄는 28℃와 30℃에서 각각 30%와 50% 내외를 보였다(<Table 2>).

          
            <Table 2> 
				
            

            
              Frequency and quantitative scoring of histological alterations on foot with water temperature in	hybrid abalone, Haliotis discus hannai♀＊H. discus discus♂
            
            

          

          
            
              
                	Water 
temperature (℃)
                	Epithelial layer
                	
                	Muscular layer
              

              
                	Degeneration of
mucous cell
                	Atrophy of
epithelial cell
                	Degeneration of
muscle fiber bundle
                	Closing of
hemolymph sinus
              

            
            
              	20
              	+
              	-
              	
              	-
              	-
            

            
              	24
              	+
              	-
              	-
              	-
            

            
              	26
              	++
              	-
              	+
              	-
            

            
              	28
              	+++
              	-
              	++
              	+
            

            
              	30
              	+++
              	-
              	++
              	++
            

          

          
            
              * -: 0~20%, +: 21~40%, ++: 41~60%, +++: 61~80%, ++++: 81~100%
            

          

          

        

        
          나. 아가미
          수온에 따른 아가미의 조직학적 변화를 관찰한 결과, 모든 수온 구간에서 새엽 상피세포의 비대와 증식에 의한 새엽 상피층의 비후와 AB-PAS (pH 2.5) 반응에 푸르게 반응하는 산성 점액세포의 증가가 확인되었다. 하지만, 새엽 상피층을 구성하는 상피세포의 위축은 관찰되지 않았다([Fig. 3]).

          
            
            

            [Fig. 3] 
				
            

            
              Histological change of gill with water temperature in hybrid abalone, Haliotis discus hannai♀＊H. discus discus♂. AB-PAS(pH 2.5) reaction. A: 20℃, B: 24℃, C: 26℃, D: 30℃. Ec: epithelial cell, El: epithelial layer, Gf: gill filament, Mc: mucous cell.
            
            

            

          

          수온 변화에 따른 아가미 새엽 상피세포의 비대는 20℃에서는 관찰되지 않았으나 수온이 상승함에 따라 높아져 26℃와 28℃에서는 50% 내외로 분석되었다. 새엽 상피세포의 증식은 28℃와 30℃에서 각각 30%와 50% 내외로 분석되었다. 새엽 상피층의 점액세포 변성 정도는 수온의존적 증가 경향을 보여 30℃에서 70%의 출현율을 보였다(<Table 3>).

          
            <Table 3> 
				
            

            
              Frequency and quantitative scoring of histological alterations on gill with water temperature in hybrid abalone, Haliotis discus hannai♀＊H. discus discus♂
            
            

          

          
            
              
                	Water 
temperature (℃)
                	Atrophy of
epithelial cell
                	Hyperplasia of
epithelial cell
                	Hypertrophy of
epithelial cell
                	Degeneration of
mucous cell
              

            
            
              	20
              	-
              	-
              	-
              	-
            

            
              	24
              	-
              	+
              	-
              	+
            

            
              	26
              	-
              	++
              	-
              	++
            

            
              	28
              	-
              	++
              	+
              	++
            

            
              	30
              	-
              	+
              	++
              	+++
            

          

          
            
              * -: 0~20%, +: 21~40%, ++: 41~60%, +++: 61~80%, ++++: 81~100%
            

          

          

        

        
          다. 간췌장
          수온에 따른 간췌장 소화선세관의 조직학적 변화는 분비기능을 통해 세포외 소화를 담당하는 호염기성세포의 변성과 상피세포의 공포화 및 붕괴가 관찰되었다([Fig. 4]).

          
            
            

            [Fig. 4] 
				
            

            
              Histological change of hepatopancreas with water temperature in hybrid abalone, Haliotis discus hannai♀＊H. discus discus♂. AB-PAS (pH 2.5) reaction. A: 20℃, B: 26℃, C: 28℃, D: 30℃. Bpc: basophilic cell, Dt: digestive tubule, El: epithelial layer, L: lumen of digestive tubule.
            
            

            

          

          수온 변화에 따른 소화선세관의 호염기성세포 변성 정도는 20℃와 24℃에서는 10% 내외였으나 26℃에서는 50%, 28℃와 30℃에서는 70% 내외로 증가하였다. 상피세포의 공포화 변성 정도는 24℃, 26℃와 28℃에서는 각각 30%, 50%, 70% 내외로 수온 상승에 따라 변성 정도가 높아지는 경향을 보였다. 소화선세관 상피세포의 붕괴 정도 역시 낮은 수온 구간에 비해 상대적으로 높았으며, 30℃에서는 90% 내외를 나타냈다(<Table 4>).

          
            <Table 4> 
				
            

            
              Frequency and quantitative scoring of histological alterations on hepatopancreas with water temperature in hybrid abalone, Haliotis discus hannai♀＊H. discus discus♂
            
            

          

          
            
              
                	Water 
temperature (℃)
                	Degeneration of
basophilic cell
                	Vacuolation of
epithelial cell
                	Deformation of
epithelial cell
              

            
            
              	20
              	-
              	-
              	-
            

            
              	24
              	-
              	+
              	-
            

            
              	26
              	++
              	++
              	++
            

            
              	28
              	+++
              	+++
              	++
            

            
              	30
              	+++
              	++
              	++++
            

          

          
            
              * -: 0~20%, +: 21~40%, ++: 41~60%, +++: 61~80%, ++++: 81~100%
            

          

          

        

      

    

    

  
    
      Ⅳ. 고 찰 
      연안의 해양생물들은 물리, 화학적 환경변화에 의해 생존율을 비롯한 다양한 생리학적 변화를 수반하게 된다(Navarro and Gonzalez, 1998; Donovan and Taylor, 2008; Shin et al., 2012; Park et al., 2013). 특히, 내만에서 이루어지고 있는 해상 전복 가두리 양식은 계절에 따른 수온 변화에 의한 양식생물의 생리학적 변화로 인해 폐사와 생산량의 변동으로 이어지기도 한다(Shin et al., 2012).

      개체의 사망을 유도하는 생리학적 변화는 호흡률, 가스교환, 삼투조절, 이동능력 및 부착력 감소에 의한 섭이능력 저하, 소화 및 해독능력의 감소, 면역력의 감소 등 다양한 요인들이 작용 한다(Gosling, 2004).

      Haliotis sieboldii는 급격한 고수온 스트레스의 초기에는 혈림프 생성을 증가시키는 생리적 활성이 나타나지만, 일정시간이 지나면 혈림프의 생성을 억제 시킨다. 단시간에 30℃ 이상의 고수온 스트레스 상황에서는 생리적 방어 한계점에 도달하여 유의적인 혈림프 수의 증감 없이 사망하게 된다(Kim et al., 2006).

      전복류는 주로 경성기질에 서식하는 연안 생물일지라도 종과 서식생태에 따라 수온 변화에 대한 내성의 차이가 있는 것으로 나타났다. 수온 변화에 따른 전복류의 생존율은 H. diversicolar supertexta(각장 12.68±0.11 mm)의 경우, 1주간 생존 가능 수온 범위는 3.5∼32.7℃이다(Chen and Chen, 1999). H. sieboldii의 치패는 10, 15, 20, 25℃에서 48시간 동안 생존율은 모두 100%였으나, 30℃에서는 0%이다 (Kim et al., 2006). 7일 동안 수온 20℃와 23℃에 노출된 북방전복, H. discus hannai(각장 6.0±0.5 ㎝)의 생존율은 100%였다. 하지만, 26℃와 29℃ 조건에서 생존율은 각각 60%와 15%로 감소하였으며, 32℃에서는 24시간 이내에 모두 사망하였다(Park et al., 2013).

      본 연구에서 둥근전복속 교잡종(북방전복♀*둥근전복♂)의 수온에 따른 생존율은 26℃와 28℃에서 4주 경과 후, 모두 90% 이상을 나타냈으며, 30℃에서도 53.7%의 생존율을 보여 기존의 북방전복 자료와 비교하여 높은 고수온 내성을 가지는 결과를 나타냈다.

      복족류는 발 표면의 점액과 발 근육을 이용하여 이동과 다양한 기질에 부착한다(Denny and Gosline, 1980; Voltzow, 1990; Smith, 1992). 삿갓조개류와 전복류는 발의 기저근육이 폐각근 또는 각축근과 밀접하게 연관되어 기질에 붙어서 이동하는 역할을 한다(Trueman and Brown, 1985; Voltzow, 1990). 특히, 이동하지 않고 부착 시에는 발 상피층의 점액세포에서 분비된 부착점액이 접착제 역할을 한다(Denny and Gosline, 1980; Denny, 1984). 전복류는 강한 물리, 화학적 스트레스에 노출될 경우 발의 구조적 변성 및 기능적 저하로 인해 기질로부터 탈락, 이동성의 저하, 사망으로 이어지게 된다(Donovan and Taylor, 2008; Shin et al., 2012).

      둥근전복속 교잡종(북방전복♀*둥근전복♂)에서 수온 상승에 따른 발의 상피층에 분포하는 점액세포의 산성화와 근섬유의 조직학적 변성은 수온의존적 결과를 보였다. 이러한 결과는 수온과 염분도의 변화(Park et al., 2013), 염화니켈(NiCl2) (Kim et al., 2015)과 염화아연(ZnCl2) (Son et al., 2015)에 노출된 북방전복에서도 보고되었다. 따라서 수온의 변화는 물론 화학적인 환경요인의 변화 역시 발의 구조적 변성을 유발하여 북방전복의 이동과 부착력의 변화를 유발하는 원인으로 작용한다는 것이다.

      북방전복의 아가미 새엽 상피층의 구조적 변성은 염화니켈 노출에 의한 상피세포의 비후, 세포질 과립 변성 및 상피세포의 파괴가 보고되었다(Kim et al., 2015). 북방전복의 아가미 새엽 상피세포의 형태는 섬모원주형세포이다(Kim et al., 2015). 복족류 아가미에서 새엽 섬모들은 수류를 형성하는 기능을 하며(Voltzow, 1994), 아가미의 새엽에서 가스교환이 일어난다(Ragg and Talyor, 2006). 본 연구에서 확인된 아가미 새엽 상피세포의 비후와 위축 및 증식은 새엽 공간의 변화에 의한 정상적인 수류형성과 가스교환의 저해를 유발할 것으로 판단된다.

      복족류의 간췌장은 호염기성세포의 소화효소 분비를 통한 세포외 소화, 저장, 상피세포의 세포내 소화 및 해독기능을 가지는 소화선이다(Zaldibar et al., 2007; Jung et al., 2013). 복족류의 수온 변화에 따른 간췌장의 구조적 변성에 관한 보고는 매우 찾아보기 어렵다. 패류에서 간췌장의 조직학적 이상은 구리, 아연, 카드뮴에 노출된 지중해담치, Mytilus galloprovincialis에서 소화선세관 상피세포의 섬모 소실(Soto et al., 1996), 노닐페놀 노출에 의한 Dreissena polymorpha의 호염기성세포의 세포질 과립감소와 상피세포의 변형(Quinn et al., 2004) 그리고 염화아연에 노출된 북방전복에서 호염기성세포 변성 및 감소와 상피세포의 공포화와 붕괴가 보고되었다(Son et al., 2015).

      둥근전복속 교잡종(북방전복♀＊둥근전복♂)에서 수온 변화에 의한 소화선세관의 호염기성세포와 상피세포의 변성 정도는 수온의존적으로 증가하였다. 하지만 상피세포의 공포화는 28℃에서는 70% 내외였으나 30℃에서는 50% 수준으로 감소하였는데, 이러한 결과는 28℃에서 공포화 변성을 보이는 세포들이 30℃에서 파괴 변성으로 증가하였기 때문으로 판단된다.

      본 연구 결과, 수온 상승에 의한 기관계의 구조적 변성 정도의 증가는 이동과 부착력의 저하, 호흡기능의 저하 그리고 간췌장의 소화 및 해독기능 등의 생리학적 기능 저하가 생존율의 저하를 유도한 원인들 가운데 일부로 판단된다.

    

    

  
    
      Ⅴ. 결 론 
      둥근전복속 교잡종(북방전복 Haliotis discus hannai♀＊둥근전복 H. discus discus♂)의 생존율과 기관계의 조직학적 변화 정도를 파악하여 이들의 고수온 내성을 평가한 결과, 수온 20, 24, 26, 28℃에서는 4주 경과 후 생존율은 모두 90% 이상으로 수온 구간별 생존율 변화의 유의차는 없었으며(p<0.05), 30℃에서 생존율은 53.7%였다. 고수온에서의 둥근전복속 교잡종의 이러한 생존율은 북방전복에 비해 약 2~3℃ 높은 고수온 내성을 가지는 결과로 해석되었다. 수온에 따른 기관계(발, 아가미, 간췌장)의 조직학적 변성정도는 수온의존적으로 증가하는 경향을 보였으며, 이러한 구조적 변성은 개체의 다양한 생리적 기능 저하를 유발하는 원인으로 판단된다.
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