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ABSTRACT

  The reproduction, spermatophore and mature spermatozoa of 

Tigriopus japonicus(Copepoda, Harpacticioda) have been 

investigated by light and electron microscopy.

  Tigriopus Japonicus reproduced through its spermatophore. The 

number of spermatophore popped out of a genital segment was 

two and a male attached two spermatophores on a female's 

gonopore during their copulation. After the spermatozoa in a 

spermatophore entered the body of a female, the spermatophore 

separated from the gonopore. The spermatophore's length was 

about 60㎛ and its maximum width was about 20㎛. Its shape was 

a plain flask style.  And the spermatophore contained secretions 

that made from vas deferens. The spermatophore wall had a 

cuticular structure.

  The spermatozoon of Tigriopus japonicus represented a type 

new for the Harpacticiods. The mature spermatozoa of Tigriopus 

japonicus were disc-shaped cell without a flagellum or an 

acrosome. The spermatozoon was about 2.5㎛ in length and about 

1㎛ in maximum width. The spermatozoon contained nucleus and 

two to four mitochondria. The ultrastructure of spermatozoa  were 

compared with the nine other copepod species. The spermatozoa  

of Tigriopus japonicus were  very similar to the shape of spermatozoa 

of Acanthocyclops viridis (Cyclopoida).
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Ⅰ. 서   론

  요각류의 생식은 수컷의 정자를 정포의 형태로 전달하는 방법을 사용한다. 

해부학적으로 제1복절이 생식절에 해당하며 교미기간 동안에 수컷은 암컷의 

생식절에 있는 생식공에 정포를 부착시켜 정자를 전달하게 된다. 정포의 크기

와 모양 및 성숙한 수컷이 갖는 정포의 수는 다양한 것으로 알려져 있다

(Hopkins, 1978). 일찍이 Heberer(1932), Fahrenbach(1962)와 Park(1966)에 

의하여 광학현미경적인 정자형성과정에 대한 연구가 있었으나 정자형성에 대

한 그 규명이 어려웠다. 그러나 1960년대부터 전자현미경을 이용하여 정포와 

정포함유분비물에 관한 일부 연구(Raymont, 1974, Hipe-Jacquotte and 

Coste, 1989)와 배우자형성 및 교미와 배란에 관한 흥미로운 연구결과가 보

고되었다. 요각류 수컷의 생식기관에 대한 연구에 따르면 정소에서 형성된 정

원세포는 수정관을 따라 이동시키면서 수정관 내벽에서 합성된 물질로 정포를 

형성하고, 정포안에서는 정원세포를 저장하여 성숙한 정자로 발생시키는 것으

로 알려져 있으나 수정관 상부와 하부의 정확한 작용이나 분비물의 작용에 대

한 내용은 확실히 규명되지 않았다(Mann, 1985).

 Huys(1991)에 의한 요각류 성체의 외부형태적 계통분류에 대한 연구에 이어 

Brown(1970)에 의해서는  정자의 미세구조로써 계통분류학적인 연구가 시도

되기도 하였다.  요각류의 정자모양은 요각류의 그룹에 따라 그 모양이 다르

고, 편모성 정자의 일반적인 형태와도 차이점을 가지고 있다. 몇몇 연구자들

에 의해 Cyclopoida目에 속하는 Pachypygus gibber(Hipe-Jacquotte and 

Coste, 1989)와 Acanthocyclops viridis(Rousset et al., 1981), Calanoida目

에 포함되는  Labidocera aestiva(Blades-Eckelbarger and Youngbluth, 

1982), Siphonstomatoida目의 Lernaecera branchialis(Grant and Whitfield, 

1988), Poecilostomatida目의 Ergasilus lizae와 Mytilicola intestinalis (Coste 

et al., 1982)와 같은 요각류의 정자 형태와 형성에 관한 보고가 있고, 

Harpacticoida目에 속하는 요각류 중에서는 Tisbe holothuriae(Pocdon-Masson 

and Gharagozlouvan Ginneken, 1977)와  Heterolaophonte minuta(Barbara 

Hosfeld, 1994)의 정자구조에 관한 연구가 보고되었다. 그러나 정자의 형태 

연구를 통한 계통분류학적인 유연관계를 논의하기에는  그 연구가 매우 부족

한 상태이다.  
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   본 연구의 목적은 현미경적 관찰 방법을 통하여 Copepoda, Harpacticioda目에 

속하는 Tigriopus japonicus 의 생식 특징과 정포의 미세구조를 밝혀 요각류의 

생식과 정포형성 및 정자에 대한 생물학적 기초 정보를 제공하는데 있다.
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Ⅱ. 재료 및 방법

1. 시료채집

 본 실험의 재료인 Tigriopus japonicus(Copepoda, Harpacticioda)는 2001

년 5월부터 2002년 9월까지 제주도 제주시 이호동의 조간대 조수웅덩이에서 

플랑크톤 Hand net를 이용하여 채집하였다 (Fig. 1).

 

2. 해부현미경 및 광학현미경적 관찰

 채집한 Tigriopus japonicus 중에서  교미중 암컷과 수컷을 선별하여 petri 

dish에 넣어 배양(30-40‰, 18-25℃)하고  교미하고 있지않은 암컷과 수컷을 

배양하면서 살아있는 상태로 해부현미경(Olympus SZH10)으로 계속적인 관찰

을 하였다.   

 또, Tigriopus japonicus를 10% Formalin용액이나 2.5% Glutaraldehyde용액

에 고정하여 해부현미경으로 선별후 광학현미경(Olympus BH-2)에서 정포의 

크기를 측정하고 형태 관찰 및 사진촬영을 하였다. 

 

3. 주사현미경적 관찰

  교미중인  암컷과 수컷을 증류수로 여러번 세척하여 2.5% Glutaraldehyde(Posphate 

buffer pH 8.0)용액에서 2시간 이상 전고정한 후 1% Osmium tetroxide에서 

90분간 후고정하였다. 50%, 70%, 80%, 90%, 95%, 100%순으로 Ethanol로 

탈수 후, isoamylacetate로 치환하여 임계점건조장치(Critical point dryer)로 

건조하였다. 건조가 끝난 시료는 이온증착기(Ion sputter)를 이용해 gold 

coating한 후에 주사전자현미경(Hitachi S-2460N)으로 검경하였다.
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4. 투과전자현미경적 관찰

 배양하거나 채집한 Tigriopus japonicus 중에서 교미가 바로 끝난 암컷,  교

미하지 않은 수컷을 분리하여 증류수로 여러번 세척하여 2.5% 

Glutaraldehyde(Posphate buffer pH 8.0)용액에서 2시간  전고정한 후 1% 

Osmium tetroxide에서 90분간 후고정하였다. 

 탈수 과정으로 50%, 70%, 80%, 90%, 95%, 100%순으로 Ethanol 처리한 

후 Propylene oxide로 치환하여 Epon 812 혼합액에 포매하였다. 다음 과정

으로는 35℃, 45℃, 60℃순으로 drying oven에서 중합반응을 실시하였다. 

 완전히 포매된 시료는 Ultramicrotome(RMC, MT XL)을 사용하여 Glass 

Knife로 semi section(1㎛)하여 광학현미경하에서 관찰하고, Diamond Knife

로 초박 절편(70-100㎚)을 만들어 copper gride에 부착하였고, Uranyl 

acetate와 Lead citrate로 이중염색하여 투과전자현미경(JEM 1200EX Ⅱ)으로 

검경하였다. 
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Ⅲ. 결    과

  Tigriopus japonicus의 생식과 정포의 미세구조는 다음과 같다.

1. Tigriopus japonicus의 생식

  Tigriopus japonicus의 성숙한 성체 수컷은 제1 촉각을 이용하여 

copepodid 유생기의 어린 암컷의 흉부절을 붙든 형태로 교미시기를 지낸다 

(Fig. 2). 성체 수컷이 짝을 짓는 암컷은 주로 제 4 혹은 제 5 copepodid 유

생기에 해당되는 것이나(Fig. 2, Ⅲ), 제 2 copepodid 유생기에 해당되는 암

컷과도 짝을 짓는 것이 관찰되었다. 교미기간 동안에 copepodid 유생기의 어

린 암컷은 수컷에 붙들린 상태에서 계속적인 탈피를 하여 성장하였다. 

Tigriopus japonicus의 copepodid 유생기 (총 6기) 각 기마다 약 18-20시간

이 소요되는데 암컷이 제4 기, 제5 기 copepodid 유생이 성장하는 약 6-7일

동안 암컷과 수컷은 짝을 이루며 살았고,  짝을 이룬 상태에서 성체 수컷의 

정포가 발달하여 생식절 밖으로 돌출되어 매달리게 되고 (Fig. 3, Ⅰ,Ⅱ), 정

포의 전달은 암컷이 제 6 copepodid 유생기 즉 성체가 되었을 때 이루어졌

다. 수컷의 돌출된  정포의 수는 두개이며 이 정포를 수컷의 네 번째와 다섯 

번째 다리를 이용하여 암컷의 생식절에 있는 생식공에 붙여줌으로써, 정포의 

전달이 이루어지고, 정포 전달 이후  암컷과 수컷은 서로 떨어졌다. 수컷으로

부터 암컷은 두 개의 정포를 전달받고 (Fig.3, Ⅲ,Ⅳ), 암컷의 생식공에 붙은 

정포속의 정자가 암컷 몸안으로 들어가게 되면 정포는 생식공에서 떨어졌다. 

1회의 교미결과 수컷으로부터 받은 2개의 정포속의 정자로  암컷은 여러번 

난자를 수정시켜 포란하는 것을 관찰할 수 있었다 (Fig. 4). 그리고, 수컷은 

여러 번에 걸쳐 다른 암컷과의 교미를 하였다. 
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2. Tigriopus japonicus 정포의 미세구조

 정포는 정자를 저장하는 기관으로서 수컷 Tigriopus japonicus는 교미시 생

식절 밖으로 나타나는 두 개의 정포만을 형성하는 것이 아니라 계속적으로 다

른 암컷과의 교미때마다 두 개씩의 정포를 몸밖으로 만들었는데 성숙한 정포

의 크기는 길이가 약 60㎛였고, 최대 폭이 약 20㎛정도였다. 정포의 모양은 

단순한 flask형으로 정포의 목에 가까울수록 가늘었다. 수컷의 몸속에서 정포

는 수정관을 타고 내려온 후 정낭에 둘러싸여 성숙하게 된다. 수정관 내부에 

있는  골지체와 소포체의 작용에 의해 여러 물질들이 합성분비되어 정포가 형

성되게 된다 (Fig. 6, Ⅰ). 정자를 둘러싼 정포벽은 여러 큐티클층으로 되어있

어 정자를 보관하는 단단한 구조물 역할을 하며 그 두께가 약 200nm였다 

(Fig. 7, Ⅰ).  정포벽 안쪽에는  밀도가 높은 소포성 물질이 형성되어지는데, 

이는 수정관을 통과하면서 형성되는 물질이라고 생각된다(Fig.7, Ⅱ). 정포는 

수정관을 통과하면서 점점 팽창하게 되었는데 정포 중심에 소포성 물질 또한 

증가하였으며 정자의 형성과정도 진행되었다 (Fig.6, Ⅱ). 정포벽 바로 바깥층 

역시 수정관에서 형성하는 분비층으로서 정포가 성숙하는 동안 계속 존재하다

가 완전히 성숙되면 없어졌고  이후 성숙한 정포는 단일층의 정낭에 둘러싸여 

남았다 (Fig. 7, Ⅱ). 

 정포의 내부를 관찰해 보면, 수정관을 따라 이동하는  정자형성이 이루어졌

는데 Tigriopus japonicus 정자는 비편모성 정자로, 그 길이가 2.5㎛였고, 최

대 폭은 약1㎛인  약간 편평한 disc형태를 띠었다 (Fig. 10).  정자는 세포질

이 정자 중심부에서 멀어질수록 가늘어졌으며 중심부에는 타원형의 핵을 가졌

고 양옆으로 각각 1-2개의 미토콘드리아를 가졌다. 미토콘드리아는 구형으로 

그 크기가 약 200nm정도였으며 하나의 정자는 보통 2-4개를 가졌다.  

Tigriopus japonicus 정자의 핵은 고도로 응축된 상태가 아니었고, 첨체성 물

질이나 cap과 같은 구조도 나타나지 않았다. Tigriopus japonicus의 성숙한 

정자 구조는 교미한 직후의 암컷의 수정낭에서 난자와 수정하는 정자의 관찰
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을 통해 알 수 있었다 (Fig. 10). 성숙한 정포속의 정자에서처럼 암컷의 생식

공을 통해 들어간 정자의 모습은 크게 차이가 없었다. 
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(

Figure 2. Mating of Tigriopus japonicus (SEM). Ⅰ, mating. ×110; Ⅱ, 

antennule of adult male. ×400; Ⅲ, antennule of female( the fifth 

copepodid). ×600.
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Figure 3. Spermatophores of Tigriopus japonicus (LM). Ⅰ and Ⅱ, 

mature spermatophores (arrows) of male (C, cephalothorax). ×100; Ⅲ 

and Ⅳ, spermatophore were attached on genital segment of female. 

×100.
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Figure 4. Fertilized female of  Tigriopus japonicus (SEM). Ⅰ, habitus, 

laterial view. ×100; Ⅱ, antennule. ×450.

Ⅰ

Ⅱ
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Figure 5. Longitudinal sections through reproductive system in 

male (LM). Ⅰ, vertical longitudinal section two spermatophores 

(arrows) in vas deferens. ×100; Ⅱ, horizontal longitudinal section 

spermatophores (arrows) in vas deferens of male . ×100.
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Figure 6. Spermatophore structure (TEM). Ⅰ, transverse section 

through vas deferens showing formation of spermatophore (arrow). 

×5000; Ⅱ, longitudinal section of spermatophore in seminal vesicle 

of male. ×4000.
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Figure 7. Spermatophore within the vas deferens showing the 

multi-layed spermatophore walls  (TEM).Ⅰ, cuticule layers of 

spermatophore wall (sw). ×15000; Ⅱ, secretions (se 1, se 2) of 

spemratophore. ×25000.
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Figure 8. Longitudinal section through mature spermatophore (TEM). 

Ⅰ, spermatozoa (S), and spermatophore wall (SW). ×3000; Ⅱ, 

×5000.
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Figure 9. Spermatozoa of Tigriopus japonicus (TEM). Ⅰ, feature of 

spermatozoa. ×12000; Ⅱ, longitudinal section of spermatozoon 

showing the nucleus(N) and mitochondria(M). ×30000.
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Figure 10. Spermatozoa in seminal receptacle (TEM). Ⅰ, ovum (O) 

and spermatozoon (S). ×2500; Ⅱ, fertilization of ovum and 

spermatozoon in seminal receptacle. ×5000.
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Ⅳ. 논   의

 Tigriopus japonicus (Copepoda, Harpacticioda) 는 교미기관이 결핍되어 

있어 단순한 형의 정포를 통하여 생식을 하게된다. 제 4 혹은 5 copepodid 

유생기 암컷과 성체 수컷은 일주일 정도의 교미기간을 가지며 수컷은 암컷에

게 flask모양인 정포 2개를 전달한다. 채집된 Tigriopus japonicus들을 관찰한 

결과 수컷이 암컷에 비해 상대적으로 많았으며, 수컷이 copepodid 유생기 암

컷을 붙들어 암컷이 성숙한 후 교미를 하는 것이 수컷끼리의 경쟁을 의식한 

것으로도 생각할 수 있다. 암컷과의 교미기간 동안 수컷의 정포는 몸안에서 2

개씩을 만들어내었는데 암컷과 짝을 짓고 있는 동안 성숙한 정포는 생식절 밖

으로 나왔고, 성숙된 정포이외에 계속적으로 정포형성을 하였다. 이것은 한 

마리의 암컷과 교미 후 다시 다른 암컷과의 교미를 준비하는 것으로 볼 수 있

다. 정포는 수정관 (정소에서 생식절까지의 관)을 따라 생식절까지 내려오면서 

계속적인 분화를 하였는데, 이때 수정관은 골지체와 소포체의 작용으로 정포 

내부와 외부에 여러 가지 분비물을 형성하였다. 우선, 정포를 이루는 단단한 

정포벽을 이루었으며, 정포벽 안쪽으로 축적되는 밀도 높은 소포성 물질을 형

성하였다. 이 소포성 물질에 대해 다른 요각류의 보고에 따르면 정포가 성숙

해가면서 팽창하여 부풀어오르게 하는 역할을 한다고 알려져 있다

(Blades-Eckelbarger and Youngbluth, 1982). 그리고 수란관에서 만드는 정

포벽 외부의 분비층은 정포가 수란관을 지나는데 용이하게 하고, 마찬가지로 

정포가 팽창하는데 작용한다(Hipe-Jacquotte and Coste, 1989, Rousset et 

al., 1981, Blades-Eckelbarger and Youngbluth, 1982, Grant and Whitfield, 

1988, Coste et al., 1982, Pocdon-Masson and Gharagozlouvan 

Ginneken, 1977). 정자를 저장하는 정포의 벽은 여러 개의 큐티클층으로 이

루어져 있다. 정포의 이런 벽구조는 정포가 외부로부터의 자극에 정자를 보호
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하는 중요한 기능을 가지고 있다고 볼 수 있다 (Blades-Eckelbarger and 

Youngbluth, 1982). 실험과정 중 투과전자현미경 관찰을 위한 시료제작에서 

epon 812 혼합액에 실험재료를 오랜 시간 포매시켜 약 1㎛ 두께로 semi 

section한 후 슬라이드로 관찰해 보거나 약 70-100㎚ 두께로 thin section  

하여 투과전자현미경으로 관찰해 보면 정포의 벽으로 포매제가 침투되지 않은 

경우가 많았다. 이것은 정포의 벽이 외부물질에 대한 침투성이 적다는 것을 

추측하게 한다. 

  요각류 정자에 대한 연구가 많이 이루어진 상태가 아니지만 지금 까지 보고

된 Harpacticoida 目에 속하는 요각류 중에서는 Tisbe holothuriae (Pocdon-Masson 

and Gharagozlouvan Ginneken, 1977)와  Heterolaophonte minuta (Barbara 

Hosfeld, 1994)의 정자구조에 관한 연구가 있었다. Tisbe holothuriae의 정자와 

Heterolaophonte minuta의 정자구조에서 주목할만 것은 정자의 핵을 덮는 첨

체성 물질이 있다는 점이다. Pocdon-Masson과 Gharagozlouvan Ginneken 

(1977)의 보고에 따르면 Tisbe holothuriae 정자는 전체적으로 정자는 길게 

신장된  실모양였고, 정자의 상부에는  십자모양의 osmiophilic lamina로 이

루어져 있었고, 중부에 핵이, 후부에는 미토콘드리아를 갖었다는 형태적 모식

화를 하였다. osmiophilic lamina를 첨체인 것으로 해석하였으나 이 기능에 대

해서는 잘 알려지지 않았다. Barbara Hosfeld(1994)의  Heterolaophonte minuta 

에 관한 연구에서는 정자가 filiforme의 세포로서 그길이가 약 20-25㎛ 정도

이며 지름이 약 1㎛이다. Heterolaophonte minuta 정자는 osmiophilic cap을 

가지고 이 cap이 첨체기능을 갖는 것으로 설명하였으나 이 종에서도 역시 첨

체성 물질이라는 확실한 증거는 제시하지 못했다. 이 두 종은 모두 부동성이

며, 비편모성 정자라는 점에서 Tigriopus  japonicus 정자와 유사하나 Tigriopus  

japonicus에서는 첨체성 물질을 관찰하지 못했다. Tigriopus japonicus 정자

의 길이는 약 2.5㎛였고, 최대 폭이 약 1㎛로 정자 중심부에서 양옆으로 세포

질이 가늘어지는 약간 편평한 disc형이였은며 정자의 핵주위에 약 2-4개의 
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미토콘드리아를 가졌고,  편모가 결여되어 있었다. 앞에서 언급한 Tisbe holothuriae

와 Heterolaophonte minuta의 정자와 같이 비편모성이나 첨체성 물질은 나타나지 않

았으나  그 구조적인 특징만을 비교해 본다면 Tigriopus  japonicus는 오히려 

Cyclopoida에 속하는 Pachypygus gibber (Hipe-Jacquotte and Coste, 1989)와 

Acanthocyclops viridis (Rousset et al., 1981), Calanoida에 포함되는  Labidocera 

aestiva (Blades-Eckelbarger and Youngbluth, 1982)와 유사하였다. 세 종은 모두 

단순한 disc형의 정자 모양을 나타내고 있고, 이들 종의 정자는 편모성 정자의 

고도로 응축된 핵 형태가 아니며, 세포질 안에 넓게 자리잡은 핵과 그 주위에 

몇 개의 미토콘드리아를 가진다는 공통점을 보인다 (Table 1). 성숙한 정자가 

가지는 미토콘드리아는 세포의 대사과정의 지속성을 연장시키고, 정자의 에너

지 보조역할을 한다고 보고된 바 있다 (Blades-Eckelbarger and Youngbluth, 1982). 

특히 Acanthocyclops viridis (Rousset et al., 1981) 정자의 모양이 본 연구의 

Tigriopus japonicus 정자와 가장 유사하며,   Acanthocyclops viridis 정자는 약 4

㎛ 정도이고, 좌우 세포질 두께가  가늘고 길게 신장된 형태를 띠고 있으며 

길에 늘어진 세포질 주위에 미토콘드리아가 자리잡고 있다. 

  이상의 내용과  더불어 이미 보고된 바 있는 요각류 종들의 정자 미세구조

적 특징을 요약해보면 Table 1과 같다. 요각류 정자의 형태는 편모성 정자와

는 다르며, filiform, disc, star, spindle, ovoid 형으로 그 모양이 다양하다.

  본 연구에서는 Tigriopus japonicus 생식과 정포 및 정자의 미세구조에 대

한 형태적 특징을 현미경적 방법을 통하여 시행하였다. 그러나 정자형성에 관

여하는 수정관의 기능이나 그 분비물의 종류와 기능에 대한 설명을 위해서는 

더 많은 과정의 연구가 필요하다고 생각된다. 그리고, 무척추동물 중 어류, 산

호충류, 거미류, 진드기류 및 곤충류와 같은 후생동물 분류군에서는 정자의 

초미세구조의 연구를 계통분류의 상호 관련성에 대한 분석자료로 사용하고 있

는데 (Babara, 1994, Jan hendlberg, 1986), 요각류에서도 현미경적 방법을 

통한 여러 분류군의 정자 미세구조에 대한 연구를 함으로써 계통분류학적인 
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유연 관계의 해석이 이루어질 수 있다고 생각된다.
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Ⅴ. 요    약

Tigriopus japonicus (Copepoda, Harpacticioda) 생식방법과 정포와 성숙

한 정자의 미세구조를 광학, 전자현미경으로 연구하였다. 

Tigriopus japonicus는 정포를 이용하여 생식하였다. 수컷의 생식절에 돌출

되는 정자는 2개였으며, 교미기간 동안에 수컷은 암컷의 생식공에 정포를 붙

혔다. 암컷 몸안으로 정포에 저장되었던 정자가 들어가면 정포는 생식공에서 

떨어졌다. 정포의 길이는 약 60㎛였고 최대 폭은 약 20㎛였다. Tigriopus 

japonicus 정포의 모양은 단순한 flask형였다. 정포는 수정관에서 형성되는 다

른 종류의 분비물들을 함유하였다. 정포의 벽은 큐티클층으로 구조화 되어 있

었다. 

Tigriopus japonicus 정자는 보고된 Harpacticioda 目의 종과는 다른 형태

로 나타내었다. Tigriopus japonicus 정자는 비편모성였고, 첨체가 없는 disc

형이었다. 그 길이는 약 2.5㎛였고, 최대폭은 약 1㎛였으며 정자는 핵과 2-4

개의 미토콘드리아를 가졌다. Tigriopus japonicus 정자의 미세구조를 9종의 

다른 요각류와 비교하였다.  Tigriopus japonicus 정자는 Acanthocyclops 

viridis의 정자모양과 가장 유사하였다.
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