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Abstract 

Chemosymbiotic microbes have been identified in the intertidal zones and the deep-sea hy-

drothermal vents where the environments are enriched with reduced sulfur. Recently, several 

studies have reported presence of clams in the sediment of shallow subtidal seagrass, harboring 

chemosynthetic microbes as symbionts. In this study, we investigated an association of chem-

osynthetic bacteria with a lucinid bivalve Pillucina pisidium occurring in subtidal seagrass bed 

in a lagoon on the east coast. A total of 360 clams were collected from Zostera marina bed for 

the analysis. P. pisidium was a small clam with a mean shell length of 7.0 mm and tissue wet 

weight of 26.2 mg. Histology revealed that P. pisidium has unusually thick gills which at-

tributed to 16.5% of the total tissue weight. Histology also revealed that the digestive gland 

and stomach were reduced compared to other bivalves, suggesting that P. pisidium may have 

another source of food except the filtered food particles from the ambient environment. Scan-

ning electron microscopy showed symbiotic bacteria in the gills. The results of stable isotope 

ratio analysis suggest that significantly depleted carbon and nitrogen indicate that bacterial 

fixation of carbon and nitrogen occurs in the gills. Next Generation Sequencing revealed that 

thiotrophic and diazotrophic bacteria were dominant gill filaments 

 

Keywords: Pillucina pisidium, chemosynthetic symbiosis, Lucinidae, seagrass bed, thiotroph, 

diazotroph, stable isotope ratio, Next Generation Sequencing 
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1. Introduction 

 화학합성공생 (Chemosymbiosis)이란 다세포 동물과 화학합성 미생물의 상

리공생으로 미생물은 화학합성을 통해 고정된 유기화합물을 동물 숙주에게 전달

하며 다세포 동물은 미생물에게 서식처 및 대사에 필요한 무기물을 제공한다 

(Ven et al., 2008; Dubilier et al., 2008). 화합합성 공생은 1977년 갈라파고스 제도의 

심해탐사 중 열수구 (hydrothermal vent)에 서식하는 Tube worm (Riftia pachyptila)을 

통해 최초로 보고되었다 (Cavanaugh et al., 1981). R. pachyptila는 1.5m이상 성장하는 

초대형 저서생물이나 입과 소화기관이 퇴화되어 있으며, 심해환경의 유기물 농도

는 성장에 충분하지 않아 화학합성 공생균에 의한 탄소 고정은 R. pachyptila의 에

너지 대사 방법으로 제기되었다 (Cavanaugh et al., 1981). 이후 다양한 연구를 통해 

R. pachyptila의 특수한 헤모글로빈은 황화물 (H2S)을 영양체 (troposome)내부의 화

학합성박테리아에게 전달하며, 박테리아는 황화물의 산화를 통해 ATP를 생산하

고 탄소를 고정하는 공생관계가 밝혀졌다 (Childress et al., 1984; Arp et al., 1984; 

Powel et al., 1983). R. pachyptila의 발견을 시작으로 cold seep, wood fall, volcanic mud 

등 다양한 심해환경에서 환형동물, 연체동물, 해면동물 등을 비롯한 7개 문의 동

물 분류군에서 화학합성미생물과의 공생관계가 보고되었다 (Dando et al., 1992; Du-

bililer et al., 2008; Durand et al., 1996; Lorion et al., 2008). 

 연체동물문 이매패강의 경우 홍합과 (Mytilidae), 비단조개과 (Solemyidae), 

Vesicomyidae, 말발조개과 (Thyasiridae) 및 꽃잎조개과 (Lucinidae) 등 현재까지 5

개의 과 (family)에서 화학합성 공생이 보고되었다 (Page et al., 1991; Duperron, 2013; 

Page et al., 1991; Morton, 1983; Tayor, 2011). Genus Bathymodiolus (family: Mytilidae)는 

태평양과 대서양의 열수구와 냉용수 환경에 분포하는 패류로 여과섭이 뿐만 아

니라 박테리아에 의한 황의 환원 및 서식 환경에 따라 메탄 및 수소를 에너지 



 

 

대사에 이용한다 (Fiala-Médioni et al., 2002; Kenk and Wilson, 1985). 관벌레와 마찬가

지로 순판 (labial palp), 소화맹낭 (digestive tract)과 같은 유기물의 소화와 관련된 

기관은 비교적 축소되어 있는 반면, 아가미가 두껍게 발달되어 있다 (Comitet and 

Krylova, 1999). 이는 새사 (gill filament) 내부에 박테리아가 서식하는 특수화된 균

세포 (bacteriocyte)가 발달되어있기 때문으로, 대부분의 화학합성균과 공생하는 패

류에서 나타나는 특징이다 (Won, 2003; Duperron et al., 2005). 균세포는 화학합성 박

테리아가 밀집되어 있는 세포로써 수층의 황화물, 수소 및 메탄은 균세포 내부로 

전달되고 내부의 박테리아에 의해 산화된다 (Herry et al., 1989; Southward et al., 1986).  

 아가미 내부의 화학합성 공생균은 심해뿐만 아니라 연안에서도 보고되고 

있다 (Dubilier et al., 2008; Fisher, 1990). 꽃잎조개는 화학합성 공생 패류 중 가장 다

양하며 넓게 분포하는 과 (Family)로 수심 2,500m의 심해에서부터 조간대까지, 위

도 북위 60˚에서 남위 55˚까지 분포하며, 화석종을 포함하여 400종 (현생 330종)

이상이 보고되어있다 (Taylor and Glover, 2006; Taylor et al., 2011). Elliptiolucina labey-

riei은 가장 깊은 수심에서 보고된 종으로 2,500m 수심의 퇴적물에서 발견되었으

며 (Cosel & Bouchet, 2008), Genus Lucinoma는 2,000m 수심의 mud volcano와 산소극

대역 (oxygen minimum zone)의 퇴적물에서 7종이 보고되었다 (Oliver & Holmes, 

2006). 열수공 Lucinidae의 서식지로 현재까지 1개 종 Bathyaustriella thionipta이 보

고되었다 (480-500m) (Glover, Taylor & Rowden, 2004).  

 이처럼 Lucinidae 다양한 해양환경에 광범위하게 분포하나, 대부분 100m

이내의 천해환경에 분포한다. 특히 온대-열대 지역의 잘피와 밀접한 상관관계를 

보이며, 전 세계 97%의 잘피장에서 꽃잎조개과의 분포가 보고되었다 (van der 

Heide et al., 2012). 잘피장은 잘피의 높은 생산성에서 기인한 유기물과 수괴에서 

공급되는 유기쇄설물의 분해로 황환원비율이 높은 환경이다 (Thresher et al., 1992; 



 

 

Holmer et al., 2002). 또한 잘피의 뿌리와 지하경 (rhizome)에서 공급되는 산소는 

Lucinidae의 에게 안정된 서식처가 된다 (Taylor et al., 2011). 박테리아에 의한 황 

환원은 황화물의 독성을 중화시켜 잘피의 생존력을 높인다 (Ruby et al., 2018). Ste-

ven et al., 2014 의 연구에 따르면 백악기말 잘피의 출현 이후 꽃잎조개과의 다양

성이 크게 증가하였으며, 이는 환원 환경에서 Lucinidae, 내공생균 그리고 잘피의 

공생관계로부터 기인됨을 알 수 있다 (Steven et al., 2014).   

 에너지 대사 과정에서 박테리아의 기여도를 확인하고 미생물과 숙주의 

상호작용을 파악하기 위하여 다양한 방법이 이용되고 있다. 특히 탄소와 질소의 

안정동위원소비는 생물체의 먹이원을 파악하여 생태계의 구조를 이해하는 지표

로 사용되고 있다. 박테리아에 의한 탄소동화 과정에서 무기탄소는 Ribulose-1,5-

bisphosphate carboxylase/oxygenase (Rubisco)에 의해 최초로 고정되는데 이때 근소한

무게차이로 인해 활성화에너지가 낮은 12C가 탄소동화에 우선적으로 사용된다 

(Fly, 2007). 반면 상위 에너지 단계로 갈수록 생물체는 질량이 낮은 유기물을 우

선적으로 배출하고 질량이 높은 탄소화합물을 축적하여 점차 13C의 비율이 증가

하는 분별현상 (fractionation)이 나타난다 (Fly, 2007). 질소의 순환 또한 탄소와 유

사한 양상이 나타나는데, 최초로 nitrogenase에서 14N이 15N보다 우선적으로 사용

되며, 영양단계로 올라갈수록 15N이 축적된다 (Gannes and carlos, 1997). 따라서 박

테리아로부터 동화된 유기물을 제공받는 패류의 경우 공생박테리아가 없는 패류

에 비해 14N 및 13C의 비율이 높게 측정된다 (Fisher et al., 1990; Kendall et al., 2007; 

Kharlamenko, 2001; Paul et al., 1985). 

 Pillucina pisidium (Dunker, 1860)은 꽃잎조개과에 속하는 화학합성 공생 패

류로 서아프리카, 인도, 호주, 일본, 러시아 등에 광범위하게 분포한다 (Glover and 



 

 

Tayor, 2001). 일본의 경우 규슈지역의 Tanabe Bay에서 Zostera japonica 와 P. pisid-

ium 의 분포 및 생물량의 상관관계에 관하여 연구가 수행된 바 있으며 

(TAKAHASHI et al., 2013), Kharlamenko et al., (2001)는 러시아 블라디보스톡에서 채

집된 P.pisidium 의 지방산 및 탄소 동위원소 분석을 통해 박테리아와의 공생관계

를 증명하였다 (Kharlamenko et al., 2001).  

 우리나라의 경우 9종의 잘피가 보고되었으며, 동, 서 및 남해안에 잘피장

을 형성하고 있으나 잘피장에서 화학합성박테리아와 공생하는 패류에 대한 연구

는 미미한 실정이다. 따라서 본 연구에서는 제주도 동부 연안 석호의 Zostera ma-

rina bed에 서식하는 P. pisidium과 잘피장과의 상관관계를 밝히고 먹이원 및 공생

균의 분석을 통해 P. pisidium의 생태와 생리적 특징에 대해 밝히고자 한다. 

 

2. Materials and Methods 

2.1. Study area and sample collection 

 잘피장에 서식하는 P. pisidium과 내부에 공생하는 박테리아의 특징을 알

아보기 위해 2019년 7월 제주도 동해안 오조리에 위치한 석호내 Z. marina 서식

지에서 P. pisidium 및 환경 박테리아 분석을 위한 퇴적물 시료를 획득하였다 (Fig. 

1). Z. marina의 뿌리와 근경 (rhizome)의 표층부터 10cm깊이의 퇴적물을 망목 

1mm의 체에 걸러 360개체를 채집하였으며, 냉장상태로 실험실까지 운반하였다. 

생물학적 정보를 획득하기 위해 300마리의 개체에서 각장 (shell length), 전체 습

중량 (tissue wet weight, TWT) 및 아가미의 습중량 (gills wet weight, G-TWT)을 측정

하였다. 걸러진 퇴적물은 오염을 방지하기 위해 멸균된 튜브에 담아 미생물 

DNA 분석 전까지 -80℃에 보관하였다. 



 

 

 
Fig. 1. Location of the sampling site of P. pisidium were collected from a Z. marina meadow at Ojo-ri lagoon on the eastern coast of  

Jeju island (Kakao map, https://map.kakao.com).  



 

 

2.2. Histological Preparation 

 조직염색을 통해 소화기관 및 생식소를 관찰하고자 P. pisidium 30개체를 

채집 즉시 Davidson’s solution에서 24시간 고정 (fixation) 한 후 70% 에탄올에 24

시간 동안 치환하였다. 치환 후 조직을 패각에서 분리하여 카세트에 넣고 단계적

으로 탈수 및 파라핀에 포매 하였다. 마이크로톰을 이용하여 포매된 조직을 6㎕ 

두께로 절개한 후 albumin이 도포된 슬라이드에 부착하여 48시간 동안 건조하였

다. 염색은 Howard et al. (2004)의 방법을 따라 Hematoxyline and Eosin Y (H&E) 염색

을 진행하였다. 조직 절편은 Harri’s hematoxyline 에서 1min 30초 반응 후 Eosin Y

에서 30초 간 염색되어 광학현미경 하에서 관찰되었다. 

 

2.3. Scanning electron microscopy 

 내부기관과 공생균의 초미세구조 관찰을 위해 주사전자현미경 (scanning 

electron microscope, SEM)를 이용하였다. P. pisidium의 조직을 분리하여 2.5% glutar-

aldehyde (Sigma-Aldrich, USA) 에서 60분간 고정하였다. 고정된 조직은 1 X Phos-

phate buffered saline (PBS; pH 8.0)에서 3회 세척된 후 100%에탄올에 단계적으로 탈

수되었다 (30, 50, 70 및 90%에서 각 5분). 탈수가 완료된 조직은 생식소 및 아가

미가 포함되도록 배복방향으로 단면을 절개하였다. 절개된 조직은 전기전도를 위

해 sputter coater (Q150RS, Quorum Technologies, UK)에서 백금으로 코팅 후 주사전

자현미경 (MIRA3, TESCAN, Czech Republic)에서 내부 기관 및 공생 박테리아를 관

찰하였다. 

 

2.4. Stable isotope ratio analysis 

 각 부위별 유기물 기원을 추적하기 위해 아가미, 발 및 전체 조직에서 

탄소 및 질소 동위원소 비율을 측정하였다. 50개체에서 아가미 및 발을 분리하여 



 

 

한 튜브에 5개체씩 모아 24시간 동안 동결건조 하였으며, 5개체는 절개 없이 전

체조직을 동결건조 한 후 분석 전까지 -20℃에서 냉동보관 하였다. 안정동위원소

비 분석은 광주과학기술원 동위원소생태학 연구실에서 수행되었다. 동결건조가 

완료된 조직 샘플을 입자형태로 분쇄 후 틴 캡 (tin capsule)에 넣고 밀봉하여, 안

정동위원소분석기 (Elemental Analyzer-Isotope RatioMass Spectrometry. vario Micro 

cube-Isoprime 100. Elementar-GV Instrument. UK)로 탄소 및 질소의 동위원소 비율을 

측정하였으며, 아래의 식으로 산정하여 천분율 (‰)로 나타내었다. 

δX (‰) = [(Rsample/Rstandard) - 1] × 103 (X = 13C or 15N, R = 13C/12C or 15N/14N) 

탄소동위원소의 표준물질로는 International standards of sucrose (ANU C12H22O11; Na-

tional Institute of Standards and Technology (NIST), USA)를 사용하였으며, 질소는 am-

monium sulfate ([NH4]2SO4; NIST, USA)를 이용하였다. 부위별 동위원소비 측정값의 

유의적 차이는 one-way ANOVA를 통해 검정하였다. 

 

2.5. Endosymbiosis community analysis 

2.5.1. Genomic DNA isolation 

 조직 내 미생물 DNA 추출에는 Qiagen사의 DNeasy Blood & Tissue kit (Qi-

agen, Germany)를 사용하여 아가미, 발, 전체조직에서 각각 genomic DNA를 추출하

였다. 퇴적물 시료는 Power SoilTM DNA kit (Mo Bio Laboratories, Germany)를 이용하

여 제조사의 방법에 따라 gDNA를 분리하였다. 샘플 내 박테리아의 존재를 확인

하기 위하여 bacterial universal primers 57F (5'-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3'), 

1492R (5'-GGTTACCTTGTTACGACTT-3')를 이용 박테리아의 16s rDNA영역을 증폭 

후 1% agarose gel에 전기영동하여 아가미 조직과 퇴적물에서 약 300bp의 반응산

물을 확인하였다. 

 



 

 

2.5.2. Next generation sequencing 

 아가미와 퇴적물에서 추출된 gDNA의 NGS 수행은 Macrogen (Seoul, Korea)

에 의뢰하였으며, MiSeq (Illumina, Inc, US)장비가 사용되었다. 박테리아의 동정을 

위해 16s rRNA의 V4 영역을 증폭 및 시퀀싱하였다. 시퀀싱된 DNA 단편집단 

(cluster) 중 97%이상 일치도를 나타내는 operational taxonomic unit (OUT)를 선별하

여 종수준까지 동정하였다. 



 

 

3. Result 

3.1. Biometry 

 P. pisidium의 평균 각장은 7.0 ± 0.1 (SE)mm 이었으며, 4.6mm ~ 9.3mm의 분

포를 보였다. 전체 조직의 습중량은 26.2 ± 2.1mg이며, 이중 아가미는 4.5 ± 1.4mg 

으로 전체 조직 중 약 17.1%를 차지했다. 동일한 수의 바지락 (Ruditapes philip-

pinarum), 새꼬막 (Anadara kagoshimensis) 및 꼬막 (Tegillarca granosa) 개체에서의 

조직습중량과 아가미의 습중량을 Table 1에 나타내었으며, P. pisidium의 아가미 비

율은 공생균이 없는 종에 비해 2배가량 높게 측정되었다.  

Table 1. Biological information of p.pisidium (n=300) 

 Species G-TWT (mg) TWT (mg) Ratio (%) 

Pillucina pisidium 4.5  26.2 17.2  

Ruditapes philippinarium 125.2  2901.8 8.9 

Anadara kagoshimensis 328.2  4120.4 8.0  

Tegillarca. granosa 229.2  2709.9  8.46  

 

3.2. Light microscopy 

 아가미 내부의 공간은 내강 (lumen)없이 세포로 밀집되어 있으며 아가미

는 조직의 폭의 21%를 차지하였다 (Fig. 2A). 소화맹낭은 축소되어 있었으며, 내

장낭 (visceral mass)의 내부는 생식소가 발달되어 있었으며 난세포 (oocyte)의 지름

은 50㎛로 측정되었다 (Fig. 2B, C). 자웅동체는 관찰되지 않았다 (Fig. 2D, E).  

 

3.3. Ultrastructure of internal organs  

 아가미의 절편을 주사전자현미경으로 관찰한 결과 ciliated zone과 균세포

의 영역이 관찰되었다 (Fig. 4A). 아가미의 내부에서는 균세포의 형태가 않았으나 

2㎛ 크기의 박테리아가 밀집되어있었다 (Fig. 4D). 아가미 표면의 섬모영역과 난

세포의 내부에서 박테리아의 군집은 관찰되지 않았다 (Fig. 4E-F).   



 

 

 
Fig. 2. Microscopic features of P. pisidium. (A) transverse section of P. pisidium. (B),  

(C) reduced digestive organs. (D) gonad development (female). (E) gonad  

development (male). (F), (G) section of gill filaments. Abbreviations: m, m- 

antle; g, gills; f, foot; o, oocyte; d, digestive tuble; sc, spermatocyte; gc, gra- 

nule cyte; lz, lateral zone; cz,  



 

 

  
Fig. 3. Ultrastructures of p. pisidium. (A) transverse section of the gills. (B), (C) gill. Epithet- 

lial zone. (D) endosymbionts in bacteriocyte (E) cilia zone. (F) section of oocyte. Ab-

breviations: cz, ciliated; bz, bacteriocyte zone; g, gills; f, foot; es, endosymbionts; c, 

cilia o, oocyte; n, nucleus 

  



 

 

3.4. Origin of organic compounds 

 탄소동위원소비는 아가미 조직에서 –27.0~–24.5‰로 가장 낮은 수치를 보

였으며, 발조직에서 –23.3~–21.7‰, 전체 조직에서 –24.8~–19.9‰의 범위로 분석됐

다. 질소동위원소비 측정결과 또한 탄소동위원소비율과 동일한 양상을 보였다. 

아가미조직에서 가장 낮은 값 (–4.3~–2.0‰)을 보였으며, 발조직은 0.7~1.6‰, 전체

조직은 –2.0~2.5‰의 범위로 측정됐다 (Fig. 5). 전체조직과 발에서의 측정값의 one 

way ANOVA검정 결과 δ13C의 경우 p=0.76, δ15N에서 p=0.34로 평균값의 유의적 차

이는 없었으나, 아가미의 동위원소비와는 차이를 보였다 (p<0.05).  

 
Fig. 4. Stable isotopic ratios of the gills, foot, whole tissue of P. pisidium and nonsymbi 

otic bivalve R. philippinarum, as a control in the study site Tongbatarr lagoon on 

the east coast of Jeju Island  

 

 

3.5. Bacterial community analysis 

 아가미조직과 퇴적물 시료에서 각각 107,619, 124,426개의 염기서열을 획

득하였으며 이중 chimera, low-quality, ambiguous 등을 제외한 뒤 97%이상의 유사

도를 갖는 OTU를 선별하였다. 최종적으로 아가미에서 88개의 OTU (44,003 reads), 



 

 

퇴적물에서 230OTU (9,222 reads)를 획득하였다. 획득된 OTU의 염기서열과 library

의 데이터의 유사성을 의미하는 Good’s coverage는 두 시료에서 모두 99.9% 이상

으로 모든 OTU는 종 수준까지 동정되었다. 아가미와 퇴적물에서의 Shannon index

는 각각 1.44, 5.53 로 퇴적물에서 종 수준의 다양성이 높게 관찰된 것을 알 수 

있다 (Table 2).  

 강 (class) 수준에서 아가미 조직과 퇴적물 내 박테리아 군집 분석결과 전

체 34개 강이 나타났으며 이중 1% 이상의 풍부도를 보이는 박테리아 분류군을 

Fig. 6A에 나타냈다. 아가미 조직에서는 Spirochaetia강이 54.31%로 가장 우점하였

으며, Gammaproteobacteria가 43.59%의 비율을 차지했다. 퇴적물 시료에서는 

Gamma-proteobacteria가 27.15%로 가장 우점하였으며, Deltaproteobacteria (23.88%) 

Epsilon-proteobacteria (17.91%) 순으로 강 수준의 relatively advanced가 측정되었다. 

종 수준까지 동정한 결과 아가미에서 64종, 퇴적물에서 134종이 확인되었으며, 

아가미에서는 Alkalispirochaeta sphaeroplastigenens (class Spirochaetia)가 54.17%로 가

장 우점하였고 Sedimenticola thiotaurini (class Gammaproteobacteria) 40.96%를 차지하

였다. 아가미에서 발견된 박테리아는 퇴적물에서 또한 존재하였으며, A. sphaero-

plastigenens는 퇴적물 시료에서 0.01%, S. thiotaurini는 1.16%의 비율을 차지했다 

(Fig. 6B). 

 

Table 2. Clustering result and community richiness  

  Read count OTUs Chao1  Shannon Good's coverage (%) 

Gill filaments  44,003 88 97.75 1.44 99.97% 

Sediment 9,222 230 232 5.53 99.94 



 

 

Table 3. Bacterial community structure in the gill filaments and sediment (Bold: dominant bacterial species in the gill filaments of P. pisidium)  

Gill filaments of P. pisidium     Sediment   

Species Relative Abundance   Species Relative Abundance 

Alkalispirochaeta sphaeroplastigenens 54.17%  Sulfurovum lithotrophicum 16.92% 

Sedimenticola thiotaurini 40.96%  Thioprofundum lithotrophicum 12.24% 

Pseudoalteromonas piratica 1.08%  Desulfosarcina widdelii 11.21% 

Arcobacter pacificus 0.64%  Desulfonatronobacter acidivorans 5.70% 

Vibrio alginolyticus 0.39%  Actinokineospora spheciospongiae 4.77% 

Calothrix desertica 0.35%  Thiohalobacter thiocyanaticus 3.10% 

Aestuariibacter halophilus 0.28%  Sedimenticola thiotaurini 1.16% 

Vibrio coralliilyticus 0.25%  Alkalispirochaeta sphaeroplastigenens 0.01% 

Others 1.27%   Others 44.88% 

 

 



 

 

4. Discussion 

4.1. Study area 

 잘피는 꽃잎조개 개체군의 서식 밀도 및 크기 분포에 영향을 미치는 중

요한 요인으로 작용한다. 이는 잘피가 꽃잎조개류의 대사에 필요한 산소를 공급

하고 황화물이 풍부한 퇴적층을 형성할 뿐만 아니라 뿌리와 근경의 복잡한 구조

는 포식자의 접근을 제한하기 때문이다 (Heck and Orth, 2006; van der Heide et al., 

2012). Takahashi et al. (2013)의 연구에 따르면, Uchinoura (Wakayama, Japan)의 조간대

에서 서식환경에 따른 P. pisidium의 분포양상을 조사한 결과 Zostera japonica가 서

식하는 정점에서 밀도 및 단위면적 당 총 중량이 가장 높게 측정된 바 있다 

(Takahashi et al., 2013). 또한 Lee et al. (2014)의 제주 동부 통밧알 석호의 연체동물 

군집에 관한 연구에서 석호 내 조사 정점 중 Z. marina 서식지에서 P. pisidium의 

밀도가 가장 높게 보고되었다 (Lee et al., 2014). 따라서 본 연구가 수행된 통밧알 

석호의 Z. marina 또한 P. pisidium이 서식하기에 적합한 서식처를 형성하는 것으로 

사료된다.  

  



 

 

4.2. Acquisition of symbionts 

  세균의 화학합성에 의존하는 패류는 다양한 방법으로 공생균을 획득하고 

세균의 개체군을 조절한다. Vesicomyidae에 속하는 Calyptogena okutanii는 산란 시 

공생박테리아가 자손에게 전달되는 종으로써 난세포와 초기 유생에서 PCR 과 in 

situ hybridization (ISH)를 통해 공생 박테리아가 검출되었다. 또한, 전체 genome 분

석을 통해 Vesicomyidae의 공생균은 분열에 필요한 유전자가 결핍되어 균세포 밖

에서 생존이 제한되며, 분열은 숙주로부터 전사된 박테리아 분열 유전자에 의해 

조절됨이 밝혀졌다 (Kuwahara et al., 2007). 반면, Bathymodiolus (Family: Mytilidae), 

Thyasira (Family: Thyasiridae) 및 Codakia (Family: Lucinidae)는 유생단계의 아가미와 

난세포에서 공생균이 검출되지 않았으며, 기질에 착저 후 환경으로부터 박테리아

를 획득하는 것으로 알려져 있다 (Brissac et al., 2009; Caro et al., 2007, 2009; Elisabeth 

et al., 2014; Gros et al., 1999, 2003; Kleiner et al., 2012). 비록 PCR 또는 ISH를 통해 P. 

pisidium의 생식소에서 정량적인 박테리아의 검출이 추가적으로 필요하나, 전자현

미경을 통해 박테리아의 분포는 아가미 내부에서만 확인되었으며 섬모 및 난세

포에서는 관찰되지 않았고 (Fig. 3), P. pisidium의 아가미에서 검출된 박테리아 종이 

퇴적물에서도 존재하는 것으로 P. pisidium의 공생 박테리아는 번식 시 전달되지 

않으며, 환경을 통해 획득되는 것으로 판단된다. 또한 P. pisidium의 아가미내부의 

박테리아 군집구조에서 A. sphaeroplastigenens와 S. thiotaurini 가 각각 54.17% 및 

40.96%의 높은 비율로 우점하는 반면, 퇴적물 시료에서는 1.16% 및 0.01%로 낮

은 비율로 측정되었으며 (Table 3), 이는 P. pisidium이 능동적으로 미생물 군집을 

조절한 결과로 해석된다.  

  



 

 

4.4. Bacteria-host interaction 

 이 연구에서는 P. pisidium을 구성하는 유기물의 기원을 파악하고자 탄소

와 질소의 안정동위원소비를 측정하였다. 그 결과, 2010년 동일한 지역에서 채집

된 바지락에 비해 탄소는 약 4‰ 이상, 질소의 경우 5‰ 이상으로 가벼운 동위원

소의 비율이 높게 측정되었다 (Fig. 4). 이러한 동위원소 비율의 차이는 화학합성

에 의한 탄소고정 뿐만 아니라 박테리아의 무기질소 고정으로 설명된다.  

 일반적으로 바지락의 탄소동위원소비는 서식지의 입자성유기물질 (partic-

ulate organic matter; POM)의 측정값의 범위 내에 분포하는데, 이는 수층의 플랑크

톤이 여과식자인 바지락의 주요 먹이원이며, 유기탄소가 상위 영양단계로 이동할 

때 약 0.4 ~ 1‰의 비교적 낮은 비율로 무거운 동위원소가 축적되기 때문이다 

(Fry and Sherr, 1989; McCutchan et al., 2003; Kharlamenko et al., 2001). 반면, 화학합성균

과 공생하는 패류는 아가미 내 박테리아에 의해 고정된 유기물에 의존하기 때문

에 공생균이 없는 패류에 비해 가벼운 원소의 비율이 높게 나타난다 (Fisher and 

Childress, 1992; Robinson et al., 1995). 유기물 획득을 화학합성 박테리아에 전적으로 

의존하는 Solemya velum (Family: Solemyidae)에서 −38.4 에서 −45.3‰의 탄소동위원

소비가 측정된 바 있으며 (Conway and Capuzzo, 1991), 일부 Thyasira에서 또한 

−38‰의 동위원소비를 보였다 (Fiala‐Médioni et al., 1993). 하지만, 다양한 공생패류

들이 세균의 동화작용 뿐만 아니라 여과섭이를 통해 수층의 유기물을 획득하는 

혼합영양생물 (mixotroph)로 알려져 있으며, 이경우 δ13C는 −28 ~ −20‰의 비율을 

보인다 (Petersen et al., 2017). 따라서 본 연구에서 측정된 P. pisidium 전체조직의 탄

소 동위원소비 (−24.8 ~ −19.9‰)를 통해 P. pisidium은 혼합영양생물임을 판단할 수 

있다. 전체조직과 발 조직에 비해 아가미에서 12C의 비율은 3.4‰의 차이를 보였

는데, 이러한 차이는 아가미에서 고정된 유기물이 전체 조직으로 이동할 때의 분

별작용보다 높은 수치로써, 화학합성으로 인한 탄소동화 뿐만 아니라 외부 유기



 

 

물의 소화가 이루어진 결과로 사료된다. 

 질소동위원소 비율은 에너지 대사에 있어 공생균의 기여를 확인하는 지

표로써 이용된다 (Zanden & Rasmussen, 2001). 질소는 아미노산 형태로 상위 영양

단계로 이동하며, 아미노 전이 (transamination) 또는 탈아미노 (deamination) 과정

에서 15N-amine 그룹이 선호되고 14N-amine 그룹이 우선 배출되는 분별현상이 나

타난다 (O’Brien and Rio, 1997). 반면, 질소고정균과 공생하는 동물의 경우 14N은 

배출되지 않고 내부 공생박테리아에게 공급되어 재순환되는 과정으로 종속영양

생물에 비해 14N의 비율이 높아지는 경향을 보인다 (Sigman et al., 2009). 박테리아

에 의한 질소 동화작용은 질소원의 종류에 따라 상이한 동위원소비를 나타낸다. 

대기중 질소 (N2)의 안정동위원소비는 0‰로 알려져 있으며, 질소고정박테리아 

(diazotroph)에 의해 고정되어 −2‰ 에서 0‰의 비율을 나타낸다 (Fry, 2007). 반면 

amonium, urea 또는 질산염 (nitrate) 등 용존무기질소의 동화는 4‰ 에서 6‰로 비

교적 무거운 양상을 보인다 (Sigman et al., 2009) 공생 박테리아는 환경 조건에 따

라 다양한 형태의 질소화합물을 대사에 이용한다고 알려져 있다 (Cardini et al., 

2019; König et al., 2016). 본 연구에서 측정된 P. pisidum의 질소 동위원소비는 아가

미 조직에서 −4.3‰에서 −2.0‰을 보여 공생박테리아에 의한 질소동화과정이 있

음이 사료되며, 전체 조직에서 측정된 −2.0‰에서 2.5‰의 비교적 넓은 범위의 질

소 동위원소비는 아가미에서 조직으로 전달되는 과정에서의 분별작용 외에도 박

테리아의 질소동화과정에서 다양한 질소화합물이 이용되기 때문이라고 생각된다. 

 Rodionov and Yushin (1991)은 P. pisidum 아가미 내부 박테리아의 형태적 연

구를 통해 2가지 형태의 박테리아를 보고한 바 있으며, 본 연구 NGS에서 또한 S. 

thiotaurini와 A. sphaeroplastigenens가 95.1%로 우점하여 P. pisidium의 에너지대사에 



 

 

영향을 미치는 주요 박테리아로 사료된다. S. thiotaurini가 속하는 class Gammaprote-

obacteria는 해양환경 내에서 주로 호기성 호흡을 통해 에너지를 생산하는 것으로 

알려져 있으며, 용존산소가 분포하는 상층부 퇴적물에 서식한다 (da Silva et al., 

2013). 잘피장 또는 mangrove 등 천해환경에 서식하는 대부분의 Lucinidae에서 

Gammaproteobacteria가 보고 되었으며, Codakia orbiculate와 Stewartia floridana에서는 

Sedimenticola가 우점하는것으로 보고되었다 (Goemann, 2015; Petersen et al.,2017). 또

한 König et al. (2016)은 S. thiotaurini에서 황산화효소 (flavocytochrome) 유전자의 발

현을 확인하였으며, 용존질소 고정에 관여하는 nitrogenase을 비롯하여 암모니아 

및 아질산 고정효소를 발견한바 있다. 따라서 S. thiotaurini의 황과 질소대사를 통

해 유기물을 생산하는 기능은 P. pisidium를 구성하는 박테리아 기원 유기물과 밀

접한 연관이 있을것으로 사료된다. P. pisidium의 아가미에서 가장 많은 비율을 차

지하는 A. sphaeroplastigenens는 현재까지 Lucinidae에서 발견된 기록은 없으며, A. 

sphaeroplastigenens가 속하는 Spirochaetaceae는 일부 Lucinidae에서 5.5%의 낮은 비

율로 관찰된 바 있다 (Lim et al., 2019). 하지만 Spirochaeta (Alkaispirochaeta)는 황화

수소가 풍부한 퇴적물에 서식하는것으로 알려져 있으며 단일 균주배양시 N2가 

없는 배지에서 증식이 되지 않은 점으로 질소고정기능이 확인된 바 있다 (Reddy 

et al., 2013; Sravanthi et al., 2016). 따라서 A. sphaeroplastigenens또한 P. pisidium의 대

사에 관여한다고 사료된다.   
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세심한 부분까지 챙겨주시는 이혜미 누나, 실험실 생활을 하면서 힘든일이 있을 

때 가장 먼저 도와주시는 조영관 형, 샘플 채집을 함께해주고 작은 크기를 측정

하는데 고생해준 Subramaniam Thachaneshkanth, 여러 실험 방법을 알려준

Nainanayaka Pathirannehelage Harshani, 더운 날씨에 함께 채집해준 이경태형, 항상 

서로 의지가 되는 동기 김정화, 항상 솔선수범하는 가지노 노부히사, 먼 타지에

서 고생해주는 Mai Nguyen Anh Thu에게도 깊은 감사를 드립니다. 

 어린시절부터 과학자의 꿈을 갖게 해주시고 물심양면으로 지원해주시는 

부모님, 지금까지의 사랑과 응원에 감사드립니다. 아직 많이 부족하지만 열심히 

수학하여 당신의 자부심이 되겠습니다. 
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