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Abstract

1.Inducedgonadalmaturation

ThegonadaldevelopmentoffemaleandmaleforC.gigascanbedividedinto

fourstagesbyhistologicalobservations:inactivestage,earlyactivestage,late

activestageandripestage.Thegonadindex(GI)increasedalongwithincrease

ofwatertemperature.However,thefleshweightindex(FWI)wasnotrelevant

tothechangeofwatertemperature.Inductionofgonadalmaturationbyheating

ofC.gigaswasobserved:spawningratesoffemaleandmalewererespectively

60% and70%.Theywererespectivelyobservedat64daysand58daysafter

breedinginfastelevatingtemperature.Spawningratesoffemaleandmalewere

80% inslow elevatingtemperature,andtheywererespectivelyobservedat72

daysand66daysafterbreeding.UsingformulaK=H(T-t),itobtainedthatthe

biologicalminimum offemaleandmalewererespectivelytF=10.5℃ andtM=10.2℃,

andtheaccumulativetemperatureforgonadalmaturation offemaleandmale

wererespectivelyKF=481.5℃·dandKM=410.2℃·d.
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2.Inducedoocytematuration

Theeffectivenessofneurotransmitterongerminalvesiclebreakdown(GVBD)

wasinvestigatedinvitrousing theoocyteswhich areobtainedfrom theC.

gigas.Amongtheneurotransmittertested,serotonincaninduceGVBD,however,

acetylcholine, adrenaline, noradrenaline, dopamine, and histamine were not

effective.Theresultsshowedthatserotoninconcentrationsof10
-7
-10

-3
M can

induceGVBDofC.gigasoocytesremarkably,andtheGVBDratesofoocytesin

10
-5
M and10

-4
M weremorethan97% at60minutesaftertreatment.

3.Spawninginduction

The effectiveness of acetylcholine, adrenaline, noradrenaline, dopamine,

serotonin,andhistamineforspawninginductionwasinvestigatedofC.gigas.

Dopamine 10-3 M and serotonin 10-3 M injection can induce the spawning

effectivelyinC.gigas,whichismoresensitivelyresponsetomalethanfemale.

Theresponsetimetoinitialspawninginthecaseofdopaminewaswithin17

minutesinmale,however,dopaminewasnoteffectiveinfemale.Inthecaseof

serotonin,responsetimeoffemaleandmalewererespectivelyinducedwithin29

minutesand13minutes.Thenumberofspawnedeggswere2.53million and

numberofspawnedsperm were100.1billionat10-3M dopamineconcentration.The

numberofspawnedeggswere1.97millionandnumberofspawnedsperm were

143.1billionat10
-3
M serotoninconcentration.Fertilizationandhatchingratewas

notdifferentforoocytesobtainedfrom eachstimulus.

4.Fertilizationandhatching

Improvementoffertilizationandhatchingratebythefertilizationconditionswere

investigatedofC.gigas.Temperaturesrangingfrom 18-24℃ hadnodetrimental

effectsuponfertilizationandhatching,andtemperatureof24℃ appearedadequate
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foroptimalfertilization and hatching rate.Fertilization and hatching was not

affectedatsalinitiesrangingfrom 25-35psu.Themosteffectivefertilizationand

hatchingratewererespectivelyobtainedwithin4hoursaftereggscollection,and

within30minutesaftersperm collectionundertemperature24℃.Thebestsperm to

eggratioforthefertilizationandhatchingrateofC.gigaswas1,000sperm per

egg.Theoptimalgametecontacttimewasbetween30and120minutes.Thebest

densitiesforthefertilizationandhatchingrateofC.gigaswere200permillilitre.

Theoptimaltankvolumewasbetween50and5,000millilitre.50-5,000mLvolume

wasnodifferenceforfertilizationandhatchingrate.

5.Triploidinduction

Thenumberofchromosomesfordiploidandtriploidwererespectively2n=20

and3n=30inC.gigas.ThebesttreatmentconcentrationofCBand6-DMAPwere

respectively0.5mg/Land60mg/L.Differentinductionconditionsoftriploidwere

investigatedinC.gigaswith0.5mg/LCBand60mg/L6-DMAPconcentration.

Thelongerduration oftreatmentshowed thathatching ratewaslower.The

highesttriploidrate(73.8%)wasobtainedat27℃,30minutesafterfertilization

for10minutestreatmentdurationwith0.5mg/LCBconcentration.Thehighest

triploidrate(66.7%)wasobtainedat29℃,10minutesafterfertilizationfor20

minutestreatmentduration,and 15minutesafterfertilization for30minutes

treatmentdurationwith60mg/L6-DMAPconcentration.

6.Massproductionoftriploidseedling

Thisstudy treated15billionofembryostoobtain21.1millionofD-shaped

larvae,andtheshelllengthwas77.1±3.0㎛.Hatchingratewas1.4%,andtriploid

inductionrateofD-shapedlarvawas34.5%.After15days,D-shapedlarvagrew

to 363.5±28.6 ㎛ in the settlementstage and estimated survivalwas 4.3%.
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Breedingwasconducedinthesettlementlarva(0.9million)bydownwearing

method.Shelllengthandtotalweightofspatafterseedcollectiongrew 4.1±0.9

mm and15.6±10.5mgin30days,andsurvivalwas12.3%.
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I.서 론

굴(oyster)은 세계적으로 3속 100종 이상이 서식하는 것으로 알려져 있다

(Stauber,1950).2012년 양식 생산량은 474만 톤으로 4.3조원 규모에 달하며,

그중에서 참굴 Crassostreagigas의 양식 생산량은 약 61만 톤으로 전체의

12.8%를 차지하고 있다(FAO,2012).주생산지는 한국을 비롯한 중국,일본 등

동북 태평양 연안이며,미국의 태평양 연안,프랑스 및 호주 등에서도 양식이

활발하게 이루어지고 있다.

굴 양식에 있어서 배수체의 활용,특히 3배체 굴 양식이 미국,프랑스,호주

및 중국 등 여러 나라에서 성행하고 있다.미국의 경우 1990년대 말까지 3배

체 종묘는 주로 cytochalasinB를 이용하여 극체방출을 억제하는 화학적인 방

법으로 생산된 바 있다.최근에는 4배체 굴이 만들어짐에 따라 2배체 암컷과

4배체 수컷을 교배하여 3배체를 생산하고 있으며,현재 인공종묘의 3분의 1

이상이 이와 같은 3배체로 생산되고 있는 실정이다.프랑스의 경우 인공 종묘

가 전체 종묘생산량의 약 15%를 차지하는데,그중 대부분이 3배체 종묘이다

(최,2012).

굴 양식에 있어서 3배체 굴을 선호하는 이유는 생식세포 감수분열시 3쌍의

염색체가 분리에 이상을 일으켜 불임이 유발되며(BeaumontandFairbrother,

1991),이로 인해 성 성숙을 위한 에너지가 성장과 육질부의 비만에 이용되기

때문에 동일 연령의 2배체보다 성장이 빠르고 글리코겐 함량도 높아 부가가치

를 높일 수 있다.

한국에서 굴 양식 생산량은 약 24만 톤으로 남·서해안을 중심으로 양식이

이루어지고 있다(2013,통계청).그러나 최근에 산업시설의 임해배치,도시화

및 굴 양식장의 노후화에 따른 연안역의 환경 악화 등으로 단위면적당 생산량

의 감소와 육질부의 비만이 떨어지는 현상이 나타나고 있다.특히 2007년 허
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베이스피리트호 유류오염 사고로 인해 태안지역의 굴 양식산업이 유류오염 및

모패자원의 부족 등으로 총생산량의 5%를 차지하던 것이 2008년에는 1%미만

으로 급감하였다(Lim etal.,2011).이를 계기로 해당지역의 어가소득과 서해

안 굴 양식의 생산성 증대를 위한 방안으로 갯벌참굴 양식이 도입되었다.

갯벌참굴 양식은 수평망식 시설을 이용하여 개체굴을 생산하는 방식으로서,

굴의 주 산란기인 하절기에도 수확이 가능하여 계절에 상관없이 연중생산할

수 있는 특징을 가지고 있다(최,2012).따라서 황폐화된 갯벌의 이용을 가능

하게 할뿐만 아니라 고소득의 창출 및 수출산업의 한 품종으로서 자리 잡을

수 있어,서해안의 고부가가치 양식품종으로서 매우 적합하다고 할 수 있다.

(국립수산과학원,2013).한국의 갯벌참굴 양식은 2013년 현재 43ha양식장에

수평망식 양식시설 23,000세트가 설치되어 있으나 아직 초기단계에 있다.또

이 양식에서 드러난 가장 큰 문제점은 3배체 굴 종묘의 공급이 원활하지 않다

는 점이다.참굴의 인공종묘 생산은 1990년대 중반에 개발되어 현재에는 매우

보편화되어 있는 기술이지만 3배체 굴 종묘생산의 경우 일부 업체를 제외하고

는 생산이 전혀 이루어지지 않는 실정이다.또한 3배체 종묘의 높은 생산비용

및 특허사용료로 인해 판매단가가 매우 높은 문제점을 안고 있다(Lim etal.,

2011).그러므로 수평망식 갯벌참굴 양식을 확대하기 위해서는 안정적이고 가

격이 저렴한 3배체 종묘의 대량 보급이 우선적으로 이루어져야 한다.

굴의 3배체는 버지니아굴 Crassostreavirginica에서 cytochalasinB에 의해

최초로 유도(Stanleyetal.,1981)된 이후 많은 연구가 수행되었으나 한국에서

는 유 등(1990)의 연구뿐이며,체계적인 3배체 참굴생산에 관한 연구는 찾아볼

수 없다.

따라서 본 연구에서는 갯벌참굴 양식에 필요한 3배체 종묘를 안정적으로 생

산하기 위한 번식학적 기반 기술을 확보하고,3배체를 활용한 개체굴 인공종

묘의 대량 생산기술을 개발하기 위하여,모패의 실내 사육에 따른 생식소 성

숙 유도방법을 파악하였다.3배체 유도를 위한 성숙란을 대량으로 확보할 수
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있는 난모세포의 성숙유도 및 산란유발 방법을 연구하였다.또한 양질의 수정

란 확보를 위한 알과 정자의 수정방법과 부화에 미치는 다양한 요인에 관하여

조사하였다.끝으로 극체억제 처리에 의한 3배체 유도조건 및 3배체 종묘의

대량생산에 필요한 기반기술을 개발하고자 하였다.
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II.생식소 성숙유도

1.서 설

참굴 종묘를 생산하기 위해서는 필요한 시기에 성숙한 모패의 확보가 우선

적으로 이루어져야 하며,이러한 목적을 달성하기 위해서는 모패의 생식소 성

숙 유도 기법을 확립하는 것이 필요하다.또한 인위적 제어 조건에서 조직학

적 방법을 통한 모패의 생식소 발달 조사 및 번식생리학적 지표의 파악은 생

식소 성숙 유도를 위한 기초지식을 얻는 데 매우 중요하다.

패류의 생식소 성숙 유도에 관한 연구는 참전복 Haliotisdiscushannai

(Ukiand Kikuchi,1984;Hahn,1994),해만가리비 Argopecten irradians

(Zhou,1991;Zhou et al.,1999;Lu et al.,2008),바지락 Ruditapes

philippinarum (Liangetal.,2007;Lietal.,2007),명주개량조개 Coelomactra

antiguata(Liuetal.,2002)등 산업적으로 중요한 종에 대해 보고되고 있다.

또한 굴에 있어서 버지니아굴(Loosanoffand Davis,1952;Loosanoffand

Davis,1963)과 참굴(Luetal.,1998;Minetal.,2004)에 대한 보고가 있다.

일반적으로 조개류의 생식소 발달과 성 성숙은 수온,염분,먹이생물,일장

등 외부 요인과 영양물질의 저장,신경분비 등과 같은 내부 요인의 영향을 받

게 되는데(Sastry,1966;Arellano-Martinez etal.,2004;Simpson,1982;

Barber,1984;BlakeandSastry,1979),그중에서 수온이 가장 중요하게 작용

하는 외부 요인으로 알려져 있으며(Mackie,1984;Rodriguez-Moscosoand

Arnaiz,1988),주로 체내 대사율의 변화를 일으킴으로써 생식주기에 영향을

미친다(Khalil,1994).지금까지 수온과 성 성숙의 관계에 대한 연구로는 새조

개 Fulvia mutica,가무락 Cyclina sinensis,바지락,북방대합 Spisula

sachalinensis,비단가리비 Chlamysfarreri등 많은 보고가 있다(Changand
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Lee,1982;Chungetal.,1991;Chungetal.,1994;Leeetal.,1997;Parkand

Lee,2008).

패류의 생식소 발달 및 성숙에 있어 생물학적영도(biologicalminimum

temperature)는 생식소 발달이 정지하는 기초수온을 나타낸 것이고,적산수온

(accumulatedwatertemperature)은 생식소 발달과 외부 온도 사이의 상관관

계를 나타낸 것으로,패류 산란시기의 임의조절과 연중 채란을 가능하게 하는

중요한 번식생리학적 지표이다(Kim,1983).지금까지 생물학적영도와 최종성

숙까지의 적산수온을 밝힌 종으로는 참전복,해만가리비,바지락,명주개량조

개 등이 있다(KikuchiandUki,1974;Zhou,1991;Zhouetal.,1999;Lianget

al.,2007;Lietal.,2007;Liuetal.,2002).

따라서 본 연구에서 주된 양식굴 생산지인 남해안 참굴을 대상으로 수온을

인위적으로 제어하는 조건에서의 생식소 발달,생식소지수와 연체부중량지수

의 변화,방란⋅방정 반응률 및 생존율 등을 조사하였다.아울러 참굴의 생물

학적영도와 최종성숙을 위한 적산수온을 구명함으로써,3배체 종묘의 계획적

인 생산을 위한 모패의 생식소 성숙유도 기법을 확립하고자 하였다.
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2.재료 및 방법

2-1.실험재료

실험용 모패로서 국립수산과학원 남동해수산연구소 남해센터 시험용 가두리

에서 수하식으로 22개월 양성한 참굴(각장 67.3±4.1mm,전중 190.6±52.7g)

1,200마리를 사용하였다.

2-2.모패사육

모패를 실내 사육실로 옮겨 패각에 붙어있는 이물질을 제거한 후,1.6톤

FRP 사각수조(2.0×1.0×0.8 m)에 설치한 24개의 플라스틱 사각바구니(50.0×

32.0×17.0cm)에 각각 25마리씩 수용하여 실험하였다.모패의 사육은 유수식

으로 하였고,유수량은 15L/min가 유지되도록 하였으며,온도조절은 환경조

절기(Aquatron,Yoowon,Korea)를 사용하였다.먹이생물은 Tetraselmissp.,

Nitzschiasp.및 Phaeodactylum sp.를 2:1:1(V:V:V)의 비율로 혼합한 후 사

육수 중 먹이생물이 5∼15×10
4
cells/mL의 농도로 유지되도록 30분 간격으로

15분 씩(2∼3L/분)수중펌프를 이용하여 먹이생물을 공급하였다.그리고 빵효

모(Saccharomycescerevisiae),밀가루,녹말가루,Spirulina분말을 각각 2g

씩 혼합하여 2L의 물에 충분히 풀은 다음 하루에 4번씩 공급하였다.수조바

닥의 찌꺼기는 2∼3일 간격으로 25mm 호스를 사용하여 사이폰 배수방식으

로 제거해 주었다.

2-3.환경관리

모패를 안정시키기 위하여 10일간 자연해수를 흘러주었다.이후 수조1에서

는 3∼4일 간격으로 1.5±0.5℃씩 온도를 빠르게 상승시켰고(fastelevating

temperature:FET),수조2에서는 3∼4일 간격으로 1.0±0.5℃씩 온도를 느리게

상승시켜(slow elevatingtemperature:SET)설정온도 25℃에 이르게 하였으
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FWI=
FW (g)

×100
FW (g)＋ SW (g)

GI=

(In개체수×1)+(Ea개체수×2)+(La개체수×3)+(R개체수×4)

조사 개체수

며,이후 실험종료시까지 25℃를 유지하였다.수온은 온도미니로거(HOBO

U22watertempprov2,Onset,USA)로 30분 간격으로 측정하였으며,염분은

YSI85-10FT 수질측정기(YSIIncorporated,USA)로 매일 오전 10시에 측정

하였다.실험기간 중 FET과 SET의 수온과 염분은 각각 8.4∼25.3℃,8.4∼

24.7℃ 및 32.6∼33.8psu,32.4∼33.8psu였다(Fig.1).

2-4.연체부중량지수 조사

생식소 발달로 인해 증가되는 생식소 중량의 영향을 파악하기 위하여 7일

간격으로 암·수를 각각 5개체씩 조사하였고,모든 개체는 각중(shellweight,

SW) 및 연체부 중량(flesh weight,FW)을 전자저울(PB4002-S,Mettler

Toledo)로 0.01g까지 측정하였다.연체부중량지수(fleshweightindex,FWI)

는 AkashigeandFushimi(1992)의 방법에 따라 산정하였다.

2-5.생식소지수 조사

산란시기를 간접적으로 추정하기 위하여 7일 간격으로 암·수를 각각 5개체

씩 조사하여 생식소 조직표본을 관찰한 후 발달단계별 비활성기(inactive

stage,In)는 1,초기활성기(early active stage,Ea)는 2,후기활성기(late

activestage,La)는 3및 완숙기(ripestage,R)는 4로 표시하였다.생식소지수

(gonadindex,GI)는 Eversole(1997)의 방법을 일부 수정하여 계산하였다.

2-6.생식소 조직학적 관찰

생식소의 조직학적 변화를 관찰하기 위하여 7일 간격으로 암·수를 각각 5개
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Fig.1.Changes ofwater temperature and salinity in fastelevating

temperatureandslow elevatingtemperature.
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체씩 채집하여 생식소 부위를 절취하고 Bouin용액에 24시간 고정한 후,

paraffin상법으로 5∼7μm 두께의 조직표본을 제작하고 Mayer'shematoxylin

과 0.5% eosin으로 비교 염색하였다.그리고 생식소 조직상을 광학현미경으로

관찰하여 비활성기(inactivestage,In),초기활성기(earlyactivestage,Ea),후

기활성기(lateactivestage,La)및 완숙기(ripestage,R)의 4단계로 나누었다.

2-7.방란 및 방정 반응률 조사

생식소의 최종성숙을 확인하기 위하여 생식소 조직상에서 50% 이상이 완숙

기에 도달한 개체를 2∼3일 간격으로 모패의 좌각을 일부 제거하여 암·수를

구별한 후,암컷과 수컷을 각각 10개체씩 산란유발한 다음 방란·방정 반응률

을 조사하였다.산란유발은 serotonin을 0.22㎛ celluloseacetatemembrane

여과해수(32.8∼33.2psu,pH 8.05∼8.10)에 녹여 10
-4
M 농도로 만든 후,0.5

mLinsulinsyringe로 100μL를 생식소 부위에 주사하였고,그 다음 2L유리

비커에 각각 1마리씩 수용하였다.반응률은 자극개시 후 3시간까지의 방란 및

방정 개체의 비율로 하였고,최종 성숙은 50% 이상의 개체가 방란 및 방정

반응이 일어나는 시점으로 하였다.

2-8.생물학적영도 및 최종성숙 적산수온 조사

생식소 발달상태를 나타내기 위한 생물학적영도 및 최종성숙 적산수온은

Zhou(1991)의 K =H⦁(T-t)적산수온 관계식을 사용하여 계산하였다.여기서

K는 적산수온,H는 생물학적 영도 이상의 사육일수,T는 사육수온,t는 생물

학적 영도이다.적산수온 K가 일정하기에 S1과 S2의 면적이 같다(Fig.2).이

를 식으로 나타내면, 와 같다.여기서 L1과 L2는

사육수온의 회귀직선이고,l1과 l2는 생물학적 영도 t를 표시하며,h1과는 h2는

실험 개시시부터 생물학적 영도에 이르기까지 소요한 사육일수,h1′과는 h2′

는 실험 개시시부터 최종성숙에 이르기까지의 사육일수이다.
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Fig.2.Schematicdiagram forbiologicalminimum temperatureandeffective

accumulativetemperatureonfinalmaturation.
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2-9.생존율 조사

모패의 생존율은 실험개시 후부터 종료시까지 7일 간격으로 폐사 마리수를

계수하여 생존개체와 총 입식개체의 비율로 하였다.

2-10.통계분석

실험결과의 통계처리는 PASW program (Ver.19)을 사용하여 oneway-

ANOVA test를 실시한 후,Duncan’smultiplerangetest로 평균간의 유의성

(P＜0.05)을 검정하였다.
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3.결 과

3-1.연체부중량지수 변화

FET과 SET에서 암컷과 수컷의 FWI의 변화는 Fig.3에 나타낸 바와 같다.

암컷의 경우 FET에서 FWI의 변화는 실험개시시 19.2±3.2이던 것이 28일째에

는 23.4±2.5로 증강하였으나 35일째에는 20.6±1.0로 감소하였고,이후 다시 증

가하는 경향을 보였다.SET에서 FWI의 변화는 실험개시시 19.2±3.2이던 것이

7일째에는 20.3±1.5로 증가한 후,14일째에는 19.3±3.1로 약간 감소하였다.이

후 점차 증가하여 42일째에 22.2±2.7를 보였고,49일째에 20.5±3.1로 감소한 후

다시 증가하여 72일째에는 최대값인 22.3±4.9를 보였다.수컷의 경우 FET에서

FWI의 변화는 실험개시시 19.2±3.2이던 것이 14일째에 23.1±3.3로 증가하여

최대값을 보였고,이후 점차 감소하여 35일째에는 20.7±2.6를 보인 후 다시 증

가하는 경향을 보였다.SET에서 FWI의 변화는 실험개시시 19.2±3.2이던 것이

점차 증가하는 경향을 나타나 49일째에 21.5±1.9을 보였고,56일째에 20.1±4.9

으로 감소하였으나 이후 다시 증가하였다.

3-2.생식소지수 변화

FET와 SET에서 암컷과 수컷의 GI의 변화는 Fig.4에 나타낸 바와 같다.

암컷의 경우 FET에서 GI의 변화는 실험개시시 1에서 수온 상승과 더불어 서

서히 증가하여 35일째 1.8로 증가하였다.이후 급격하게 증가하여 49일째에

3.4를 보인 후 다시 서서히 증가하여 63일째에는 4로 증가하였다.SET에서

GI의 변화는 실험개시시 1에서 수온 상승과 더불어 서서히 증가하여 35일째

1.4로 증가하였다.이후 급격하게 증가하여 56일째에는 3.6을 보인 후 다시 서

서히 증가하여 70일째에는 4로 증가하였다.수컷의 경우 FET에서 GI의 변화

는 실험개시시 1에서 수온 상승과 더불어 서서히 증가하여 21일째 1.2로 증가

하였다.이후 급격하게 증가하여 49일째에는 3.6을 보였고,56일째에는 3.8로
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Fig.3.ChangeoffleshweightindexforfemaleandmaleofC.gigasin

fastelevatingtemperatureandslow elevatingtemperature.Values

aremean±SD(n=5).
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Fig.4.ChangeofgonadindexforfemaleandmaleofC.gigasinfast

elevatingtemperatureandslow elevatingtemperature.
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증가하였다.SET에서 GI의 변화는 실험 개시시 1에서 수온 상승과 더불어 서

서히 증가하여 35일째 1.4로 증가하였다.이후 급격하게 증가하여 49일째에는

3.4를 보인 후 다시 서서히 증가하여 63일째에는 4로 증가하였다.

3-3.생식소 발달

실험기간 동안 참굴 생식소의 발달단계를 조직학적으로 관찰한 결과,암·

수 각각 비활성기,초기활성기,후기활성기 및 완숙기의 4단계로 구분할 수 있

었다.

비활성기(inactivestage,In):암컷의 난소는 난소소낭(ovariansac)의 생

식상피에 난원세포들이 소수 관찰되었고,소낭과 소낭사이는 결체조직으로 가

득 채워져 있었다(Fig.5Ⓐ).FET에서 이 시기의 개체들이 실험개시시부터 35

일 사이에 나타났고,출현율은 각각 100,100,80,80,20및 40%였다.SET에

서는 이 시기의 개체들이 실험개시시부터 42일 사이에 나타났고,출현율은 각

각 100,100,100,80,60,60및 20%였다(Fig.7).수컷의 정소는 정소세관

(seminiferoustubule)의 생식상피에 난원세포들이 소수 관찰되었고,세관과 세

관사이는 결체조직으로 가득 채워져 있었다(Fig.6Ⓐ).FET에서 이 시기의 개

체들이 실험개시시부터 35일 사이에 나타났고,출현율은 각각 100,100,80,

80,20및 20%였다.SET에서는 이 시기의 개체들이 실험개시시부터 42일 사

이에 보였고,출현율은 각각 100,100,100,80,60,60및 20%였다(Fig.8).

초기활성기(earlyactivestage,Ea):암컷 난소는 난소소낭의 생식상피에

따라 난경이 약 10μm인 난원세포와 난경이 20∼30μm인 초기발달 중인 난

모세포가 보였으며,생식상피는 비교적 두텁게 관찰되었다(Fig.5Ⓑ).FET에

서 이 시기의 개체들이 실험개시후 14∼49일에 나타났고,출현율은 각각 20,

20,80,40,60및 20%였다.SET에서는 이 시기의 개체들이 실험개시후 21∼

49일에 보였고,출현율은 각각 20,40,40,60및 20%였다(Fig.7).수컷의 정

소는 정소세관의 생식상피에 따라 크기가 약 10μm인 정원세포와 크기가 7∼
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8μm인 정모세포가 다수 관찰되었다(Fig.6Ⓑ).FET에서 이 시기의 개체들이

실험개시후 14∼42일에 보였고,출현율은 각각 20,20,80,40및 20%였다.

SET에서는 이 시기의 개체들이 실험개시후 21∼49일에 나타났고,출현율은

각각 20,40,40,40및 20%였다(Fig.8).

후기활성기(lateactivestage,La):암컷의 난소소낭 내에는 성숙발달 중

인 난경 30∼40μm인 난모세포들이 다수 출현하였고,난모세포는 난병을 생

식상피에 부착하고 소낭의 내강을 향해 발달하였으며,생식상피는 약간 얇아

졌다(Fig.5Ⓒ).FET에서 이 시기의 개체들이 실험개시후 35∼56일에 나타났

고,출현율은 각각 20,40,20및 20%였다.SET에서는 이 시기의 개체들이 실

험개시후 42∼63일에 보였고,출현율은 각각 20,80,40및 20%였다(Fig.7).

수컷의 정소의 발달과 함께 정소세관 내에 정원세포,정모세포,정세포 그리고

변태 중인 정자들이 외층으로부터 내강 쪽으로 배열된 것이 관찰되었다(Fig.

6Ⓒ).FET에서 이 시기의 개체들이 실험개시후 35∼56일에 보였고,출현율은

각각 40,60,40및 20%였다.SET에서는 이 시기의 개체들이 실험개시후 42

∼56일에 나타났고,출현율은 각각 40,20및 20%였다(Fig.8).

완숙기(ripestage,R):암컷의 난소 내에는 난경이 45∼50μm인 완숙된

난모세포들이 난소소낭 내강으로 떨어져서 소낭을 가득 채워져 최대로 비후되

었고,생식상피가 아주 얇아졌다(Fig.5Ⓓ).FET에서 이 시기의 개체들이 실

험개시후 49∼63일에 보였고,출현율은 각각 60,80및 100%였다.SET에서는

이 시기의 개체들이 실험개시후 56∼70일에 나타났고,출현율은 각각 60,80

및 100%였다(Fig.7).수컷의 정소세관이 비후되었고,세관의 상피층에 정모세

포와 정세포들이 일부 관찰되었으나,소낭 내에는 변태를 마친 완숙된 정자들

로 가득 차있었다(Fig.6Ⓓ).FET에서 이 시기의 개체들이 실험개시후 42∼56

일에 보였고,출현율은 각각 20,60및 80%였다.SET에서 이 시기의 개체들

이 실험개시후 49∼63일에 나타났고,출현율은 각각 60,80및 100%였다(Fig.

8).
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Fig.5.Photomicrographsofgonadalphasesinfemale,C.gigasobserved

bylightmicroscopy(scalebar=50㎛).Ⓐ:inactivestage,Ⓑ:early

activestage,Ⓒ:lateactivestage,Ⓓ:ripestage. 
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Fig.6.Photomicrographsofgonadalphasesinmale,C.gigasobservedby

lightmicroscopy (scalebar=50㎛).Ⓐ:inactivestage,Ⓑ:early

activestage,Ⓒ:lateactivestage,Ⓓ:ripestage. 
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Fig.7.Frequency ofovarian developmentstage ofC.gigas in fast

elevatingtemperatureandslow elevatingtemperature.In:inactive

stage,Ea:earlyactivestage,La:lateactivestage,R:ripestage,

S:spentstage.
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Fig.8.Frequency oftesticulardevelopmentstageofC.gigasin fast

elevatingtemperatureandslow elevatingtemperature.In:inactive

stage,Ea:earlyactivestage,La:lateactivestage,R:ripestage,

S:spentstage.
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3-4.방란 및 방정 반응률

생식소의 최종 성숙을 조사하기 위하여 산란유발을 실시한 결과,FET 암컷

의 경우,사육 52,55,58,61및 64일째에 각각 0,10,30,40및 60%의 개체

가 방란하였다.수컷의 경우,사육 52,55및 58일째에는 각각 10,30및 70%

의 개체가 방정하였다(Table1).SET 암컷에서는 사육 58,61,64,66,69및

72일째에 각각 0,10,20,20,40및 80%의 개체가 방란하였다.수컷에서는 사

육 52,55,58,61,64및 66일째에는 각각 0,20,30,40,30및 80%의 개체가

방정하였다(Table2).

3-5.생물학적영도 및 최종성숙 적산수온

Fig.9에서 X축은 사육일수(D:day),Y축은 사육수온(WT:℃)을 나타내고

있으며,이로부터 얻어진 FET과 SET의 암컷의 사육일수와 사육수온의 관계

식은 다음과 같다.

FETfemale:WTF.F=0.313DF.F+8.031(r
2
=0.955)

SETfemale:WTS.F=0.255DS.F+7.813(r
2
=0.990)

FET에서 암컷의 적산수온 관계식을 KF.F=HF.F⦁(TF.F-tF.F)로 표시할 수

있고,SET에서 암컷의 적산수온 관계식을 KS.F=HS.F⦁(TS.F-tS.F)로 표시할

수 있다(Fig.9).여기서 KF.F과 KS.F는 적산수온,HF.F와 HⅡF는 생물학적영

도에 도달한 후부터 최종성숙까지의 사육일수,TF.F와 TS.F는 사육수온,tF.F

와 tS.F는 생물학적영도이다.암컷의 적산수온 KF가 같기 때문에 KF.F=KS.F

이며,이로부터 의 관계

식을 얻을 수 있다.

여기서 hF.F와 hS.F는 실험개시부터 생물학적영도에 이르기까지 소요한 사

육일수,hF.F′와 hS.F′는 실험개시부터 최종성숙에 이르기까지의 사육일수

이다.생물학적영도가 일정하기에 tF.F=tS.F이다.

위의 관계식을 이용하여 암컷의 생물학적영도와 최종성숙 적산수온을 구한
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Rearing Responsenumber＊ Responserate(%)

days ♀ ♂ ♀ ♂

52 0/10 1/10 0 10

55 1/10 3/10 10 30

58 3/10 7/10 30 70

61 4/10 - 40 -

64 6/10 - 60 -

Table1.SpawningresponseratesofC.gigasinfastelevatingtemperature

＊Spawningoysternumber/totaltreatedoysternumber.
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Rearing Responsenumber＊ Responserate(%)

days ♀ ♂ ♀ ♂

52 - 0/10 - 0

55 - 2/10 - 20

58 0/10 3/10 0 30

61 1/10 4/10 10 40

64 3/10 3/10 20 30

66 2/10 8/10 20 80

69 4/10 - 40 -

72 8/10 - 80 -

Table2.SpawningresponseratesofC.gigasinslowelevatingtemperature

＊Spawningoysternumber/totaltreatedoysternumber.
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결과,각각 tF=10.5℃,KF=481.5℃·d이다.

Fig.10에서 X축은 사육일수(D:day),Y축은 사육수온(WT:℃)을 나타내고

있으며,이로부터 얻어진 FET과 SET에서 수컷의 사육일수와 사육수온의 관

계식은 다음과 같다.

FETmale:WTF.M=0.341DF.M+7.430(r
2
=0.975)

SETmale:WTS.M=0.264DS.M+7.591(r
2
=0.994)

FET에서 수컷의 적산수온 관계식을 KF.M=HF.M⦁(TF.M-tF.M)로 표시할

수 있고,SET에서 수컷의 적산수온 관계식을 KS.M=HS.M⦁(TS.M-tS.M)로

표시할 수 있다(Fig.10).여기서 KF.M와 KS.M는 적산수온,HF.M와 HS.M는

생물학적영도에 도달한 후부터 최종성숙까지의 사육일수,TF.M와 TS.M는 사

육수온,tF.M과 tS.M는 생물학적영도이다.수컷의 적산수온 KM가 같기 때문에

KF.M=KS.M이며,이로부터 의

관계식을 얻을 수 있다.

여기서 hF.M와 hS.M는 실험개시부터 생물학적영도에 이르기까지 소요한 사

육일수,hF.M′와 hS.M′는 실험개시부터 최종성숙에 이르기까지의 사육일수

이다.생물학적영도가 일정하기에 tF.M=tS.M이다.

위의 관계식을 이용하여 수컷의 생물학적영도와 최종성숙 적산수온을 구한

결과,각각 tM=10.2℃,KM=410.2℃·d이다.

3-6.생존율

생존율을 조사한 결과,FET에서 7일째까지는 생존율이 100%였고,35일째에

97.0±0.5%였으며,이후 급격하게 낮아져 63일째에는 85.0±1.4%를 보였다.

SET에서 21일째까지는 생존율이 100%였고,이후 점차 낮아져 사육 70일째에

89.8±1.2%를 보였다.실험종료시 FET가 SET에 비해 생존율이 유의하게 낮았

다(Fig.11).
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Fig.9.RegressionlineofrearingtemperatureforfemaleofC.gigasin

fastelevatingtemperatureandslow elevatingtemperature.
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Fig.10.RegressionlineofrearingtemperatureformaleofC.gigasin

fastelevatingtemperatureandslow elevatingtemperature.
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Fig.11.Changeofsurvivalrateinfastelevatingtemperatureandslow

elevatingtemperature.
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4.고 찰

일반적으로 조개류의 성숙과 산란은 수온이나 먹이생물과 같은 서식지의 다

양한 환경요인의 영향을 받는데,그중에서 가장 중요한 요인은 수온으로 알려

져 있다(Kennedyetal.,1996).본 연구에서 실험기간 동안 충분한 양의 먹이

생물을 공급하였기에 먹이생물에 따른 생식소 발달의 차이가 없었다고 생각되

며,또한 염분은 32.4∼33.8psu로 생식소의 발달과 관련성을 보이지 않았다.

그러나 수온이 상승됨에 따라 생식세포의 분열,증식 및 성숙이 관찰되었고,

이는 온대지방에 서식하는 조개류들은 수온이 급격히 상승하는 시기 이후부터

성숙한 난모세포를 관찰할 수 있었다(ChangandLee,1982;Chungetal.,

1991;Chungetal.,1994;Leeetal.,1997;ParkandLee,2008)는 연구결과

와 유사하여 참굴의 배우자 형성과 성 성숙 또한 수온의 상승과 밀접한 관련

성이 있는 것으로 판단된다.

조개류의 산란시기를 추정하기 위해 비만도,연체부중량지수(FWI),생식소

중량지수(GSI)및 생식소지수(GI)등 생체지수 조사에 따른 간접적인 추정방

법을 사용되어 왔으며,대부분 이들의 값이 최대치에 도달할 때에 산란기인

것으로 알려져 있다(ChangandLee,1982;Chungetal.,1991;Chungetal.,

1994;Leeetal.,1997;Chungetal.,2002;Ohetal.,2002;Chungetal.,

2005;SonandChung,2005;Chungetal.,2006;Leeetal.,2006;Parkand

Lee,2008).Minetal.(2004)에 따르면 거제와 남해산 참굴의 FWI는 각각 비

산란기인 4월과 2월에 최대값을 보인 후 점차 감소하였는데,본 연구에서

FWI의 변화는 19.2∼23.6으로 생식소 최종성숙시에도 뚜렷하게 높은 값을 보

이지 않았다.이러한 결과들로 참굴의 최종성숙과 산란시기를 추정하는데

FWI는 적합하지 않다고 판단된다.이는 고수온기에 연체부의 중량이 증가되

는 동시에 패각도 성장이 이루어져서 상대적으로 FWI의 값이 뚜렷하게 증가

하지 않았던 것으로 생각되어 진다(Ohetal.,2002).
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참굴의 생식소는 내장괴(visceralmass)에 둘러싸여 있어 독립된 기관으로

존재하지 않기에 생식소만을 정확히 떼어내어 산란기를 추정하기 어려웠다.

본 연구에서는 조직학적 관찰에 의해 산정된 GI를 사용하였으며,암·수의 GI

는 실험개시시 1.0이었던 것이 수온 상승과 더불어 증가하여 실험 종료시까지

암컷은 4.0,수컷은 3.8∼4.0을 보여,꼬막 Tegillarcagranosa,개조개 Saxido-

muspurpuratus,키조개 Atrinapectinata및 홍합 Mytiluscoruscus과 유사

하였다(Kim etal.,2009;Shinetal.,2007;Leeetal.,2006;Wietal.,2003).

대부분의 조개류는 외형이나 생식소 색깔에 의한 암·수의 성 구별이 어려우

며,성숙한 참굴의 생식소 역시 암·수 모두 유백색으로 생식소 색깔에 의한

구별이 어렵다.조직학적으로 관찰한 결과,모든 개체는 난소 또는 정소의 존

재에 따라 암·수로 구분되었고,난소와 정소를 함께 가지는 자웅동체형 개체

없이 자웅이체인 것으로 조사되었다.

Minetal.(2004)은 거제와 남해산 참굴의 생식주기를 조사한 결과 초기발

달기,후기발달기,완숙기,부분산란기 및 퇴화/휴지기의 연속적인 5단계로 구

분할 수 있었다고 보고하였다.본 연구에서는 비활성기,초기활성기,후기활성

기 및 완숙기의 4단계로 구분할 수 있었다.

본 연구에서 실험 개시시 수온이 8.4℃일 때 모든 개체들이 비활성기로 암,

수 구분이 어려웠고,그 후 생식세포의 분열증식이 일어나 수온 11.9℃ 및

12.9℃에서 초기활성기 개체가 나타났다.수온 15.0℃ 이상에서 생식세포가 급

격히 성장하여 수온 18.8℃ 및 20.7℃에서 후기활성기 개체가 관찰되었다.완

숙기 개체는 암컷에서는 수온 22.3℃ 이상,수컷에서는 20.5℃ 이상에서 나타

났다.Luetal.(1998)에 따르면,실내에서 가온 사육한 참굴은 수온 1.0℃에서

는 비활성기였고,수온이 10.0℃로 상승한 후 초기활성기로 발달하다가 14.0∼

20.0℃에서 생식세포가 빠르게 성장하여 23.0℃에서는 성숙한 난모세포들이 다

수 관찰되었으며,수온 23.0∼25.0℃에서 산란유발시 방란·방정이 일어났다고

보고하여 본 연구 결과와 유사하였다.
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본 연구에서 연중 수온이 가장 낮은 2월에 모패를 가온사육 방법을 통하여

생식소 성숙을 유도한 결과,FET에서 암컷은 64일째에 60%의 개체가 방란을

하였고,수컷은 58일째에 70%의 개체가 방정하였다.한편,SET에서 암컷과

수컷은 각각 72일째와 66일째에 80%의 개체가 방란·방정을 하여 가온사육 방

법으로 생식소 최종성숙이 유도되었다.이는 가온사육에 의한 생식소 성숙유

도가 가능하다는 다른 연구결과와 일치하였다(Loosanoffand Davis,1952;

LoosanoffandDavis,1963;Luetal.,1998;Minetal.,2004).

본 연구에서 참굴 암·수의 생물학적영도가 각각 10.5℃와 10.2℃로 조사되었

다.이는 초기활성기 개체(11.9℃)가 관찰된 수온보다 낮았고,또한 버지니아굴

은 수온 10.0℃에서 35일간 사육한 후 생식소가 발달하지 않았다(Loosanoff

andDavis,1952)는 결과를 종합하면 본 연구에서 구한 생물학적영도가 합당

하다고 생각된다.한편,암컷의 적산수온 관계식으로 구한 최종성숙 적산수온

은 481.5℃·d이고,FET와 SET에서 실제 사육환경의 적산수온은 각각 500.

0℃·d와 478.3℃·d이다.그리고 수컷의 적산수온 관계식으로 구한 최종성숙 적

산수온은 410.2℃·d이고,FET와 SET에서 실제 사육환경의 적산수온은 각각

407.8℃·d와 391.4℃·d이다.FET 암컷과 SET 수컷에서 관계식으로 구한 적산

수온과 실제 사육환경의 적산수온 사이에 다소 차이가 보이지만,그러나 25℃

의 사육환경에서 18.5℃·d와 18.8℃·d의 차이는 하루 정도의 차이로서 생식소

성숙유도시 본 연구 결과의 적용이 충분히 가능하다고 생각된다.참굴의 최종

성숙 적산수온에 있어서 Minetal.(2004)과 Luetal.(1998)는 10.0℃를 기준

으로 최종성숙까지의 적산수온이 각각 441.3℃·d와 628.8℃·d라고 보고하였는

데,이러한 차이는 모패의 서식지역의 차이에서 기인된 것으로 생각된다

(Liangetal.,2007;Lietal.,2007).
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III.난모세포의 성숙유도

1.서 설

일반적으로 약품 처리에 의한 3배체를 유도하는 과정에서 일시적으로 대량

의 수정란을 확보하기 위해 절개법으로 알과 정자를 채취한다.그러나 수정시

알의 성숙도의 차이로 인해 발생 속도가 큰 차이를 보여 3배체의 유도율을 저

하시키는 원인으로 작용하고 있다.이러한 문제점을 해결하기 위해서는 적출

한 난모세포의 체외 성숙 유도를 통하여 수정 후 발생단계의 일치성을 높이는

것이 필요하다.

조개류에 있어 난소에서 적출한 난모세포는 제1감수분열 전기에 머물러 있

으며 난모세포의 중앙에 위치해 있는 상대적으로 투명한 난핵포(GV:

germinalvesicle)를 관찰할 수 있다.그러나 난핵포는 성숙분열인자에 의해

감수분열이 재개되면서 난핵포의 핵막이 소실되고 염색질이 세포질과 섞임으

로써 사라지게 된다. 이러한 난핵포의 소실과정을 난핵포붕괴(GVBD:

germinalvesicle breakdown)라고 하며,이는 난모세포의 최종성숙(final

maturation)의 형태적인 지표이다(Eppig,1982;Hiraietal.,1988;Osanai,

1985;OsanaiandKuraishi,1988).한편,조개류의 알의 수정 시기는 크게 두

가지 유형으로 나눌 수 있는데 즉,바지락이나 가리비와 같이 GVBD가 일어

난 후에 수정이 가능한 종과 참굴,개량조개 및 북방대합과 같이 난모세포의

GVBD와 상관없이 수정이 가능한 종으로 나누어진다.그러나 참굴에 있어서

최종적으로 GVBD가 일어나지 않는 알들은 정핵과 난핵의 융합이 이루어질

수 없어 발생을 하지 않는 것으로 알려져 있다(Longeetal.,1993;Renetal.,

2000).

조개류의 난모세포 성숙유도에 관한 연구는 바지락류 Ruditapesdecussatus,
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백합류 Mercenariamercenaria,북방대합류 Spisulasolidissima,참가리비,

비단가리비,참굴 등이 있다(Hamidaetal.,2004;Wangetal.,2008;Dubé

andEckberg,1997;Osadaetal,1998;Dietal.,2011;Wangetal.,1997a;

Kyozukaetal.,1997).그리고 KCl,암모니아해수,비타민 및 serotonin등 외

인성 물질이 적출된 난모세포의 GVBD에 효과적이라고 보고되고 있다(Dubé

andGuerrier,1982;Dietal.,2011;Wangetal.,1997a;Osadaetal,1998;

Hamidaetal.,2004;Wangetal.,2008).그러나 지금까지 3배체 굴의 종묘생

산을 위한 난모세포 최종성숙에 관한 연구는 찾아 볼 수 없었다.

따라서 본 연구에서는 참굴의 난모세포를 대상으로 배우자의 증식,성숙 및

산란에 관여하는 6가지 신경전달물질(neurotransmitter)의 처리농도별 및 처리

시간별로 난모세포의 GVBD율을 조사하여 참굴 3배체 유도에 적합한 난모세

포 최종성숙 유도방법을 찾고자 실시하였다.
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2.재료 및 방법

2-1.실험재료

실험용 모패는 국립수산과학원 남동해수산연구소 남해센터 시험용 가두리

에서 수하식으로 14개월 양성한 참굴(Table3)을 사용하였다.모패는 실내 사

육실로 옮겨 이물질을 제거한 다음,1.6톤 FRP 사각수조(2.0×1.0×0.8m)에서

24시간 동안 안정시킨 후 실험에 사용하였다.실험간 동안 수온은 18.3±0.7℃,

염분은 31.1±1.3psu였다.

2-2.난모세포의 채취

난모세포는 난소를 얇게 저민 다음 인공해수(pH 7.0)에 풀어 각각 55㎛와

16㎛의 필터로 여과한 후,충분한 양의 인공해수로 씻어 찌꺼기를 제거하고,

500mL비커에 옮겨 수용밀도를 10,000개/mL로 조절하여 실험에 사용하였다.

인공해수는 2차 증류수에 각각 NaCl(423mM),CaCl2 (9.3mM),KCl(9

mM),MgCl2(23mM),MgSO4(25.5mM),NaHCO3(2.15mM)및 Pipes(5

mM)를 녹인 후 1M 염산으로 pH를 7.0으로 조절하였다.

2-3.난모세포의 성숙유도

Acetylcholine(ACh), adrenaline(AD), noradrenaline(NA), dopamine(DA),

serotonin(5-HT)및 histamine(HA)을 인공해수(pH 7.0)에 녹여 각각 2×10
-9

M,2×10
-8
M,2×10

-7
M,2×10

-6
M,2×10

-5
M,2×10

-4
M 및 2×10

-3
M 농도의

신경전달물질해수를 만들었다.그 다음,각 well(24-wellplate)에 난모세포해

수와 신경전달물질해수를 각각 0.5mL씩 넣어 신경전달물질의 최종농도를

10
-9
M,10

-8
M,10

-7
M,10

-6
M,10

-5
M,10

-4
M 및 10

-3
M로 조절하였고,대

조구는 같은 양의 인공해수(pH7.0)를 넣었다.침지시간은 실험개시 15,30,45

및 60분으로 하였다.난모세포 수용밀도는 5,000개/mL,배양온도는 20℃였다.
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Treatment
Shelllength

(mm)

Flesh

weight

(g)

GDweight

(g)
GDSI Number

ACh 53.3±1.7 15.5±3.0 7.0±1.8 45.0±2.6 3

AD 54.3±5.1 18.0±4.0 8.1±1.6 45.1±1.8 3

NA 50.6±7.9 13.6±3.2 6.1±1.8 44.2±2.9 3

DA 48.9±3.8 14.0±4.3 6.2±1.6 44.9±2.5 3

5-HT 52.2±11.8 16.7±5.9 7.4±2.5 44.9±1.0 3

HA 49.5±1.3 13.9±0.7 6.3±0.2 45.7±3.4 3

Average 51.5±5.8 15.3±3.7 6.9±1.6 44.9±2.2 18

Table 3.Size and GDSIofC.gigas used in the treatmentofsix

neurotransmitters

ACh:acetylcholine,AD:adrenaline,NA:noradrenaline,DA:dopamine,5-HT:

serotonin,HA:histamine,GD:gonadanddigestivediverticula.GDSI=gonadand

digestivediverticulaweight/fleshweight.Datapresentedasmean±SD(n=3).
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2-4.GVBD율 조사

신경전달물질의 종류,농도 및 침지시간에 따른 난모세포의 성숙유도 효과

를 조사하기 위하여 각 well에 0.1mL의 GF고정액(glutaraldehyde:formalin:

naturalseawater=2:5:13)을 넣었다.그 다음,도립현미경 200배에서 난모세포

의 GVBD(Fig.12)여부를 확인하였다.GVBD율은 전체 난모세포에서 GVBD

한 난모세포가 차지하는 백분율로 표시하였다.

2-5.통계분석

모든 실험결과는 PASW 통계프로그램(Ver.19)을 사용하여 one way-

ANOVA test를 실시한 후,Duncan’smultiplerangetest로 평균간의 유의성

(P＜0.05)을 검정하였다.
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Fig.12.ImmatureandmatureoocytesofC.gigas.GV:germinalvesicle,

GVBD:germinalvesiclebreakdown.
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3.결 과

3-1.ACh의 GVBD율

ACh의 경우 모든 농도에서 15,30,45및 60분 처리시 GVBD율은 각각 1.5

∼3.5,1.7∼4.0,1.8∼4.0및 1.3∼4.7%로 농도 및 처리시간에 따른 차이가 없

어(P>0.05),난모세포의 GVBD에 비효과적인 것으로 나타났다(Fig.13).

3-2.AD의 GVBD율

AD에 있어 모든 농도에서 15,30,45및 60분 처리시 GVBD율은 각각 1.3

∼4.2,2.5∼5.8,3.2∼8.3및 2.2∼9.7%였다.농도가 높을수록 그리고 처리시간

이 길을수록 GVBD율이 높아지는 경향을 보였으나,실험구간에 차이가 없어

(P>0.05),난모세포의 GVBD에 효과가 없었다(Fig.14).

3-3.NA의 GVBD율

NA는 모든 농도에서 15,30,45및 60처리시 GVBD율은 각각 1.8∼3.2,2.2

∼6.7,0.8∼4.3및 2.0∼5.5%로 농도 및 처리시간에 따른 차이가 없어(P>0.05),

난모세포의 GVBD에 비효과적이었다(Fig.15).

3-4.DA의 GVBD율

DA에 있어서 모든 농도에서 15,30,45및 60분 처리시 GVBD율은 각각

1.7∼4.0,3.3∼7.7,3.7∼8.7및 3.0∼11.0%였다.10
-3
M의 높은 농도에서는 처

리시간이 길을수록 GVBD율이 높아지는 경향을 보였으나,실험구간에 차이가

없어(P>0.05),난모세포의 GVBD에 효과가 없었다(Fig.16).

3-5.5-HT의 GVBD율

5-HT 처리에 따른 난모세포의 GVBD율은 Fig.17에 나타낸 바와 같다.
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Fig.13.EffectsofacetylcholineonGVBD in C.gigsoocytes.Oocytes

were incubated in ASW (pH 7.0) containing different

concentrations ofacetylcholine,and percentage ofGVBD was

scoredafter15,30,45and60min.Valuesaremeans±SD(n=3).



- 39 -

Fig.14.EffectsofadrenalineonGVBD inC.gigsoocytes.Oocyteswere

incubatedinASW (pH 7.0)containingdifferentconcentrationsof

adrenaline,andpercentageofGVBD wasscoredafter15,30,45

and60min.Valuesaremeans±SD(n=3).
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Fig.15.EffectsofnoradrenalineonGVBD inC.gigsoocytes.Oocytes

were incubated in ASW (pH 7.0) containing different

concentrationsofnoradrenaline,and percentageofGVBD was

scoredafter15,30,45and60min.Valuesaremeans±SD(n=3).
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Fig.16.EffectsofdopamineonGVBD inC.gigsoocytes.Oocyteswere

incubatedinASW (pH 7.0)containingdifferentconcentrationsof

dopamine,andpercentageofGVBD wasscoredafter15,30,45

and60min.Valuesaremeans±SD(n=3).
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10
-9
M,10

-8
M,10

-7
M,10

-6
M,10

-5
M,10

-4
M 및 10

-3
M의 농도로 난모세

포를 15분 처리시 GVBD율은 각각 3.8±3.8,5.2±5.4,41.7±34.9,71.5±27.6,

75.8±29.3,74.5±33.1및 57.7±38.1%였다.10
-6
∼10

-3
M에서 실험구간의 차이가

없었으나(P>0.05),10
-9
M,10

-8
M 및 대조구보다 유의하게 높은 GVBD율을

보였다(P<0.05).10
-9
M,10

-8
M,10

-7
M,10

-6
M,10

-5
M,10

-4
M 및 10

-3
M

의 농도에서 난모세포를 30분 처리시 GVBD율은 각각 6.8±6.3,11.8±13.4,

49.0±34.8,92.8±7.8,96.7±3.1,88.2±16.8및 74.2±22.5%였다.10
-6
∼10

-4
M에서

실험구간의 차이가 없었으나(P>0.05),10
-9
∼10

-7
M 및 대조구보다 유의하게

높은 GVBD율을 보였다(P<0.05).10
-9
M,10

-8
M,10

-7
M,10

-6
M,10

-5
M,

10
-4
M 및 10

-3
M의 농도로 난모세포를 45분 처리시 GVBD율은 각각

7.0±5.8,14.0±14.3,51.7±38.0,88.5±11.3,96.5±3.3,96.0±6.1및 72.0±24.4%였다.

10
-6
∼10

-4
M에서 실험구간의 차이가 없었으나(P>0.05),10

-9
∼10

-7
M 및 대조

구보다 유의하게 높은 GVBD율을 나타났다(P<0.05).60분 처리시 10
-9
M,

10
-8
M,10

-7
M,10

-6
M,10

-5
M,10

-4
M 및 10

-3
M에서 난모세포의 GVBD율

은 각각 6.7±5.8, 13.8±13.6, 51.7±33.3, 89.0±9.6, 97.7±4.0, 97.5±4.3 및

80.5±19.8%였다.10
-6
∼10

-3
M에서 실험구간의 차이가 없었으나(P>0.05),10

-9

∼10
-7
M 및 대조구보다 유의하게 높은 GVBD율을 보였다(P<0.05).15∼60분

처리시 10
-5
M의 농도에서 가장 높은 GVBD율을 나타났고,처리시간이 길을

수록 GVBD율이 높아지는 경향을 보였으나,처리시간에 따른 차이는 확인되

지 않았다(Fig.17).

3-6.HA의 GVBD율

HA는 모든 농도에서 15,30,45및 60분 처리시 GVBD율은 각각 2.0∼4.0,

3.5∼5.5,2.7∼5.0 및 3.3∼4.0%로 농도 및 처리시간에 따른 차이가 없어

(P>0.05),난모세포의 GVBD에 비효과적인 것으로 나타났다(Fig.18).
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Fig.17.EffectsofserotoninonGVBD inC.gigsoocytes.Oocyteswere

incubatedinASW (pH 7.0)containingdifferentconcentrationsof

serotonin,andpercentageofGVBD wasscoredafter15,30,45

and60min.Valuesaremeans±SD (n=3).Differentlettersreferto

significantlydifferentresults(P<0.05).
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Fig.18.EffectsofhistamineonGVBD inC.gigsoocytes.Oocyteswere

incubatedinASW (pH 7.0)containingdifferentconcentrationsof

histamine,andpercentageofGVBD wasscoredafter15,30,45

and60min.Valuesaremeans±SD(n=3).
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4.고 찰

난모세포의 최종성숙은 조개류의 수정 및 발생에 있어 매우 중요한 과정이

다.참굴의 알은 GVBD와 상관없이 수정은 가능하나(Osanai,1985;Stephano

andGould,1988;Longoetal.,1993)GVBD가 일어나지 않는 미성숙란은 성

숙란에 비해 수정 후 발생속도가 느린 것으로 알려져 있다(Wang etal.,

1997a).또한,GVBD가 일어나지 않는 알들은 수정 후 발생을 할 수 없기 때

문에 정상적인 발생을 위해서 GVBD가 필수적인 과정이라고 보고하였다

(Longoetal.,1993;Wangetal.,1997a;Renetal.,2000).그러나 참굴 난소

를 절개하여 적출한 알은 대부분 제1차 감수분열 전기의 상태에 머물고 있다

(Renetal.,2001).

본 연구에서 ACh,AD,NA,DA 및 HA는 처리농도와 처리시간에 따른 난

모세포 GVBD율의 차이가 보이지 않아,이와 같은 신경전달물질은 난모세포

의 최종성숙에 비효과적인 것으로 판단된다.그러나 DA의 경우 여과해수에

녹여 실시한 예비실험에서 10
-5
M 이상의 고농도에서는 대조구보다 높은

GVBD율을 보였다.또한,본 연구에서도 DA의 농도가 높을수록 그리고 처리

시간이 길을수록 GVBD율이 높아지는 경향을 보였다.본 연구에서는 DA의

활성이 억제되었는데,이는 낮은 pH (7.0)에서 기인된 것으로 생각된다

(Osanai,1985).따라서 pH에 따른 DA의 난모세포 최종성숙 유도효과에 대한

추가적인 연구가 필요하다고 생각되어 진다.

5-HT는 조개류의 생식소,소화맹낭 및 폐각근 등 조직에 분포되어 있는 신

경전달물질(López-Sánchezetal.,2009)로서 배우자의 증식,성숙 및 산란 등

일련의 번식생리 과정에 중요한 역할을 하는 것으로 알려져 있다(Fongetal.,

1994).특히,조개류 난모세포의 GVBD 자극물질로 알려져 있으며(Dubéand

Eckberg,1997;Kyozukaetal.,1997;Osadaetal,1998;Hamidaetal.,2004;

Wangetal.,2008;Dietal.,2011),난모세포 표면에 존재하는 G단백질결합수
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용체와 결합한 후,세포막의 신호전달경로를 자극하여 2차전달자를 활성화시

킴으로써 난모세포 내에 일련의 반응을 일으켜 최종성숙이 일어난 것으로 알

려져 있다(Wangetal.,2008).Kyozukaetal.(1997)에 따르면,참굴의 난모

세포를 10
-6
∼10

-4
M의 5-HT로 1시간 처리시 90%의 GVBD율을 보였다.본

연구에서도 10
-6
∼10

-4
M의 5-HT로 30분 이상 처리시 90% 이상의 GVBD율

을 나타나,5-HT가 참굴 난모세포의 최종성숙에 효과 있는 것으로 판단된다.

본 연구에서 10
-6
∼10

-4
M의 고농도에서 10

-8
M 이하의 저농도보다 높은

GVBD율을 보여 농도에 따른 차이를 보였으나,처리시간에 따른 차이는 확인

되지 않았다.그러나 백합류 M.mercenaria에서는 10
-8
∼10

-4
M의 5-HT로

난모세포 처리시 농도에 따른 GVBD율의 차이는 없었으나,처리시간에 따른

차이가 있었다고 보고하였다(Wangetal.,2008).또한,Dietal.(2011)은 비

단가리비의 난모세포를 10
-3
∼4×10

-3
M의 5-HT로 처리하였을 때 GVBD를

유도되지 않았다고 보고하였다.이러한 결과들로 조개류 난모세포의 GVBD

기구는 종의 특이성이 매우 큰 것으로 판단된다.
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IV.산란유발

1.서 설

참굴의 방출란이 적출란에 비해 수정시 정상 발생률이 높고(Stephanoand

Gould,1988),특히 발생 속도가 일정하여 3배체 유도시 보다 높은 유도율과

부화율을 얻을 수 있다.이러한 이유로 성숙한 어미로부터 일시적으로 대량의

알을 안정적으로 얻기 위하여 최적 산란유발 방법을 조사하는 것이 필요하다.

조개류에 있어 산란은 내부와 외부의 요인에 의해 조절된다.지금까지 패류

의 산란유발 자극에는 물리적 자극(LoosanoffandDavis,1963),화학적 자극

(KikuchiandUki,1974;GibbonsandCastagona,1984;Leeetal.,1996)및

생물적 자극(MatsutaniandNomura,1982)등이 있으며,산란유발시 이러한

방법들을 단독 또는 병행하여 사용하였다.그러나 물리적 자극은 서식지의 환

경이나 모패의 사육조건에 따라 유발률 및 소요시간이 큰 차이를 보여 계획적

인 채란이 어렵다.H2O2나 NH4OH 등 화학물질 침지자극은 반응개시까지 소

요된 시간이 길고,게다가 화학물질의 독성으로 인해 수정 및 부화에 부정적

인 영향을 미친다(Leeetal.,1996).굴에서 정자현탁액의 첨가가 효과적인

산란유발 방법이라고 보고하였으나(LoosanoffandDavis,1963),이와 같은 자

극에 의해 방출된 알은 방출과 동시에 수정이 이루어지기에 3배체 유도에는

적합하지 않는다.5-HT를 비롯한 신경전달물질이 조개류의 산란에 중요한 역

할을 한다는 사실이 밝혀짐(Matsutanietal.,1982;Fongetal.,1996)에 따라,

이와 같은 물질을 사용하여 안정적인 채란·채정이 가능하다는 것이 여러 연구

에서 보고되고 있다(GibbonsandCastagna,1984;Braley,1985;Alcazaret

al,1987;Vélezetal.,1990;O’ConnorandHeasman,1995;Velascoetal.,

2007).그러나 이러한 연구들은 대부분 산란시기나 산란가능성에 대한 조사로
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서 종묘생산을 위한 산란유발 방법에 관한 연구는 찾아 볼 수 없었다.

따라서 본 연구에서는 참굴을 대상으로 신경전달물질의 종류 및 농도에 따

른 효과적인 산란유발 방법을 파악하고,이로부터 얻어진 알과 정자를 수정시

켜 수정률 및 부화율을 조사하여 참굴 3배체 유도에 적합한 산란유발 방법을

찾고자 실시하였다.
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2.재료 및 방법

2-1.실험재료

실험용 모패로서 국립수산과학원 남동해수산연구소 남해센터 시험용 가두리

에서 수하식으로 12-14개월 양성한 참굴(Table4,Table5)을 사용하였다.모

패는 실내 사육실로 옮겨 이물질을 제거한 다음,1.6톤 FRP 사각수조

(2.0×1.0×0.8m)에서 24∼48시간 동안 안정시킨 후 실험에 사용하였다.실험기

간 동안 수온은 20.2±1.7℃,염분은 31.3±1.5psu였다.

2-2.산란유발

모패의 좌각을 일부 제거한 후,성숙상태를 확인하고 암·수를 구별하였다.

실험용액은 acetylcholine,adrenaline,noradrenaline,dopamine,serotonin및

histamine을 0.22㎛ celluloseacetatemembrane여과해수(32.3∼33.2psu,pH

8.05∼8.08)에 녹여 10
-6
,10

-5
,10

-4
및 10

-3
M 농도로 만든 후 실험에 사용하였

다.산란유발은 0.5mLinsulinsyringe로 실험용액 100μL를 생식소 부위에

주사한 후,2L유리 비커에 각각 1개체씩 수용하여 실시하였다.대조구로서

같은 양의 인공해수를 주사하였고,수온은 18.0∼20.0℃였다.산란유발 효과는

주사 후부터 3시간까지의 반응률,반응 개시시간,산란·방정량을 조사하였다.

2-3.수정률 및 부화율 조사

방출된 알의 난질을 파악하기 위하여 동일한 처리로 얻어진 알과 정자를 수

정시켜 수정률과 부화율을 조사하였다.수정 및 부화는 100mL비커에서 실

시하였다.알의 수용밀도는 100개/mL,정자와 알의 비율은 500∼2,000:1,수온

은 25℃,염분은 31.3∼32.5psu였다.수정률은 2세포기까지 발생한 알의 백분

율로 계산하였고,부화율은 수정란에서 D상유생까지의 발생률로 계산하였다.

그리고 형태적으로 기형을 나타내는 것은 죽은 것으로 간주하였다.
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Stimulus
Dose

(M)
Sex Number

Shelllength

(mm)
Totalweight(g)

ACh

10
-6 ♀ 15 49.2±5.1 60.9±14.5

♂ 15 49.6±6.7 54.1±12.7

10
-5 ♀ 15 47.6±7.5 53.8±16.9

♂ 15 51.3±8.2 56.0±18.7

10
-4 ♀ 15 50.0±8.2 56.6±16.4

♂ 15 53.6±7.3 58.9±18.8

10
-3 ♀ 15 48.6±8.2 53.4±16.1

♂ 15 54.3±6.8 65.5±18.0

Control
♀ 15 50.7±9.2 57.9±15.1

♂ 15 50.8±6.4 54.9±11.6

AD

10
-6 ♀ 20 53.3±7.3 62.2±21.0

♂ 20 51.7±7.0 60.6±15.5

10
-5 ♀ 20 52.4±8.2 64.3±22.8

♂ 20 53.6±6.9 64.3±16.1

10
-4 ♀ 20 53.6±7.2 65.8±19.7

♂ 20 51.6±6.3 66.9±23.6

10
-3 ♀ 20 55.7±4.8 66.7±18.1

♂ 20 56.5±5.9 66.7±15.6

Control
♀ 20 51.0±5.7 60.6±18.3

♂ 20 56.7±5.3 64.2±10.2

NA

10
-6 ♀ 15 54.0±10.2 67.1±26.7

♂ 15 54.9±6.2 72.1±17.6

10
-5 ♀ 15 57.2±5.9 66.6±9.5

♂ 15 55.0±5.9 73.4±24.5

10
-4 ♀ 15 53.2±7.2 62.0±15.4

♂ 15 56.8±6.2 67.5±8.7

10
-3 ♀ 15 60.2±8.3 71.1±16.8

♂ 15 54.6±6.3 70.1±19.9

Control
♀ 15 51.7±9.4 63.6±19.3

♂ 15 52.0±7.5 66.7±22.3

Table4.NumberandsizeofC.gigasusedinspawning inductionfor

injectionofacetylcholine,adrenalineandnoradrenaline

ACh:acetylcholine,AD:adrenaline,NA:noradrenaline.



- 51 -

Stimulus
Dose

(M)
Sex Number

Shelllength

(mm)
Totalweight(g)

DA

10
-6 ♀ 40 51.9±8.4 58.6±19.3

♂ 40 55.4±8.0 68.6±21.4

10-5
♀ 40 52.7±7.0 63.6±18.5

♂ 40 54.3±7.8 62.8±16.4

10
-4

♀ 40 51.2±7.4 60.6±21.9

♂ 40 53.8±6.0 68.4±19.8

10
-3

♀ 40 53.5±6.3 62.3±13.6

♂ 40 55.1±7.6 65.5±17.8

Control
♀ 40 54.7±6.8 69.7±19.6

♂ 40 52.9±7.6 67.1±23.7

5-HT

10
-6 ♀ 40 52.1±8.5 64.3±20.2

♂ 40 52.5±8.6 63.5±21.6

10
-5 ♀ 40 54.0±7.0 67.2±21.8

♂ 40 50.7±7.3 60.6±21.8

10-4
♀ 40 54.3±8.1 67.1±18.4

♂ 40 53.1±5.7 62.3±14.7

10
-3

♀ 40 52.5±7.9 62.7±20.5

♂ 40 55.0±7.9 68.9±19.8

Control
♀ 40 52.3±7.9 65.6±22.8

♂ 40 53.4±6.1 64.8±17.5

HA

10
-6

♀ 15 53.8±8.5 66.2±21.9

♂ 15 54.6±6.3 70.1±19.9

10
-5

♀ 15 51.7±5.2 64.3±11.6

♂ 15 55.0±5.3 65.7±19.7

10
-4

♀ 15 52.9±7.4 62.1±12.3

♂ 15 50.3±6.8 57.8±18.5

10
-3

♀ 15 52.4±7.5 60.5±15.8

♂ 15 49.7±6.5 62.3±20.7

Control ♀ 15 58.3±10.0 70.5±17.5

♂ 15 53.2±7.2 62.0±15.4

Table5.NumberandsizeofC.gigasusedinspawning inductionfor

injectionofdopamine,serotoninandhistamine

DA:dopamine;5-HT:serotonin;HA:histamine.
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2-4.통계분석

실험 결과는 PASW 통계프로그램(Ver.19)을 사용하였고,반응률,반응 개시

시간 및 방란·방정량은 one way-ANOVA test를 실시한 후,Duncan’s

multiplerangetest로 평균간의 유의성(P＜0.05)을 검정하였다.
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3.결 과

3-1.방란 및 방정 반응률

신경전달물질의 종류 및 농도에 따른 방란·방정 반응률은 Table6과 Table

7에 나타낸 바와 같다.

ACh를 주사한 결과,10
-6
,10

-5
,10

-4
,10

-3
M 및 대조구에서 암컷의 반응률

은 각각 53.3±46.2,46.7±41.6,40.0±40.0,46.7±30.6및 20.0±34.6%였고,농도에

따른 차이는 없었다(P>0.05).수컷의 반응률은 각각 73.3±23.1,80.0,86.7±11.6,

100.0및 66.7±30.6%였고,농도가 높을수록 반응률이 높았으나,농도에 따른

차이를 보이지 않았다(P>0.05).

AD에서는 10
-6
,10

-5
,10

-4
,10

-3
M 및 대조구에서 암컷의 반응률은 각각

40.0±28.3,20.0±23.1,35.0±34.2,15.0±10.0및 30.0±25.8%였고,실험구간의 차이

는 없었다(P>0.05).수컷의 반응률은 각각 60.0±43.2,35.0±19.2,50.0±30.0,

35.0±11.6및 65.0±10.0%였고,방정이 억제된 경향을 보였으나,농도에 따른

차이를 보이지 않았다(P>0.05).

NA를 조사한 결과,10
-6
,10

-5
,10

-4
,10

-3
M 및 대조구에서 암컷의 반응률은

각각 40.0±20.0,26.7±23.1,26.7±23.1,6.7±11.6및 13.3±11.6%였고,수컷의 반응

률은 각각 46.7±41.6,53.3±46.2,73.3±30.6,20.0±20.0및 33.3±11.6%로 암·수

모두 농도에 따른 차이는 없었다(P>0.05).

DA에서는 10
-6
,10

-5
,10

-4
,10

-3
M 및 대조구에서 암컷의 반응률은 각각

5.7±29.9,31.4±34.4,25.7±22.3,48.6±25.5및 5.7±15.1%였고,농도가 높을수록

반응률이 높게 나타났으며,10
-3
M은 대조구에 비해 유의하게 높았다

(P<0.05).수컷의 반응률은 각각 28.6±15.7,60.0±30.6,82.9±21.4,88.6±10.7및

11.4±15.7%였고,농도가 높을수록 반응률이 높게 나타났다.10
-5
∼10

-3
M은 대

조구에 비해 반응률이 높게 나타났고(P<0.05),10
-4
M와 10

-3
M는 10

-5
M보

다 유의하게 높은 반응률을 나타나,농도에 따른 차이를 보였다(P<0.05).
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Stimulus1
Dose

(M)

Responsenumber
2

Responserate(%)

♀ ♂ ♀ ♂

ACh

10
-6

8/15 11/15 53.3±46.2 73.3±23.1

10
-5

7/15 12/15 46.7±41.6 80.0

10
-4

6/15 13/15 40.0±40.0 86.7±11.6

10
-3

7/15 15/15 46.7±30.6 100.0

Control 3/15 10/15 20.0±34.6 66.7±30.6

AD

10
-6

8/20 12/20 40.0±28.3 60.0±43.2

10
-5

4/20 7/20 20.0±23.1 35.0±19.2

10
-4

7/20 10/20 35.0±34.2 50.0±30.0

10
-3

3/20 7/20 15.0±10.0 35.0±11.6

Control 6/20 13/20 30.0±25.8 65.0±10.0

NA

10-6 6/15 7/15 40.0±20.0 46.7±41.6

10
-5

4/15 8/15 26.7±23.1 53.3±46.2

10-4 4/15 11/15 26.7±23.1 73.3±30.6

10
-3

1/15 3/15 6.7±11.6 20.0±20.0

Control 2/15 5/15 13.3±11.6 33.3±11.6

Table6.Effectsofacetylcholine,adrenalineandnoradrenalineonspawning

responseinC.gigas

ACh:acetylcholine,AD:adrenaline,NA:noradrenaline.
1
Stimuluswereinjected

with100μLofvariousdosesacetylcholine,adrenalineandnoradrenalineintothe

gonads.2Numberofthe spawning oyster/totalnumberofthe oystertreated.

Valuesaremean±SD (ACh,n=3;AD,n=4;NA,n=3).Differentlettersreferto

significantlydifferentresults(P<0.05).
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Stimulus
1 Dose

(M)

Responsenumber
2

Responserate(%)

♀ ♂ ♀ ♂

DA

10
-6

9/40 10/40 25.7±29.9
ab

28.6±15.7
a

10
-5

11/40 21/40 31.4±34.4
ab

60.0±30.6
b

10
-4

9/40 29/40 25.7±22.3
ab

82.9±21.4
c

10
-3

17/40 31/40 48.6±25.5
b

88.6±10.7
c

Control 2/40 4/40 5.7±15.1
a

11.4±15.7
a

5-HT

10
-6

21/40 13/40 52.5±32.0
a

32.5±30.1
a

10
-5

27/40 27/40 67.5±44.0
ab

67.5±32.0
b

10-4 30/40 36/40 75.0±36.7ab 90.0±10.7b

10
-3

35/40 36/40 87.5±28.2
b

90.0±15.1
b

Control 4/40 3/40 10.0±15.1
c

7.5±10.4
c

HA

10
-6

0/15 8/15 - 53.3±46.2

10
-5

2/15 9/15 13.3±23.1 60.0±52.9

10
-4

6/15 9/15 40.0±40.0 60.0±52.9

10
-3

3/15 9/15 20.0±34.6 60.0±52.9

Control 3/15 7/15 20.0±20.0 46.7±41.6

Table 7.Effects of dopamine,serotonin and histamine on spawning

responseinC.gigas

DA:dopamine,5-HT:serotonin,HA:histamine.
1
Stimuluswereinjectedwith100

μLofvariousdosesdopamine,serotoninandhistamineintogonads.2Numberof

thespawningoyster/totalnumberoftheoystertreated.Valuesaremean±SD(DA,

n=8;5-HT,n=8;HA,n=3).Differentlettersrefertosignificantlydifferentresults

(P<0.05).
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5-HT를 주사한 결과,10
-6
,10

-5
,10

-4
,10

-3
M 및 대조구에서 암컷의 반응률

은 각각 52.5±32.0,67.5±44.0,75.0±36.7,87.5±28.2및 10.0±15.1%였고,수컷의

반응률은 각각 32.5±30.1,67.5±32.0,90.0±10.7,90.0±15.1및 7.5±10.4%였다.

5-HT 주사시 암·수 모두 농도가 높을수록 반응률이 높게 나타났고,모든 처

리구가 대조구보다 유의하게 높았으며(P<0.05),수컷이 암컷보다 민감하게 반

응하였다.

HA에서는 10
-6
,10

-5
,10

-4
,10

-3
M 및 대조구에서 암컷의 반응률은 각각 0.0,

13.3±23.1,40.0±40.0,20.0±34.6 및 20.0±20.0%였고,수컷의 반응률은 각각

53.3±46.2,60.0±52.9,60.0±52.9,60.0±52.9및 46.7±41.6%로 암·수 모두 농도에

따른 차이는 없었다(P>0.05).

3-2.방란 및 방정 개시시간

신경전달물질의 종류 및 농도에 따른 방란 개시시간은 Fig.19에 나타낸 바

와 같다.ACh,NA,DA 및 HA에서 방란개시까지의 소요시간은 각각 23∼58

분,35∼75분,35∼62분 및 42∼81분으로 나타났고,모든 실험구간의 차이를

보이지 않았다(P>0.05).5-HT의 경우 10
-4
M와 10

-3
M의 농도에서 각각 29

분과 24분으로 10
-6
M와 대조구에 비해 짧은 방란개시 소요시간을 보였다

(P<0.05).그러나 AD를 주사하였을 때 농도가 높을수록 방란개시에 소요된

시간이 길었고,10
-3
M의 농도에서는 137분으로 다른 처리구에 비해 방란개시

에 소요된 시간이 길었다(P<0.05).

신경전달물질의 종류 및 농도에 따른 방정 개시시간은 Fig.20에 나타낸 바

와 같다.AD,DA 및 5-HT에서는 농도가 높을수록 방정개시 소요시간이 짧

았다.10
-3
M의 AD주사시 방정 소요시간이 5분으로 대조구보다 유의하게 짧

았다(P<0.05).DA와 5-HT에서는 방정 소요시간이 각각 3∼17분과 2∼13분으

로 대조구보다 유의하게 짧았다(P<0.05).

NA를제외한다른신경전달물질에서는수컷이암컷에비해소요시간이짧았다.



- 57 -

Fig.19.EffectsofsixneurotransmittersoneggreleasetimeinC.gigas.

ACh:acetylcholine,AD:adrenaline,NA:noradrenaline,DA:dopamine,

5-HT:serotonin,HA:histamine.Valuesaremeans±SD.Different

lettersrefertosignificantlydifferentresults(P<0.05).
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Fig.20.Effectsofsixneurotransmittersonsperm releasetimeinC.gigas.

ACh:acetylcholine,AD:adrenaline,NA:noradrenaline,DA:dopamine,

5-HT:serotonin,HA:histamine.Valuesaremeans±SD.Different

lettersrefertosignificantlydifferentresults(P<0.05).
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3-3.방란 및 방정량

신경전달물질의 종류 및 농도에 따른 방란양은 Fig.21에 나타낸 바와 같다.

DA의 경우 10
-6
,10

-5
,10

-4
,10

-3
M 및 대조구에서 한 개체 당 방란양이 각각

188.0만,224.0만,268.8만,253.1만 및 17.5만개였다.10
-5
∼10

-3
M에서 10

-6
M

와 대조구보다 유의하게 많은 방란양을 나타나,처리농도에 따른 차이를 보였

다(P<0.05).5-HT의 경우 10
-6
,10

-5
,10

-4
,10

-3
M 및 대조구에서 한 개체 당

방란양이 각각 14.7만,181.1만,154.5만,196.9만 및 12.1만개였다.10
-3
M에서

10
-6
M와 대조구보다 많은 방란양을 나타나,처리농도에 따른 차이를 보였다

(P<0.05).그러나 ACh,AD,NA 및 HA를 주사하였을 때 한 개체 당 방란양

이 4.5∼14.9만개로 대조구의 2.8∼8.2만개에 비해 차이가 없었다(P>0.05).

신경전달물질의 종류 및 농도에 따른 방정량은 Fig.22에 나타낸 바와 같다.

10
-6∼10-4 M의 농도에서 모든 처리구는 대조구와 차이는 없었으나(P>0.05),

10
-3
M의 농도에서 ACh,DA 및 5-HT에서는 한 개체 당 각각 21.4,100.1및

143.1억개로 대조구보다 유의하게 많았다(P<0.05).

3-4.수정률 및 부화율

자극방법별 방출된 알의 수정률과 부화율은 Fig.23과 Fig.24에 나타낸 바

와 같다.수정률에 있어서 ACh,AD,NA,DA,5-HT 및 HA 처리구는 각각

82.8∼85.4,82.3∼88.5,82.4∼83.9,81.9∼88.5,81.9∼84.6및 78.9∼81.7%로 신

경전달물질의 종류 및 농도에 따른 수정률의 차이는 없었다(P>0.05).한편,부

화율에서는 ACh,AD,NA,DA,5-HT및 HA 처리구는 각각 76.5∼82.2,67.3

∼75.6,67.9∼76.8,56.2∼63.7,73.1∼76.0및 69.1∼75.4%였다.DA 처리구에서

부화율이 다소 낮게 나타났으나,신경전달물질의 종류 및 농도에 따른 부화율

의 차이는 확인되지 않았다(P>0.05).
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Fig.21.Effectsofsix neurotransmitterson releaseegg numberin C.

gigas.ACh:acetylcholine,AD:adrenaline,NA:noradrenaline,DA:

dopamine,5-HT:serotonin,HA:histamine.Valuesaremeans±SD.

Differentlettersrefertosignificantlydifferentresults(P<0.05).
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Fig.22.Effectsofsixneurotransmittersonsperm releasenumberinC.

gigas.ACh:acetylcholine,AD:adrenaline,NA:noradrenaline,DA:

dopamine,5-HT:serotonin,HA:histamine.Valuesaremeans±SD.

Differentlettersrefertosignificantlydifferentresults(P<0.05).
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Fig.23.EffectofsixneurotransmittersonfertilizationrateinC.gigas.

ACh: acetylcholine, AD: adrenaline,NA: noradrenaline, DA:

dopamine,5-HT:serotonin,HA:histamine.Valuesaremeans±SD.

Differentlettersrefertosignificantlydifferentresults(P<0.05).
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Fig.24.EffectofsixneurotransmittersonhatchingrateinC.gigas.ACh:

acetylcholine,AD:adrenaline,NA:noradrenaline,DA:dopamine,

5-HT:serotonin,HA:histamine.Valuesaremeans±SD.Different

lettersrefertosignificantlydifferentresults(P<0.05).



- 64 -

4.고 찰

신경전달물질은 조개류의 중추신경계를 비롯한 심장,아가미 및 생식소 등

조직에 분포되어 있다(StefanoandAiello,1975;StefanoandCatapane,1977;

Elliott,1980;Matsutanietal.,1982;MatsutaniandNomura,1984,1986;

Kranticetal.,1993;PaniandCroll,1995).특히,아민류의 DA와 5-HT는 배

우자의 증식,난황형성,에너지 저장 및 산란 등 일련의 번식생리과정에 관여

한다고 알려져 있다(Osadaetal.,1987;Mathieu etal.,1991;Lubetand

Mathieu,1990;Pauletetal,1993;Mathieu,1994;PazosandMathieu,1999).

본 연구에서 ACh로 처리시 방란유발에 효과가 없는 반면,높은 농도에서

방정유발에 효과가 있는 것으로 나타났다.Changetal.(2005)은 다슬기와 고

체다슬기에서 각각 10
-9
M와 10

-12
M의 ACh로 처리하였을 때 출산 반응률은

66.7%와 100%였고,출산개시 소요시간은 모두 10분으로 가장 효과적인 출산

유도 방법이라고 보고하여 본 연구 결과와 유사하였다.일반적으로 ACh는 평

활근의 무스카린성 수용체에 작용하여 근육의 긴장도,수축 및 연동운동을 증

가시키는 것으로 알려져 있다.그러나 참굴의 방정유발에서 이와 관련성이 있

는지에 대해서는 추가적인 연구가 필요하다고 생각되어 진다.

본 연구에서 10
-3
M의 DA로 처리시 방란·방정 반응률은 각각 48.6%과

88.6%였고,방란양은 253.1만개,방정량은 100.1억마리로 참굴의 산란유발에

효과적이었다.이는 카리브해산 가리비 Argopecten nucleus와 Nodipecten

nodosus에서 2×10
-3
M의 DA로 처리하였을 때 산란유발에 효과가 있었다는

결과와 일치하였다(Velasco et al.,2007).그러나 Spisula solidissima과

Pectenziczac에서 2×10
-3
M의 DA로 처리시 방란을 유발하지 못하는(Hirai

etal.,1988;Vélezetal.,1990)결과와 차이를 보여 DA의 산란유발 효과는

종의 특이성이 매우 큰 것으로 판단된다.

본 연구에서 10
-4
M와 10

-3
M의 5-HT로 처리하였을 때 방란개시 소요시간



- 65 -

은 각각 29분과 24분,방정개시 소요시간은 2∼13분,10-3M에서 방란양과 방

정량은 각각 196.9만개와 143.1억개로 참굴의 방란 및 방정유발에 아주 효과적

인 것으로 나타났다.Leeetal.(1996)에 따르면,북방대합에서 10
-6∼10-3M

농도의 5-HT로 처리한 결과,암·수 모두 5분 이내에 방란·방정이 유발되었고,

10
-4
M와 10

-3
M 농도에서 반응률은 암·수 모두 100%,방란양은 200만개 이

상을 보였다.또한,이와 유사종인 S.solidissima에서는 2×10
-5
M 이상의 농

도로 처리하였을 때 2～3분 이내에 방란이 유발되었다고 보고되고 있다(Hirai

etal.,1988).버지니아굴,가리비류의 A.irradians,A.nucleus,비단가리비,

C. farreri,N.nodosus,참가리비 및 P.ziczac 홍합류의 Dreissena

polymorpha와 Geukensia demissa, 그리고 clam류의 Arctica islandica,

Hippopusporcellanus,H.hippopus,M.mercenaria,Tridacnagigas,T.

derasa,T.maxima,T.crocea및 T.squamosa등 많은 조개류에서 5-HT주

사가 산란유발에 효과적이었다고 보고되고 있다(Matsutaniand Nomura,

1982;GibbonsandCastagna,1984;Braley,1985;Alcazar,1987;Vélezetal.,

1990;Fongetal.,1993;Fongetal.,1994;O’ConnorandHeasman,1995;

Kang,1996;Parketal.,2005;Velascoetal.,2007).5-HT는 난모세포 표면

에 존재하는 5-HT수용체를 자극하여 일어난 것으로 알려져 있으나,5-HT의

이러한 작용은 prostaglandin(PG)의 생합성 저해제인 aspirin에 의해 억제되

고 PG E2에 의해 유발된다(Leeetal.,1996).이러한 결과는 5-HT가 생식소

내의 PG E2생합성를 촉진함으로써 PG E2가 직접적으로 방란 및 방정에 작

용하는 것을 시사한다(Vélezetal.,1990;Leeetal.,1996).

본 연구에서 AD,NA 및 HA 처리구에서 방란·방정 반응률,반응개시 소요

시간 및 방란·방정량이 대조구에 비해 차이가 없어,참굴의 산란유발에는 적

합하지 않는다고 생각되어 진다.

모든 종류의 신경전달물질과 처리농도에서 얻은 알의 수정률과 부화율은 차

이가 없었는데,이는 신경전달물질이 알의 난질에 부정적인 영향을 미치지 않
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았다는 것으로 사료된다.DA가 다른 신경전달물질에 비해 다소 낮은 부화율

을 보였는데,이는 DA 주사시 생식소 내에 성숙이 완전히 이루어지지 않는

미성숙란의 방출 때문에 기인된 것으로 생각된다.



- 67 -

V.수정 및 부화

1.서 설

3배체 유도 생산성을 극대화하기 위해서는 수정에서 부화단계까지의 초기

발생률을 높여야 한다.그러나 동일한 모패에서 얻은 알과 정자를 수정시켜도

수정조건 및 방법에 따라 초기 발생률에 큰 차이를 보인다.이러한 문제를 해

결하기 위해서는 초기발생에 영향을 미치는 다양한 요인에 관한 기초적인 자

료가 필요하다.

체외수정을 하는 조개류는 수정과 발생이 수서환경에서 진행되기 때문에 다

양한 외부요인의 영향을 받게 되는데,그중에서 수온과 염분이 가장 큰 영향

을 미치는 요인으로 알려져 있다(Imai,1953;Sagara,1958;Ventilla,1982;

SantosandNascimento,1985;Kalyanasundaram andRamamoorthi,1987;

ClotteauandDubé,1993;Changetal.,2000;Leeetal.,2002b;Moonetal.,

2004;O’ConnorandLawler,2004;Kim etal.,2011).조개류의 알과 정자는

어류에 비해 보다 긴 수명(age)을 가진다(Wang etal.,1997;Leeetal.,

2002a;Songetal.,2009).그러나 방출된 후,일정시간 내에 수정을 이루어지

지 못하면 시간이 경과됨에 따라 수정능력 및 운동성이 점차 상실되어,수정

및 부화에 부정적인 영향을 미친다(AndréandLindegarth,1995;O’Connor

andHeasman,1995;Wangetal.,1997;Leeetal.,2002a;Songetal.,2009).

정상적인 수정을 이루어지기 위해서는 정자가 난막을 뚫고 알의 내부에 진입

해야 되는데,이러한 과정은 알과 정자가 일정시간 이상의 접촉이 필요하다는

것으로 알려져 있다(Levitanetal.,1991;BabcockandKeesing,1999;Baker

andTyler,2001;Hodgsonatel.,2007;Songetal.,2009).정자와 알의 비율

도 수정 및 부화에 영향을 미치는 요인이다.수정시 낮은 정자와 알의 비율은
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수정률을 저하(AndréandLindegarth,1995)시키는 반면,높은 비율의 정자와

알의 비율은 다수정을 초래하여 발생배의 기형과 폐사를 일으킨다(Longo,

1973;SantosandNascimento,1985;StephanoandGould,1988;Leeetal.,

2002a;Songetal.,2009).부화시 수정란의 높은 수용밀도는 용존산소와 pH

의 감소를 초래하여 부화율를 저하시킨다고 보고되고 있다(Leeetal.,2002a;

Suquetetal.,2007;Songetal.,2009).

지금까지 참굴의 수정방법에 관한 연구(Suquetetal.,2007;Songetal.,

2009)가 있었으나,이러한 연구들은 배우자 품질 평가나 실험기준에 관한 연

구로서 인공종묘 생산을 위한 수정조건 연구는 찾아볼 수 없었다.

따라서 본 연구에서는 참굴의 초기발생률 향상을 위한 최적의 수정조건을

찾고자 알과 정자를 다양한 조건으로 수정시켜 수정률과 부화율을 조사하였

다.
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2.재료 및 방법

2-1.실험재료

실험용 모패로서 국립수산과학원 남동해수산연구소 남해센터 시험용 가두리

에서 수하식으로 13개월 양성한 참굴(Table8)을 사용하였다.모패는 실내 사

육실로 옮겨 패각에 붙어있는 이물질을 제거한 다음,1.6톤 FRP사각수조에서

24시간 동안 안정시킨 후 실험에 사용하였다.실험기간 동안 수온은 21.2±0.

8℃,염분은 32.1±0.5psu였다.

2-2.배우자의 채취

알과 정자의 채취는 충분히 성숙한 모패로부터 Changetal.(2000)의 방법

으로 생식소 부위를 얇게 저민 다음,0.22㎛ celluloseacetatemembrane여

과해수(24.0℃,31.7psu,pH 8.07)속에 풀어 난해수와 정자해수를 만들었다.

난해수는 55㎛와 16㎛의 필터로 여과한 후,충분한 양의 여과해수로 씻어

찌꺼기를 제거하였고,정자해수는 16㎛의 필터로 여과하였다.그 다음,알과

정자를 각각 20,000개/mL과 10×10
8
개/mL의 밀도로 500mL비커에 수용하여

실험에 사용하였다.알은 채란 30분 후에 GVBD가 50% 이상 일어난 개체를

실험에 사용하였고,정자는 채정 5분 후에 95% 이상의 정자가 운동하는 개체

를 실험에 사용하였다.그리고 개체간의 차이를 최소화하기 위하여 각 실험에

암·수를 각각 3마리씩 사용하였다.

2-3.수정조건

2-3-1.환경요인별

수온별 수정 및 부화를 조사하기 위하여 15,18,21,24,27,30및 33℃에서

수정한 후,동일한 수온에서 부화를 실시하였다.수정 및 부화는 모두 100mL

비커에서 실시하였다.알과 정자는 각각 채란 1시간 후와 채정 10분 후에 사
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Exp. Sex
Shelllength

(mm)

Totalweight

(g)

GVBD

(%)

Motility

(%)

Tem

♀ 49.7±14.0 56.0±14.9 62.7±7.0 -

♂ 53.9±4.4 60.8±7.9 - 97.7±1.5

Sal

♀ 50.7±2.9 60.8±9.9 60.0±12.2 -

♂ 48.1±6.8 60.0±5.2 - 98.3±1.5

ET

♀ 51.8±13.1 60.8±12.0 64.7±5.0 -

♂ 54.2±3.8 53.3±4.9 - 98.3±2.9

ST

♀ 48.4±5.5 58.2±9.3 74.0±9.2 -

♂ 52.3±6.0 51.5±12.8 - 97.3±2.1

CT

♀ 51.3±2.7 58.2±5.5 67.3±11.4 -

♂ 58.8±2.6 61.5±5.5 - 98.7±1.5

Den

♀ 62.9±7.0 66.3±7.8 70.7±17.9 -

♂ 62.3±12.7 66.2±14.7 - 97.7±2.5

Rat

♀ 60.6±12.5 78.0±16.9 64.0±15.9 -

♂ 59.0±6.5 69.2±9.7 - 98.3±1.5

Vol

♀ 59.6±8.3 68.5±12.1 66.7±6.4 -

♂ 60.5±9.3 72.9±6.3 - 99.3±0.6

Average 55.2±8.6 59.7±9.1 66.3±11.2 98.2±1.7

Table 8.Size and gamete condition ofC.gigas used in the eight

experiments

Tem:temperature,Sal:salinity,ET:elapsedtimeaftereggcollection,ST:elapsed

timeaftersperm collection,CT:gametecontacttime,Den:eggstockingdensity,

Rat:sperm toeggratio,Vol:tankvolume,GVBD:germinalvesiclebreakdown.

Datapresentedasmean±SD(n=3).
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용하였다.수정시 알의 수용밀도는 200개/mL,정자와 알의 비율은 1,000:1,그

리고 수정 1시간 후에 세란하였다.부화는 세란한 후 동일한 비커에 넣어

incubator에서 실시하였으며,부화 밀도는 200개/mL였다.해수는 여과해수를

사용하였고,염분은 31.7psu였다.

염분별 수정 및 부화를 조사하기 위하여 20,25,30,35,40psu및 대조구인

자연해수(31.7psu)에서 수정한 후,동일한 염분에서 부화를 실시하였다.수정

및 부화 수온은 24.0℃였고,기타 조건은 수온별 실험과 동일하게 처리하였다.

염분은 증류수와 천일염을 이용하여 조절하였다.

2-3-2.배우자 방치시간별

채란 후 경과시간별 알의 수정능력을 파악하기 위하여 채란 30분,1시간,2

시간,3시간 및 4시간 후에 수정하였다.수정 및 부화 수온은 24.0℃였고,기타

조건은 수온별 실험과 동일하게 처리하였다.

채정 후 경과시간별 정자의 수정능력을 파악하기 위하여 채정 10분,20분,

30분,40분,60분 및 120분 후에 수정하였다.수정 및 부화 수온은 24.0℃였고,

기타 조건은 수온별 실험과 동일하게 처리하였다.

배우자 접촉시간별 수정 및 부화를 조사하기 위하여 수정 1,5,10,20,30,

60및 120분 후에 세란하였다.수정 및 부화 수온은 24.0℃였고,기타 조건은

수온별 실험과 동일하게 처리하였다.

2-3-3.배우자 밀도별

알의 수용밀도별 수정 및 부화를 조사하기 위하여 50,100,200,500,1,000

및 2,000개/mL의 밀도로 수용하여 수정한 후,동일한 밀도에서 부화를 실시하

였다.수정 및 부화 수온은 24.0℃였고,기타 조건은 수온별 실험과 동일하게

처리하였다.

정자와 알의 비율별 수정 및 부화를 조사하기 위하여 10:1,100:1,500:1,
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1,000:1,5,000:1및 10,000:1의 비율로 수정하였다.수정 및 부화 수온은 24.0℃

였고,기타 조건은 수온별 실험과 동일하게 처리하였다.

용기용적별 수정 및 부화를 조사하기 위하여 50,100,500,1,000,2,000및

5,000mL의 유리 비커에서 수정한 후,동일한 비커에서 부화를 실시하였다.

수정 및 부화 수온 24.0℃였고,기타 조건은 수온별 실험과 동일하게 처리하였

다.

수정률은 2세포기까지 발생한 알의 백분율로 계산하였고,부화율은 수정란

에서 D상유생까지의 발생률로 계산하였다.그리고 형태적으로 기형을 나타내

는 것은 죽은 것으로 간주하였다.

2-4.통계분석

모든 실험결과는 PASW 통계프로그램(Ver.19)을 사용하여 one way-

ANOVA test를 실시한 후,Duncan’smultiplerangetest로 평균간의 유의성

(P＜0.05)을 검정하였다.
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3.결 과

3-1.환경요인별 수정 및 부화

3-1-1.수온별 수정 및 부화

수온별 수정률 및 부화율은 Fig.25에 나타낸 바와 같다.수정률은 15,18,

21,24,27,30및 33℃에서 각각 73.3±5.0%,90.7±2.3%,92.7±1.2%,95.3±3.1%,

90.7±6.4%,87.3±1.2% 및 75.3±4.6%였다.15∼24℃에서는 온도가 높을수록 수

정률이 증가하는 반면,24℃ 이상에서는 온도가 높을수록 다시 낮아지는 경향

을 보였다.18℃에서 27℃까지는 실험구간의 차이가 없었으나(P>0.05),15℃와

33℃에 비해 유의하게 높았다(P<0.05).부화율은 15,18,21,24,27,30및 3

3℃에서 각각 57.3±3.1%,67.3±11.0%,68.7±7.0%,72.0±4.0%,38.0±3.5%,0.0%

및 0.0%였다.15∼24℃에서는 온도가 높을수록 부화율이 증가하였으나,24℃

이상에서는 온도가 높을수록 급격히 감소하여 30및 33℃에서는 부화된 개체

가 없었다.18∼24℃에서는 실험구간의 차이를 보이지 않았으나(P>0.05),15℃

와 27℃에 비해 유의하게 높았다(P<0.05).이러한 결과들을 종합하여 참굴의

수정 및 부화의 적수온은 18∼27℃이고 최적은 24℃로 나타났다.

3-1-2.염분별 수정 및 부화

염분별 수정률 및 부화율은 Fig.26에 나타낸 바와 같다.수정률은 20,25,

30,35,40 psu 및 자연해수(31.7 psu)에서 각각 49.3±3.1%,90.0±2.0%,

85.3±3.1%,86.7±9.5%,9.3±4.2% 및 86.7±1.2%였다.25∼35psu에서는 실험구

간의 차이가 없었으나(P>0.05),20psu와 40psu에 비해 유의하게 높은 수정

률을 보였다(P<0.05).부화율의 경우 20,25,30,35,40psu및 자연해수(31.7

psu)에서 각각 23.3±6.1%, 70.0±5.3%, 84.7±1.2%, 64.7±6.1%, 0.0% 및

80.0±3.5%였다.20∼30psu에서는 염분이 높을수록 부화율이 증가하는 반면,

30psu이상에서는 염분이 높을수록 다시 낮아지는 경향을 보였다.30psu와
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Fig.25.Effectoftemperatureonfertilizationandhatchingrate.Valuesare

mean±SD (n=3).Differentlettersreferto significantly different

results(P<0.05).
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Fig.26.Effectofsalinity onfertilizationandhatching rate.Valuesare

mean±SD (n=3).Differentlettersrefertosignificantly different

results(P<0.05).
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자연해수(31.7psu)에서는 다른 실험구에 비해 유의하게 높은 부화율을 나타

났다(P<0.05).따라서 참굴의 수정 및 부화의 적염분은 25∼35psu로 나타났

다.

3-2.배우자 방치시간별 수정 및 부화

3-2-1.채란 후 경과시간별 수정 및 부화

채란 후 경과시간별 수정률 및 부화율은 Fig.27에 나타낸 바와 같다.수정

률은 채란 30분,1시간,2시간,3시간 및 4시간에서는 각각 84.7±4.6%,

80.0±3.5%,79.3±3.1%,76.0±7.2% 및 76.7±8.1%였다.채란 30분 후에 수정률이

가장 높았고,시간이 경과함에 따라 감소하는 경향을 보였으나,채란 4시간 후

까지는 경과시간에 따른 수정률의 차이가 없었다(P>0.05).부화율에서 채란

30분,1시간,2시간,3시간 및 4시간에서는 각각 64.0±5.3%,73.3±4.6%,

66.7±9.0%,65.3±9.5% 및 67.3±6.1%였다.채란 1시간 후에 부화율이 가장 높

았으나,채란 4시간 후까지는 경과시간에 따른 부화율의 차이를 보이지 않았

다(P>0.05).따라서 수온 24℃에서 채란 4시간 내에 수정시 수정 및 부화에

영향을 미치지 않는 것으로 나타났다.

3-2-2.채정 후 경과시간별 수정 및 부화

채정 후 경과시간별 수정률 및 부화율은 Fig.28에 나타낸 바와 같다.수정

률에 있어서 채정 10분,20분,30분,40분,60분 및 120분 후에는 각각

86.7±5.0%,86.0±4.0%,83.3±3.1%,75.3±3.1%,71.3±3.1% 및 47.3±6.1%였고,수

정률은 시간이 경과함에 따라 점차 감소하였다.채정 10∼30분 후에는 실험구

간의 차이가 없었으나(P>0.05),채정 40∼120분 후보다 유의하게 높게 나타났

다(P<0.05).부화율은 채정 10분,20분,30분,40분,60분 및 120분후에는 각각

83.3±3.1%,71.3±3.1%,66.0±8.7%,62.7±3.1%,66.7±6.4% 및 50.7±6.1%였다.부

화률은 시간이 경과함에 따라 점차 감소하는 경향을 보였고,채정 10분 후에
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Fig.27.Effectofelapsedtimeaftereggscollectiononfertilizationand

hatchingrate.Valuesaremean±SD(n=3).
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Fig.28.Effectofelapsedtimeaftersperm collectiononfertilizationand

hatchingrate.Valuesaremean±SD (n=3).Differentlettersrefer

tosignificantlydifferentresults(P<0.05).



- 79 -

는 다른 실험구보다 유의하게 높은 부화율을 나타났다(P<0.05).따라서 효율

적인 수정 및 부화를 위해서 채정 후 30분 내에 수정시키는 것이 좋은 것으로

나타났다.

3-2-3.배우자 접촉시간별 수정 및 부화

알과 정자의 접촉시간별 수정률 및 부화율은 Fig.29에 나타낸 바와 같다.

수정률의 경우 알과 정자의 접촉시간이 1분,5분,10분,20분,30분,60분 및

120분 후에는 각각 0.7±1.2%,35.3±6.4%,50.0±3.5%,60.7±15.5%,70.7±9.9%,

80.0±2.0% 및 81.3±4.2%였다.알과 정자의 접촉시간이 길을수록 수정률이 높

게 나타났고,접촉시간 60분과 120분은 1∼20분보다 유의하게 높은 수정률을

나타났다(P<0.05).부화율에 있어서 알과 정자의 접촉시간이 1분,5분,10분,

20분,30분,60분 및 120분 후에는 각각 0.0%,42.0±5.3%,60.0±7.2%,

63.3±5.0%,65.3±4.2%,60.7.0±5.0% 및 62.0±4.0%였다.알과 정자의 접촉시간

이 10∼120분에서는 실험구간의 유의한 차이가 없었으나(P>0.05),1∼5분보다

유의하게 높은 부화율을 보였다(P<0.05).따라서 높은 수정과 부화율을 얻기

위해서 매정시간은 30분이상 유지되는 것이 좋을 것으로 나타났다.2.0

±

3-3.배우자 밀도별 수정 및 부화

3-3-1.알의 수용밀도별 수정 및 부화

알의 수용밀도별 수정률 및 부화율은 Fig.30에 나타낸 바와 같다.알의 수

용밀도별 수정률의 경우 50,100,200,500,1,000및 2,000개/mL에서 각각

51.3±1.2%,63.3±11.4%,76.7±8.1%,75.3±6.4%,80.0±7.2% 및 80.0±3.5%였다.

50∼200개/mL에서는 밀도가 높을수록 수정률이 증가하였고,200∼2,000개

/mL은 50개/mL과 100개/mL에 비해 유의하게 높은 수정률을 나타났다

(P<0.05).부화율은 50,100,200,500,1,000 및 2,000개/mL에서 각각

62.0±5.3%,66.7±7.0%,68.0±4.0%,42.0±5.3%,22.7±7.6% 및 18.0±6.0%였다.
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Fig.29.Effectofgametecontacttimeonfertilizationandhatchingrate.

Valuesaremean±SD (n=3).Differentlettersrefertosignificantly

differentresults(P<0.05).
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Fig.30.Effectofeggstockingdensityonfertilizationandhatchingrate.

Valuesaremean±SD (n=3).Differentlettersrefertosignificantly

differentresults(P<0.05).
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50∼200개/mL의 저밀도에서는 실험구간의 차이는 없었으나(P>0.05),500∼

2,000개/mL의 고밀도에 비해 유의하게 높은 부화율을 나타났다(P<0.05).따

라서 정상적인 수정 및 부화를 위해서 100∼200개/mL의 밀도로 수용하는 것

이 효과적인 것으로 나타났다.

3-3-2.정자와 알의 비율별 수정 및 부화

정자와 알의 비율별 수정률 및 부화율은 Fig.31에 나타낸 바와 같다.정자

와 알의 비율별 수정률은 10:1,100:1,500:1,1,000:1,5,000:1및 10,000:1에서

각각 4.7±2.3%,57.3±9.5%,85.3±3.1%,94.7±1.2%,94.0±3.5% 및 96.0±2.0%였

다.1,000∼10,000:1은 실험구간의 차이가 없었으나(P>0.05),10∼500:1보다 유

의하게 높은 수정률을 보였다(P<0.05).부화율은 10:1,100:1,500:1,1,000:1,

5,000:1및 10,000:1에서 각각 14.7±2.3%,44.7±3.1%,65.3±3.1%,64.7±4.2%,

53.3±3.1% 및 36.0±2.0%였다.10∼500:1에서는 정자와 알의 비율이 높을수록

수정률이 증가하는 반면,500:1이상에서는 비율이 높을수록 다시 낮아지는

경향을 보였다.500:1과 1,000:1은 다른 실험구에 비해 유의하게 높은 부화율

을 보였다(P<0.05).따라서 높은 수정률 및 부화율을 얻기 위해서는 정자와

알의 비율을 500∼1,000:1로 수정하는 것이 좋은 것으로 나타났다.

3-3-3.용기용적별 수정 및 부화

용기용적별 수정률 및 부화율은 Fig.32에 나타낸 바와 같다.수정률은 50,

100,500,1,000,2,000 및 5,000 mL에서 각각 93.3±1.2%,96.0±4.0%,

94.7±2.3%,94.7±2.3%,93.3±2.3% 및 92.7±1.2%였고,모든 실험구간의 차이는

없었다(P>0.05).부화율에 있어서 50,100,500,1,000,2,000및 5,000mL에서

각각 73.3±1.2%,76.7±3.1%,74.7±2.3%,73.3±2.3%,74.7±2.3% 및 72.7±5.0%

였고,모든 실험구간에 차이를 보이지 않았다(P>0.05).
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Fig.31.Effectofsperm toeggratioonfertilizationandhatchingrate.

Valuesaremean±SD (n=3).Differentlettersrefertosignificantly

differentresults(P<0.05).
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Fig.32.Effectoftankvolumeonfertilizationandhatchingrate.Values

are mean±SD (n=3).Different letters refer to significantly

differentresults(P<0.05).



- 85 -

4.고 찰

수온은 조개류의 초기 난할기의 세포분열과 유생의 발생에 영향을 미치며

(Ventilla,1982),적수온 이하에서는 난발생이 정지되고(Changetal.,2000;

Leeetal.,2002b),그 이상에서는 비정상적인 난할로 인해 기형률과 폐사율이

증가된다(Changetal.,2000;Kim etal.,2011;Leeetal.,2002b).본 연구에

서는 수정률이 70% 이상인 수온은 15∼33℃로써 한해성 종인 대서양 북방대

합의 8∼24℃(ClotteauandDubé,1993)에 비해 적수온이 높은 것으로 나타났

다.본 연구에서 부화율은 18∼24℃에서 67% 이상이었고,30℃ 이상에서는 부

화된 개체가 관찰되지 않았으며,24℃에서 부화율이 72.0%로 가장 높았다.이

는 Changetal.(2000)이 참굴의 수정란으로부터 D상유생까지 폐사가 없는

발생 수온은 15∼25℃이고,난발생을 위한 최적 수온은 25℃라고 보고(Chang

etal.,2000)하여 본 연구 결과와 유사하였다.또한,유사한 연구 결과들은 여

러 조개류에서 보고된 바 있다(Sagara,1958;SantosandNascimento,1985;

O’ConnorandLawler,2004;Kim etal.,2011).

염분은 해양생물의 서식분포를 제한하는 환경요인으로서 초기 발생과정에서

중요한 역할을 하는 것으로 알려져 있다(Tettelbach and Rhodes,1981).

ClotteauandDubé(1993)는 대서양 북방대합의 알을 15psu이하의 저염분

해수에서 10분 배양시 알이 커지거나 터진 반면,35∼50psu의 고염분 해수에

서는 알이 수축되었는데,형태적인 변화가 관찰되지 않는 염분은 15∼35psu

라고 보고하였다.본 연구에서 염분 25∼35psu에서 수정률이 85% 이상으로

대서양 북방대합(ClootteauandDubé,1993)및 말똥성게(Hwangetal.,2009)

와 유사한 결과를 보였다.본 연구에서 염분 25∼35psu에서 부화율이 64%

이상으로 나타나,다른 조개류의 부화 적염분과 유사하였다(Imai,1953;

Sagara,1958;Kalyanasundaram andRamamoorthi,1987;Kim etal.,2011).

북방대합은 수온 20℃에서 채란 4시간까지는 수정률이 94% 이상으로 채란
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후 경과시간에 따른 수정률의 차이가 없었다고 보고하였다(Leeetal.,2002a).

또한,Wangetal.(1997)에 따르면,참굴은 수온 22∼24℃에서 채란 6시간까

지는 94% 이상의 높은 수정률을 보였고,알의 분해는 채란 18시간 후부터 시

작하였다.이러한 결과들은 24℃에서 채란 4시간까지는 경과시간에 따른 수정

률의 차이가 없었다는 본 연구 결과를 뒷받침해주었다.StephanoandGould

(1988)는 참굴의 적출란을 채란 15분 내에 수정하였을 때에는 54%의 높은 다

수정률을 나타나는 반면,해수 중에 1시간 배양한 후에 수정하였을 때에는 다

수정률이 7% 이하로 낮아졌다고 보고하였다.본 연구에서는 수정란의 다수정

률에 대해서 검토하지 않았으나,채란 1시간 후의 부화율이 채란 30분 후보다

높게 나타나,다수정의 가능성을 배제할 수 없었다.본 연구에서 채란 4시간까

지는 채란 후 경과시간에 따른 부화율의 차이가 없었으며,이는 다른 연구와

유사하였다(Leeetal.,2002a;Williams,2002;Hodgsonatel.,2007;Songet

al.,2009).그러나 말백합의 경우 수온 30℃에서 채란 직후 수정시 부화율이

61.9%였던 것이 채란시간이 경과됨에 따라 급격히 감소하여 채란 4시간 후에

는 0.0%라고 보고하였다(Kim etal.,2011).이는 수온이 낮을수록 발생배의

외형은 정상적인 반면,수온이 높을수록 기형률과 폐사율이 증가된 결과라고

생각된다(Changetal.,2000).

참굴의 정자가 체외에 방출된 후 해수 중에 있는 Na
+
와 K

+
이온에 의해 운

동이 개시된다(Lietal.,2002).그러나 미토콘드리아에 저장되어 있는 ATP

(adenosinetriphosphate)의 소모에 따라 운성이 점차 감소되고 일정시간 후에

는 운동성을 완전 잃어 수정능력을 상실한다(O’ConnorandHeasman,1995;

Wangetal.,1997;Leeetal.,2002a;NarvarteandPascual,2003;Shietal.,

2008).본 연구에서는 채정 후 30분 내에 수정시 83%의 높은 수정률을 보였

고,그 후 시간이 경과됨에 따라 수정률이 감소하였는데,이는 북방대합과

tropicalabalone의 결과와 유사하였다(Encenaetal.,1998;Leeetal.,2002a).

해산 무척추동물에 있어서 채정 후 일정시간 내에 수정하였을 때에는 비교적
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높은 부화율을 얻을 수 있는 반면,일정시간 지나서 수정하였을 때에는 시간

이 경과할수록 부화율이 점차 감소하는 것으로 알려져 있다(Santos and

Nascimento,1985;AndréandLindegarth,1995;Encenaetal.,1998;Leeet

al.,2002a;Williams,2002;Hodgsonatel.,2007).

극피동물의 수정은 매정 5분 내에 이루어지고(Levitan,1991;Babcockand

Keesing,1999),복족류는 매정 30분 내에 이루어진 것으로 알려져 있다

(Hodgsonatel.,2007).본 연구에서 매정 10분 후 수정률과 부화율은 각각

50.0%와 60.0%로 대부분의 알이 수정되었는데,이는 프랑스산 참굴의 결과와

유사하였다(Songetal.,2009).

본 연구에서 알의 수용밀도에 따른 수정률은 밀도가 높을수록 수정률이 높

게 나타나거나 차이가 없어,북방대합의 결과(Leeetal.,2002a)와 유사하였다.

그리고 저밀도 실험구의 낮은 수정률은 본 연구의 정자 첨가량이 알과의 비율

로 결정하였기에 해수 중의 낮은 정자 농도에 의해 기인된 것으로 생각되어진

다.본 연구에서 부화율은 50∼200개/mL의 저밀도로 수용하였을 때 62% 이상

의 높은 부화율을 보인 반면,500개/mL이상의 고밀도로 수용하였을 때 밀도

가 높을수록 부화율이 낮게 나타나 다른 연구결과와 유사하였다(Rampersad

etal.,1994;Leeetal.,2002a;Suquetetal.,2007;Songetal.,2009).이는

수정란을 고밀도로 수용시 해수 중의 Do와 pH의 감소(Suquetetal.,2007)

및 수용성 독성물질의 증가(Boldtatel.,1981;Rampersadatel.,1994)등 유

해요인들이 부정적인 영향으로 기인한 것으로 사료된다.

본 연구에서 정자와 알을 10:1의 비율로 수정하였을 때 4.7%의 낮은 수정률

을 보인 반면,대서양 북방대합과 북방대합은 각각 30%와 99.0%의 높은 수정

률을 나타나(ClotteauandDubé,1993;Leeetal.,2002a),본 연구 결과와 큰

차이를 보였다.1,000∼10,000:1의 높은 비율로 수정시 정자와 알이 만날 확률

이 높아 수정률이 높게 나타난 것으로 생각된다(O’Connorand Heasman,

1995).본 연구에서 500∼1,000:1의 비율로 수정하였을 때 64% 이상의 부화율
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을 보인 반면,비율이 높을수록 부화율이 감소되어 mangroveoyster의 결과와

유사하였다(Rampersadetal.,1994;SantosandNascimento,1985).이는 굴

의 수정란은 정자의 진입을 방지하는 구조적인 변화가 없어(Alliegro and

Wright,1983;StephanoandGould,1988),높은 정자비율에서 다수정을 초래

하여 정상적인 발생에 영향을 미친 것으로 판단된다(Staegerand Horton,

1976;AlliegroandWright,1983;SantosandNascimento,1985;Stephano

andGould,1988).

Suquetetal.(2007)는 1.8L의 비커가 0.3mL의 plates나 1L의 원추형

fisheggincubator에 비해 높은 부화율을 보였으나,30mL의 flasks와는 차이

가 없었다고 보고하였다.그러나 본 연구에서는 용적 50∼5,000mL의 비커에

서 수정률과 부화율은 각각 92%와 72% 이상으로 용기용적에 따른 수정률 및

부화율의 차이가 없었다.
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VI.극체방출 억제처리에 의한 3배체 유도

1.서 설

최근 배수체의 활용,특히 3배체를 이용한 굴 양식은 미국,프랑스,호주,중국

등 여러 나라에서 성행하고 있다.그 이유로는 생물학적으로 3배체는 불임이기

때문에 성 성숙에 필요한 에너지를 체성장으로 돌려 빠른 성장과 육질개선을 기

하고,특히 굴의 주 산란기인 여름에도 수확이 가능하다는 점을 들 수 있다.뿐

만 아니라,생물 이식 등에 따른 유전적 오염을 방지할 수 있기 때문에 지역 고

유종을 보호하는 데도 매우 유용하다(Guoetal.,1996).

1990년대 말까지 3배체 굴 종묘는 주로 극체방출을 억제하는 화학적인 방법

으로 생산되었는데,4배체 굴이 만들어짐에 따라 2배체 암컷과 4배체 수컷을 교

배하는 방법으로 3배체를 생산하고 있다.그러나 이와 같은 3배체 생산기술은

대부분 특허 등록되어 있는 실정이다.

굴의 3배체는 버지니아굴에서 CB에 의해 최초로 유도된(Stanley etal.,

1981)이후 많은 연구가 이루어졌다.물리적인 방법으로는 온도 충격과 저삼

투압,화학적인 방법으로는 CB,6-dimethyaminopuline(6-DMAP)및 caffeine

처리,그리고 생물적인 방법으로는 2배체와 4배체의 교배에 따른 3배체 유도

방법 등이 보고된 바 있다(QuilletandPenelay,1986;DowningandAllen,

1987;Barberetal.,1992;Desrosiersetal.,1993;Gérardetal.,1996;Tian

etal.,1998;Gérardetal.,1999;Guoetal.,1996;Yuetal.,2001;Konget

al.,2011).그러나 한국에서는 유 등(1990)의 연구결과만 있을 뿐이다.

따라서 본 연구에서는 최종목표인 4배체 어미를 작성하기 위한 전 단계 기술

로서 지금까지 빈번하게 사용된 CB와 6-DMAP에 의한 극체방출 억제의 최적

3배체 유도기술을 개발하고자 실시하였다.
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2.재료 및 방법

2-1.실험재료

실험용 모패로서 국립수산과학원 남동해수산연구소 남해센터 시험용 가두리

에서 수하식으로 11개월 양성한 참굴 400마리,어의도에서 17개월 양성한 참

굴 400마리,그리고 거제·한산만에서 19개월 양성한 참굴 500마리 등 총 1,300

마리를 확보하였다.모패를 실내 사육실로 옮겨 패각에 붙어있는 이물질을 제

거한 후,1.6톤 FRP사각수조(2.0×1.0×0.8m)에 설치한 24개의 플라스틱 사각

바구니(50.0×32.0×17.0cm)에 각각 25마리씩 수용하고 가온 사육하면서 실험

에 사용하였다.

2-2.배우자의 채취

알과 정자를 채취하기 위하여 모패의 오른쪽 패각을 제거한 다음,1mL

syringe로 생식소 조직을 0.05mL정도 채취하여 슬라이드 글라스에 도말한

후,광현미경으로 성숙상태를 확인하고 암·수를 구분하였다.자웅동체 개체로

인한 수정을 방지하기 위하여 성숙한 암컷으로 구분된 개체들을 Changetal.

(2000)의 방법으로 생식소 부위를 얇게 저민 다음,여과해수를 담은 190mL

일회용 종이컵 속에 풀어 난해수를 만든 후,광학현미경으로 재확인하였다.확

인이 완료된 난해수는 각각 55㎛와 16㎛의 필터로 여과한 후,충분한 양의

여과해수로 씻어 찌꺼기를 제거하였다.그 다음,알 1억개를 20L원형 플라

스틱 용기에 수용한 후,여과해수를 10L까지 채워 난해수의 밀도가 10,000개

/mL되도록 하였다.난해수를 25±1℃에서 60∼90분 동안 배양시켜 70∼80%

의 알이 GVBD가 일어난 후에 실험에 사용하였다.정자해수는 정소를 얇게

저민 다음,16㎛의 필터로 여과하여 찌꺼기를 제거하고 2L비커에 50×10
8
개

/mL로 만든 후,4℃에 보관하면서 실험에 사용하였다.
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2-3.염색체 관찰

참굴의 염색체수를 조사하기 위한 염색체표본 제작은 다음과 같은 방법으로

하였다.부화 직후의 담륜자(trochophore)유생 약 1,000마리를 300mg/L의

6-DMAP해수(25℃)가 담긴 15mLtube에 수용하고 3시간 동안 처리하였다.

이후 3,000rpm로 3분간 원심 분리하고 상등액을 제거한 다음,0.075M KCl

용액을 10mL첨가해서 1시간 저장 처리하였다.그 다음,3,000rpm으로 3분

간 원심 분리한 후,상등액을 버리고 냉장된 Carnoy용액을 넣어 30분 이상 고

정하였다.고정 처리된 담륜자유생을 3,000rpm으로 5분간 원심분리한 후,피

펫으로 상등액을 버리고 25%의 빙초산용액을 첨가하였다.그 다음,1mL

syringe로 뽑고 넣고를 반복하여 세포현탁액 만든 다음,25㎛의 거름망으로

찌꺼기를 제거하였다.그리고 세포현탁액을 피펫으로 뽑아서 50℃로 가열한

슬라이드 글라스에 도말한 후 공기 건조하였다.염색은 2% orcein염색액(2g

orcein을 100mL45% 빙초산에 녹인 후 여과)에 3∼5분 염색하고 수세,건조

한 후,1,000배의 광학현미경에서 염색체를 관찰하였다.

2-4.3배체 유도

2-4-1.CB와 6-DMAP처리농도별

CB와 6-DMAP의 최적 처리농도를 조사하기 위하여 1.6,2.0,2.4,2.8및 3.2

mg의 CB를 2mL의 dimethylsulfoxide(DMSO)에 녹인 후 4L의 여과해수가

들어있는 사각 플라스틱 용기(6L)에 넣어 최종농도를 각각 0.4,0.5,0.6,0.7및

0.8mg/L로 만들어 실험에 사용하였다.그리고 160,200,240,280및 320mg의

6-DMAP를 4L의 여과해수가 들어있는 사각 플라스틱 용기(6L)에 녹여 최종

농도를 각각 40,50,60,70및 80mg/L로 만들어 실험에 사용하였다.대조구로

서 사각 플라스틱 용기(6L)에 4L의 여과해수를 넣었다.수정은 5L해수가 들

어있는 투명 플라스틱 용기(10L)에서 실시하였고,수용 밀도는 10,000개/mL,

정자와 알의 비율은 1,000∼5,000:1이었다.극체방출 억제처리는 수정 10분 및
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20분 후에 바닥 부분에 16㎛의 거름망이 붙여져 있는 750mL의 투명 플라스틱

용기에 수정란을 100만개씩 넣어 여과해수로 3회 세란한 후 실시하였다.처리시

간 20분,수온 25℃,염분 32.5psu였으며,3반복 처리하였다.

2-4-2.CB와 6-DMAP처리조건별

온도,수정시간 및 처리시간의 3가지 요인에 따른 최적의 3배체 유도조건을

조사하기 위하여 온도는 25.0,27.0및 29.0℃,수정시간은 수정 5분,10분,15분,

20분,25분 및 30분 후로 설정하였다.그리고 처리시간은 10분,15분,20분,25분

및 30분(Table9),CB와 6-DMAP의 처리농도는 각각 0.5mg/L과 60mg/L로

하였으며 염분은 32.2-32.8psu였다.CB처리에서 CB의 용매인 DMSO에 따른

배수체의 영향을 조사하기 위하여 수정 15분 후,0.05% V/V의 DMSO를 첨가한

여과해수에서 20분 처리하였다.대조구로서 수정 15분 후에 여과해수에서 20분

수용하였다.그리고 수정조건,처리조건,부화조건 및 부화율과 유도율의 조사방

법 등은 농도별 실험과 동일하게 실시하였다.

2-5.세란 및 부화

CB는 처리 완료 후,먼저 여과해수로 3회 세란하고 수정란을 15L0.05%

V/V의 DMSO여과해수가 들어있는 원형 플라스틱 용기(20L)에 20분 동안 수

용하여 CB의 독성을 제거하였다.그 다음,여과해수로 3회 세란한 후 50L의 여

과해수가 들어있는 원형 플라스틱 용기(75L)에 수용하여 부화를 실시하였다.

6-DMAP는 처리 완료 후,여과해수로 3회 세란하여 50L의 여과해수가 들어있

는 원형 플라스틱 용기(75L)에 수용하여 부화를 실시하였다.부화 밀도 20개

/mL,수온 25±1℃,염분 32.5psu였다.그리고 수용 24시간 후 전체 유생을 40

㎛의 거름망으로 수거하여 부화율을 조사하였다.부화율은 농도별 실험에서는

전체 수거된 유생수와 알의 백분율로 계산하였고,처리조건별 실험에서는 대조

구에 대한 실험구의 비율로 계산하였다.
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Agent

Treatment

temperature

(℃)

Starttime＊

(min.)

Durationoftreatment

(min.)

CB

0.5mg/L

or

6-DMAP

60mg/L

25℃

5 10

10
15

15
20

20

25
25

3030

27℃

5 10

10
15

15
20

20

25
25

3030

29℃

5 10

10
15

15

20
20

2525

30 30

Table9.SelectedconditionsoftreatmentsforinducingtriploidC.gigas

＊Timeafterfertilization.



- 94 -

2-6.3배체 유도율 측정

3배체의 유도율을 조사하기 위하여 ChationandAllen(1985)의 방법을 일부

수정하여 사용하였다.각 실험구별로 1,000마리 이상의 D상유생 시료를 1.5mL

의 microcentrifugetube에 넣어 3,000rpm으로 3분간 원심분리하고 상등액을

제거하였다.그 다음,phosphatebufferedsaline(PBS)용액 1mL를 첨가하여

3,000rpm로 3분간씩 3회 원심분리하여 세척하였다.이후,PBS용액을 0.5mL

첨가하여 1,500∼2,000rpm으로 1분간 균질하고 세포를 충분히 분리시킨 후,30

㎛의 거름망으로 찌꺼기를 제거하였다.그 다음,ethanol를 0.5mL첨가하여 -2

0℃에서 4시간 이상(-80℃에서 1시간 이상)방치하였다.그리고 4℃에서 3,000

rpm으로 10분간 원심분리한 후,상등액을 버리고 1mL의 propodium iodide

(PI)용액(50㎍/mLin0.1% sodiumcitrate)을 넣어 실온 상태에서 30분간 염색

하였다.3배체 유도율은 FlowCytometer(BDscienceAccuri
Ⓡ
C6,USA)를 이

용하여 측정하였다(Fig.33).

2-7.통계분석

모든 실험결과는 PASW 통계프로그램(Ver.19)을 사용하여 one way-

ANOVA test를 실시한 후,Duncan’smultiplerangetest로 평균간의 유의성

(P＜0.05)을 검정하였다.
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Fig.33.Flow cytometricanalysisofD-shapedlarvaeinC.gigas.A:diploid

standard,B:treatment.
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3.결 과

3-1.염색체수

2배체의 염색체수는 2n=20으로 나타났고(Fig.34Ⓐ),3배체의 염색체수는

3n=30으로 나타나(Fig.34Ⓑ),2배체 염색체수의 1.5배를 보였다.

3-2.CB와 6-DMAP처리농도별 발생 및 3배체 유도

3-2-1.CB처리농도별 발생 및 3배체 유도

CB처리농도에 따른 D상유생의 부화율,3배체 유도율 및 생산율은Table10에

서 나타낸 바와 같다.부화율에 있어서 수정 10분 후 0.4,0.5,0.6,0.7및 0.8

mg/L의 농도에서 각각 6.4±2.4,4.8±1.2,1.9±0.8,1.2±0.4및 0.7±0.2%였고,농도

가 높을수록 부화율이 낮게 나타났다.0.4mg/L와 0.5mg/L는 다른 농도에 비

해 부화율이 유의하게 높았다(P<0.05).수정 20분 후 0.4,0.5,0.6,0.7,0.8mg/L

의 농도에서 부화율은 각각 31.4±10.0,50.7±1.2,20.8±11.0,38.5±4.6및 29.9±2.8

였고,0.5mg/L가 다른 농도에 비해 유의하게 높은 부화율을 보였다(P<0.05).

수정 10분 후 0.4,0.5,0.6,0.7및 0.8 mg/L의 농도에서 3배체 유도율은 각각

36.2±8.2,42.1±5.4,37.6±4.9,30.0±10.0및 48.2±23.3%였고,농도에 따른 차이는

보이지 않았다(P>0.05).수정 20분 후 0.4,0.5,0.6,0.7및 0.8mg/L의 농도에서

3배체 유도율은 각각 24.9±3.7,17.6±7.8, 20.0±6.2,4.0±5.4및 15.7±5.8%였고,

0.4∼0.8 mg/L에서 0.7 mg/L을 제외한 모든 실험구간의 차이가 없었다

(P>0.05).수정 10분 후 0.4,0.5,0.6,0.7및 0.8 mg/L의 농도에서 3배체 생산율

은 각각 2.3,2.0,0.7,0.4및 0.3%였고,농도가 높을수록 생산율이 낮게 나타났

다.수정 20분 후 0.4,0.5,0.6,0.7및 0.8 mg/L의 농도에서 각각 7.8,8.9,4.2,

1.5및 4.7%의 3배체 생산율을 보였다.수정 10분과 20분 후의 총3배체 생산율은

0.5mg/L에서 10.9%로 가장 높게 나타났다.
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Fig.34.ChromosomespreadsofdiploidandtriploidinC.gigas.A:diploid

(2n=20),B:triploid(3n=30).
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3-2-2.6-DMAP처리농도별 발생 및 3배체 유도

6-DMAP의 처리농도에 따른 D상유생의 부화율,3배체 유도율 및 생산율은

Table11에서 나타낸 바와 같다.부화율에 있어서 수정 10분 후 40,50,60,70

및 80 mg/L의 농도에서 각각 38.1±6.0,36.3±15.5,21.9±3.3,18.5±6.1 및

18.0±2.0%였고,농도가 높을수록 부화율이 낮게 나타났다.40mg/L와 50mg/L

는 60∼80mg/L보다 높은 부화율을 나타났다(P<0.05).수정 20분 후 40,50,60,

70 및 80 mg/L의 농도에서 부화율은 각각 37.3±2.4,38.4±14.3,62.6±7.0,

54.6±13.5및 36.9±3.4%였고,60mg/L는 70mg/L를 제외한 다른 농도보다 높은

부화율을 보였다(P<0.05).수정 10분 후 40,50,60,70및 80mg/L의 농도에서

3배체 유도율은 각각 15.0±2.0,13.1±2.0,19.5±0.4,22.6±10.3및 35.4±9.6%였고,

농도가 높을수록 유도율이 높게 나타났다.80mg/L가 40∼60mg/L보다 높은 3

배체를 보였다(P<0.05).수정 20분 후 40,50,60,70및 80 mg/L의 농도에서 3

배체 유도율은 각각 0.0,15.5±4.5,11.1±3.1,9.5±1.3및 0.7±0.3%였고,50mg/L는

60mg/L를 제외한 다른 농도에 비해 유의하게 높은 3배체 유도율을 나타났다

(P<0.05).3배체 생산율의 경우 40,50,60,70및 80mg/L의 농도에서 수정 10분

후 각각 5.7,4.8,4.3,4.2및 6.4%였고,수정 20분 후에는 각각 0.0,6.0,6.9,5.2

및 2.6%를 보였다.수정 10분과 20분 후의 총3배체 생산율은 60mg/L의 농도에

서 11.2%로 가장 높게 나타났다.

3-3.CB와 6-DMAP처리조건별 발생 및 3배체 유도

3-3-1.CB처리조건별 발생 및 3배체 유도

25℃에서 처리개시시간 및 처리시간에 따른 D상유생의 부화율,3배체 유도율

및 생산율을 조사한 결과는 Table12에서 나타낸 바와 같다.수정 5,10,15,20,

25및 30분 후에 부화율은 각각 0.9∼53.9,1.1∼23.9,1.6∼21.4,1.1∼53.2,0.3∼

50.0및 0.0∼48.3%였고,처리시간이 길을수록 부화율이 낮았다.수정 5,10,15,

20,25및 30분 후에 3배체 유도율은 각각 23.0∼51.1,38.0∼60.4,36.1∼50.0,
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D&T
DT

(min.)

25℃

Starttime
Ⅰ
(min.)

5 10 15 20 25 30

HRⅡ

(%)

10 53.9±10.0
a

23.9±5.6
a

21.4±4.6
a

53.2±16.0
a

50.0±10.7
a

48.3±16.1
a

15 21.3±3.4
b

10.1±2.9
ab

13.9±3.3
a

44.9±9.8
a

41.9±3.3
a

11.4±11.7
b

20 11.6±4.0
bc

6.8±4.5
ab

6.0±4.7
a

14.3±2.7
b

9.5±8.4
b

4.5±5.9
b

25 3.0±1.3
c

2.4±2.9
b

4.1±3.6
a

3.4±2.0
b

2.4±2.1
b

2.2±1.2
b

30 0.9±0.4
c

1.1±1.1
b

1.6±1.8
a

1.1±1.1
b

0.3±0.6
b

0.0
b

DMSO 43.0±5.5
a

50.2±12.0
c

75.3±11.7
b

44.3±10.4
a

99.3±10.3
c

42.8±16.9
a

Control 100.0±5.7
d

100.0±7.1
d

100.0±17.0
c

100.0±9.7
c

100.0±14.5
c

100.0±9.3
c

TR

(%)

10 23.0±7.5
ac

38.7±6.8
a

44.4±10.3
a

23.8±7.2
ab

29.0±3.4
ab

5.4±4.2
ab

15 26.8±4.9
ac

47.6±12.3
a

50.0±13.1
a

31.3±7.6
bc

15.6±7.7
a

14.5±3.8
ab

20 42.5±15.1
ab

38.0±7.3
a

48.8±21.2
a 17.4±14.8ab

d 17.3±6.4
ab

41.5±35.4
a

25 51.1±31.4b 39.0±9.2a 36.1±5.4a 51.4±8.4c 30.9±5.1b 15.3±6.4ab

30 50.0±17.2b 60.4±18.0a 48.8±7.8a 32.6±6.5bc 28.2±7.3ab -

DMSO 4.8±3.2ac 0.0b 4.1±1.9b 0.0d 0.0c 1.8±2.4b

Control 0.0c 2.3±2.3b 2.2±2.5b 2.0±0.8ad 0.0c 0.0b

TYR
Ⅲ

(%)

10 12.4 9.2 9.5 12.7 14.5 2.6

15 5.7 4.8 7.0 14.1 6.5 1.7

20 4.9 2.6 2.9 2.5 1.6 1.9

25 1.5 0.9 1.5 1.7 0.7 0.3

30 0.5 0.7 0.8 0.4 0.1 -

DMSO 2.0 0.0 3.1 0.0 0.0 0.8

Control 0.0 2.3 2.2 2.0 0.0 0.0

Table12.Hatching,triploidandtriploidyieldrateinD-shapedlarvaofC.

gigas,at25℃,differentstarttimesanddurationsoftreatment

with0.5mg/LCBconcentration

D&T:developmentandtriploidization,DT:durationoftreatment,HR:hatching

rate,TR:triploidrate,TYR:triploidyieldrate.
Ⅰ
Timeafterfertilization,

Ⅱ
Defining

thecontrolas100%,
Ⅲ
Triploidrate×hatchingrate/100.Valuesaremeans±SD(n=3).

Differentlettersrefertosignificantlydifferentresults(P<0.05).
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17.4∼51.4,15.6∼30.9및 5.4∼41.5%였다.수정 5,10,15,20,25및 30분 후에 3

배체 생산율은 각각 0.5∼12.4,0.7∼9.2,0.8∼9.5,0.4∼14.1,0.1∼14.5및 0.3∼

2.6%였고,처리시간이 길을수록 3배체 생산율이 낮아지는 경향을 보였다.수정

20분 후 처리 15분에서 14.1%의 가장 높은 3배체 생산율을 보였다.

27℃에서 처리개시시간 및 처리시간에 따른 D상유생의 부화율,3배체 유도율

및 생산율을 조사한 결과는 Table13에서 나타낸 바와 같다.수정 5,10,15,20,

25및 30분 후에 부화율은 각각 3.1∼36.2,1.1∼28.6,1.9∼15.3,0.6∼30.2,0.9∼

17.9및 0.5∼14.2%였고,처리시간이 길을수록 부화율이 낮았다.수정 5,10,15,

20,25및 30분 후에 3배체 유도율은 각각 10.4∼64.2,14.3∼47.5,2.5∼50.0,0.0

∼62.5,43.5∼70.4및 37.5∼73.8%였다.수정 5,10,15,20,25및 30분 후에 3배

체 생산율은 각각 1.0∼7.4,0.0∼9.8,0.1∼8.1,0.0∼18.0,0.4∼10.1및 0.2∼6.1%

였고,수정 20분 후 처리 10분시 18.0%의 가장 높은 3배체 생산율을 나타났다.

29℃에서 처리개시시간 및 처리시간에 따른 D상유생의 부화율,3배체 유도율

및 생산율을 조사한 결과는 Table14에서 나타낸 바와 같다.수정 5,10,15,20,

25및 30분 후에 부화율은 각각 0.0∼10.4,0.8∼31.9,0.4∼7.9,0.0∼10.9,0.3∼

14.4및 1.4∼13.0%였고,처리시간이 길을수록 부화율이 낮았다.수정 5,10,15,

20,25및 30분 후에 3배체 유도율은 각각 0.0∼34.8,5.6∼58.8,0.0∼10.8,16.0∼

32.4,2.4∼47.8및 7.5∼38.1%였다.수정 5,10,15,20,25및 30분 후에 3배체 생

산율은 각각 0.0∼2.4,0.0∼14.2,0.0∼0.8,0.3∼3.5,0.0∼3.2및 0.2∼2.7%였고,

수정 10분 후 처리 10분시 14.2%의 가장 높은 3배체 생산율을 보였다.

3-3-2.6-DMAP처리조건별 발생 및 3배체 유도

25℃에서 처리개시시간 및 처리시간에 따른 D상 유생의 부화율,3배체 유도율

및 생산율을 조사한 결과는 Table15에서 나타낸 바와 같다.수정 5,10,15,20,

25및 30분 후에 부화율은 각각 2.9∼67.6,0.3∼39.2,0.4∼35.6,0.0∼48.5,0.0∼

32.5및 0.2∼6.7%였고,처리 시간이 길을수록 부화율이 낮았다.수정 5,10,15,
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D&T
DT

(min.)

27℃

Starttime
Ⅰ
(min.)

5 10 15 20 25 30

HR
Ⅱ

(%)

10 36.2±13.2
a

28.6±6.2
a

15.3±3.4
a

30.2±9.8
a

17.9±5.0
a

14.2±5.2
a

15 22.1±6.2
ab

20.7±4.5
ab

16.1±4.5
a

12.6±3.8
ab

14.3±3.7
a

7.8±4.5
a

20 10.5±2.7
bc

8.9±4.1
bc

8.2±3.1
a

4.5±2.8
b

4.6±3.7
a

2.3±2.8
a

25 7.5±3.2
bc

3.1±2.0
c

1.9±1.2
a

2.9±1.1
b

1.4±1.6
a

0.9±1.3
a

30 3.1±1.3
c

1.1±1.2
c

2.5±4.4
a

0.6±1.1
b

0.9±0.6
a

0.5±0.8
a

DMSO 85.2±5.5
d

96.0±10.5
d

82.4±10.2
b

66.1±14.5
c

89.6±7.6
b

62.4±12.2
b

Control 100.0±5.8
d

100.0±3.1
d

100.0±13.5
b

100.0±6.6
d

100.0±15.9
b
100.0±11.8

c

TR

(%)

10 10.4±4.0
ad

14.2±2.2
ac

29.0±9.0
abc

59.5±14.4
a

45.0±7.0
a

43.0±10.3
a

15 33.3±5.8
ab

47.5±12.0
b

50.0±12.6
b

62.5±15.0
a

70.4±26.4
a

73.8±17.3
a

20 64.2±21.9
c

30.9±17.1
ab

45.0±22.8
ab

52.5±20.8
a

65.8±6.6
a

63.6±17.9
a

25 48.6±12.3bc 30.0±10.6ab 15.3±17.2ac 0.0b 50.0±15.5a 60.8±19.6a

30 31.9±11.3
ab

0.0
c

2.5±4.3
c

42.5±17.0
a

43.5±12.8
a

37.5±13.2
ab

DMSO 0.0d 0.0c 0.0c 0.0b 4.8±4.2b 0.0b

Control 0.0
d

0.0
c

0.0
c

0.0
b

2.3±1.2
b

0.0
b

TYR
Ⅲ

(%)

10 3.8 4.1 4.4 18.0 0.8 6.1

15 7.4 9.8 8.1 7.9 10.1 5.8

20 6.7 2.8 3.7 2.4 3.0 1.5

25 3.6 0.3 0.3 0.0 0.7 0.5

30 1.0 0.0 0.1 0.3 0.4 0.2

DMSO 0.0 0.0 0.0 0.0 4.3 0.0

Control 0.0 0.0 0.0 0.0 2.3 0.0

Table13.Hatching,triploidandtriploidyieldrateinD-shapedlarvaofC.

gigas,at27℃,differentstarttimesanddurationsoftreatment

with0.5mg/LCBconcentration

D&T:developmentandtriploidization,DT:durationoftreatment,HR:hatching

rate,TR:triploidrate,TYR:triploidyieldrate.
Ⅰ
Timeafterfertilization,

Ⅱ
Defining

thecontrolas100%,
Ⅲ
Triploidrate×hatchingrate/100.Valuesaremeans±SD(n=3).

Differentlettersrefertosignificantlydifferentresults(P<0.05).
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D&T
DT

(min.)

29℃

Starttime
Ⅰ
(min.)

5 10 15 20 25 30

HR
Ⅱ

(%)

10 10.4±3.0
a

31.9±12.1
a

5.0±1.6
a

10.9±4.0
a

14.4±3.4
a

13.0±2.4
a

15 5.9±2.8
a

21.8±6.8
ab

7.9±5.3
a

6.6±2.9
a

4.6±2.6
ab

12.8±4.3
a

20 1.8±1.8
a

9.2±4.8
bc

6.6±2.7
a

1.8±0.7
a

1.0±1.7
b

7.0±5.1
a

25 0.5±0.5
a

4.2±3.9
bc

1.2±1.1
a

0.0
a

1.1±0.5
b

2.5±2.5
a

30 0.0
a

0.8±0.6
c

0.4±0.4
a

0.0
a

0.3±0.3
b

1.4±0.9
a

DMSO 96.8±11.1
b

86.2±7.0
d

53.7±6.2
b

65.6±11.6
b

58.6±6.8
c

62.6±12.1
b

Control 100.0±9.4
b

100.0±4.6
d

100.0±7.5
c

100.0±13.9
c

100.0±8.4
d

100.0±6.3
c

TR

(%)

10 23.5±7.9
a

44.4±3.8
a

0.0 32.4±8.2
a

22.5±5.8
ac

4.8±3.5
a

15 34.8±10.3
a

42.9±7.1
a

10.5±2.7 32.0±6.8
a

24.4±5.8
a

20.5±7.7
ab

20 27.3±7.8
a

58.8±15.2
a

10.8±4.5 16.0±5.0
b

47.8±17.7
b

38.1±9.1
b

25 0.0
b

19.4±6.4
b

7.7±6.9 - 25.0±4.0
a

7.5±4.4
ab

30 - 5.6±4.5
b

8.0±5.3 - 2.4±2.8
cd

27.5±26.8
ab

DMSO 0.0
b

0.0
b

6.9±5.0 2.3±0.7
c

0.0
d

0.0
a

Control 2.9±2.9
b

2.9±1.0
b

0.0 0.0
c

0.0
d

0.0
a

TYR
Ⅲ

(%)

10 2.4 14.2 0.0 3.5 3.2 0.6

15 2.1 9.4 0.8 2.1 1.1 2.6

20 0.5 5.4 0.7 0.3 0.5 2.7

25 0.0 0.8 0.1 - 0.3 0.2

30 - 0.0 0.0 - 0.0 0.4

DMSO 0.0 0.0 3.7 1.5 0.0 0.0

Control 2.9 2.9 0.0 0.0 0.0 0.0

Table14.Hatching,triploidandtriploidyieldrateinD-shapedlarvaofC.

gigas,at29℃,differentstarttimesanddurationsoftreatment

with0.5mg/LCBconcentration

D&T:developmentandtriploidization,DT:durationoftreatment,HR:hatching

rate,TR:triploidrate,TYR:triploidyieldrate.ⅠTimeafterfertilization,ⅡDefining

thecontrolas100%,
Ⅲ
Triploidrate×hatchingrate/100.Valuesaremeans±SD(n=3).

Differentlettersrefertosignificantlydifferentresults(P<0.05).
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D&T
DT

(min.)

25℃

StarttimeⅠ (min.)

5 10 15 20 25 30

HR
Ⅱ

(%)

10 67.6±7.2
a

39.2±9.0
a

35.6±8.4
a

48.5±9.7
a

32.5±8.6
a

2.5±1.2
a

15 38.6±7.5
b

0.3±0.1
b

8.0±4.3
b

39.3±6.6
ab

20.5±3.0
ab

6.7±5.1
a

20 16.4±3.6
c

12.2±8.1
ab

1.6±0.9
b

22.7±5.0
b

10.3±17.9
ab

5.0±5.7
a

25 10.1±5.0
c

5.9±2.0
b

1.6±1.0
b

0.0
c

0.5±0.4
b

1.6±0.6
a

30 2.9±1.6
c

2.0±1.8
b

0.4±0.2
b

0.0
c

0.0
b

0.2±0.1
a

Control 100.0±10.9
d
100.0±23.2

c
100.0±12.8

c
100.0±8.3

d
100.0±8.3

c
100.0±5.4

b

TR

(%)

10 12.1±2.4a 8.8±3.2a 15.2±3.0a 17.1±4.0a 17.1±3.9a 23.7±4.4a

15 17.1±1.9
ac

0.0
d

27.5±4.4
b

55.0±11.5
b

14.6±8.3
a

22.9±4.8
a

20 20.6±4.4
bc

26.5±4.7
b

17.5±3.0
a

35.9±4.1
c

0.5±0.9
b

28.2±5.0
a

25 25.7±3.4
b

14.3±4.3
ac

15.0±4.2
a

- 20.8±3.1
a

33.3±4.5
a

30 16.7±1.5ac 17.5±3.1c 19.4±1.7ab - - 27.3±2.1a

Control 0.3±0.4d 0.0d 0.3±0.6c 0.2±0.3d 0.0b 0.2±0.2b

TYR
Ⅲ

(%)

10 8.2 3.4 5.4 8.3 5.6 0.6

15 6.6 0.0 2.2 21.6 3.0 1.5

20 3.4 3.2 0.3 8.1 0.1 1.4

25 2.6 0.8 0.2 - 0.1 0.5

30 0.5 0.4 0.1 - - 0.1

Control 0.3 0.0 0.3 0.2 0.0 0.2

Table15.Hatching,triploidandtriploidyieldrateinD-shapedlarvaofC.

gigas,at25℃,differentstarttimesanddurationsoftreatment

with60mg/L6-DMAPconcentration

D&T:developmentandtriploidization,DT:durationoftreatment,HR:hatching

rate,TR:triploidrate,TYR:triploidyieldrate.
Ⅰ
Timeafterfertilization,

Ⅱ
Defining

thecontrolas100%,ⅢTriploidrate×hatchingrate/100.Valuesaremeans±SD(n=3).

Differentlettersrefertosignificantlydifferentresults(P<0.05).
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20,25,30분 후에 3배체 유도율은 각각 12.1∼25.7,0.0∼26.5,15.0∼27.5,17.1∼

55.0,0.5∼20.8및 22.9∼33.3%였다.수정 5,10,15,20,25및 30분 후에 3배체

생산율은 각각 0.5∼8.2,0.0∼3.4,0.1∼5.4,8.1∼21.6,0.1∼5.6및 0.1∼1.5%였고,

수정 20분 후 처리 15분시 21.6%의 가장 높은 3배체 생산율을 나타났다.

27℃에서 처리개시시간 및 처리시간에 따른 D상유생의 부화율,3배체 유도율

및 생산율을 조사한 결과는 Table16에서 나타낸 바와 같다.수정 5,10,15,20,

25및 30분 후에 부화율은 각각 1.0∼52.5,0.4∼15.7,0.4∼12.0,0.0∼31.8,0.0∼

19.2및 0.0∼23.4%였고,처리시간이 길을수록 부화율이 낮았다.수정 5,10,15,

20,25및 30분 후에 3배체 유도율은 각각 17.5∼52.5,13.5∼32.5,16.7∼27.5,

16.4∼23.5,0.2∼10.7및 0.0∼13.3%였다.수정 5,10,15,20,25및 30분 후에 3배

체 생산율은 각각 0.5∼20.5,0.1∼2.1,0.1∼2.1,0.1∼5.2,0.0∼2.0및 0.0∼2.3%였

고,수정 5분 후 처리 10분시 20.5%의 가장 높은 3배체 생산율을 보였다.

29℃에서 처리개시시간 및 처리시간에 따른 D상유생의 부화율,3배체 유도율

및 생산율을 조사한 결과는 Table17에서 나타낸 바와 같다.수정 5,10,15,20,

25및 30분 후에 부화율은 각각 5.5∼94.1,0.1∼39.2,0.6∼36.2,0.3∼10.5,0.0∼

17.0및 0.0∼55.0%였고,처리시간이 길을수록 부화율이 낮았다.수정 5,10,15,

20,25및 30분 후에 3배체 유도율은 각각 0.0∼43.5,32.0∼66.7,54.2∼66.7,0.0

∼53.3,57.5∼64.3및 0.8∼56.8%였다.수정 5,10,15,20,25및 30분 후에 3배체

생산율은 각각 0.0∼23.2,0.0∼12.5,0.4∼22.5,0.0∼3.1,2.6∼10.4및 0.0∼15.2%

였고,수정 5분 후 처리 15분시 23.2%의 가장 높은 3배체 생산율을 나타났다.
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D&T
DT

(min.)

27℃

Starttime
Ⅰ
(min.)

5 10 15 20 25 30

HR
Ⅱ

(%)

10 52.5±13.7
a

15.7±3.1
a

12.0±3.0
a

31.8±4.2
a

19.2±3.0
a

23.4±5.6
a

15 17.3±3.8
b

3.6±0.3
b

7.0±1.9
ab

31.8±2.0
a

6.8±11.7
ab

6.2±3.4
b

20 13.9±1.7
b

0.7±0.4
b

7.0±2.0
ab

9.0±1.9
b

2.8±2.5
b

1.5±1.0
b

25 5.9±2.4
b

0.4±0.2
b

1.5±1.2
bc

0.4±0.2
b

0.6±0.5
b

0.0
b

30 1.0±0.8
b

0.4±0.1
b

0.4±0.2
c

0.0
b

0.0
b

0.0
b

Control 100.0±11.7
c

100.0±7.6
c

100.0±3.8
d

100.0±10.2
c

100.0±4.3
c

100.0±11.9
c

TR

(%)

10 39.0±2.9ab 13.5±1.2a 17.8±3.6a 16.4±2.8a 10.6±1.5a 10.0±1.4a

15 17.5±1.9
ac

32.5±4.3
b

20.0±1.3
a

15.7±0.8
a

0.8±1.4
b

13.3±2.4
b

20 51.3±9.6
b

28.6±3.2
b

27.5±1.0
b

16.4±2.2
a

0.2±0.2
b

0.0
c

25 52.5±20.9
b

22.2±6.6
ab

25.7±3.6
b

23.5±3.7
b

10.7±1.8
a

-

30 48.8±12.3b 26.1±4.4b 16.7±2.7a - - -

Control 0.0
c

0.0
c

0.8±1.4
c

0.0
c

0.0
b

0.0
c

TYR
Ⅲ

(%)

10 20.5 2.1 2.1 5.2 2.0 2.3

15 3.0 1.2 1.4 5.0 0.1 0.8

20 7.1 0.2 1.9 1.5 0.0 0.0

25 3.1 0.1 0.4 0.1 0.1 -

30 0.5 0.1 0.1 - - -

Control 0.0 0.0 0.8 0.0 0.0 0.0

Table16.Hatching,triploidandtriploidyieldrateinD-shapedlarvaofC.

gigas,at27℃,differentstarttimesanddurationsoftreatment

with60mg/L6-DMAPconcentration

D&T:developmentandtriploidization,DT:durationoftreatment,HR:hatching

rate,TR:triploidrate,TYR:triploidyieldrate.
Ⅰ
Timeafterfertilization,

Ⅱ
Defining

thecontrolas100%,
Ⅲ
Triploidrate×hatchingrate/100.Valuesaremeans±SD(n=3).

Differentlettersrefertosignificantlydifferentresults(P<0.05).
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D&T
DT

(min.)

29℃

StarttimeⅠ (min.)

5 10 15 20 25 30

HR
Ⅱ

(%)

10 94.1±10.2
a

39.2±3.8
a

36.2±7.3
a

10.5±4.5
a

17.0±3.7
a

55.0±18.2
a

15 57.4±7.9
b

20.3±5.1
b

10.9±2.7
b

10.5±2.0
a

12.8±2.2
ab

26.4±3.4
b

20 26.2±2.8
c

4.1±4.2
bc

3.6±1.5
b

3.6±1.9
a

4.0±0.8
ab

3.1±1.8
c

25 20.7±2.2
cd

1.0±1.4
c

1.4±0.5
b

0.3±0.2
a

0.0
b

0.0
c

30 5.5±3.6
d

0.1±0.1
c

0.6±0.4
b

0.3±0.1
a

0.0
b

0.3±0.6
c

Control 100.0±10.3
a
100.0±12.6

d
100.0±7.0

c
100.0±10.6

b
100.0±11.1

c
100.0±4.1

d

TR

(%)

10 0.0
a

32.0±2.1
a

62.2±5.4
a

29.8±9.5
ab

61.1±17.5
a

27.7±9.3
a

15 40.4±15.3
b

59.6±4.7
bc

63.8±16.8
a

26.8±5.8
ab

57.5±9.9
a

13.3±0.8
a

20 40.4±25.3b 66.7±13.9b 66.0±9.5a 53.3±15.6b 64.3±8.5a 56.8±23.5b

25 33.3±6.6
ab

37.8±2.6
ac

54.2±20.2
a

50.0±18.8
b

- -

30 43.5±23.9
b

35.7±19.1
ac

66.7±12.9
a

0.0
a

- 0.8±1.4
a

Control 0.2±0.3a 2.3±3.9d 0.7±0.8b 0.6±0.6a 0.9±1.2b 0.0a

TYR
Ⅲ

(%)

10 0.0 12.5 22.5 3.1 10.4 15.2

15 23.2 12.1 7.0 2.8 7.4 3.5

20 10.6 2.7 2.4 1.9 2.6 1.8

25 6.9 0.4 0.8 0.2 - -

30 2.4 0.0 0.4 0.0 - 0.0

Control 0.2 2.3 0.7 0.6 0.9 0.0

Table17.Hatching,triploidandtriploidyieldrateinD-shapedlarvaofC.

gigas,at29℃,differentstarttimesanddurationsoftreatment

with60mg/L6-DMAPconcentration

D&T:developmentandtriploidization,DT:durationoftreatment,HR:hatching

rate,TR:triploidrate,TYR:triploidyieldrate.
Ⅰ
Timeafterfertilization,

Ⅱ
Defining

thecontrolas100%,ⅢTriploidrate×hatchingrate/100.Valuesaremeans±SD(n=3).

Differentlettersrefertosignificantlydifferentresults(P<0.05).



- 109 -

4.고 찰

일반적으로 조개류의 방출란은 제1감수분열 중기의 단계에 머물러 있으며,

수정 후 제1극체를 방출하고 곧이어 제2극체를 방출한다.따라서 조개류의 3

배체는 제1극체의 방출을 억제하거나 또는 제2극체의 방출을 억제하는 방법으

로 유도할 수 있다.

CB와 6-DMAP처리에 의한 3배체 유도에서 부화율 및 3배체 유도율에 가

장 중요하게 작용하는 요인은 처리농도라고 보고된 바 있다(Downing and

Allen,1987;Barberetal.,1992;Desrosiersetal.,1993;Gérardetal.,1996;

Gérardetal.,1999;Tianetal.,1999a;Tianetal.,1999b;Linetal.,2001).

Panopeaabrupta에서 0.48,1.0및 1.48mg/L농도의 CB로 처리하였을 때 1.0

mg/L에서 가장 높은 3배체 유도율을 보였고(VadopalasandDavis,2004),버

지니아굴에서 0.1,0.25및 0.5mg/L의 농도의 CB로 처리시 최적 처리농도가

0.25mg/L라고 보고하였다(Barberetal.,1992).한편,참굴에 있어서 Downig

andAllen(1987)은 0.1,0.5및 1.0mg/L 농도의 CB를 사용하였을 때 0.5

mg/L에서 가장 높은 3배체 유도율을 보였고,또한 Linetal.(2001)은 0.25,

0.4및 0.5mg/L의 농도에서 최적 처리농도는 0.4mg/L라고 보고하여,본 연

구의 0.5mg/L와 잘 부합한다.Desrosiersetal.(1993)와 Linetal.(2001)은

6-DMAP처리에 의한 참굴의 3배체 유도에서 가장 효과적인 처리농도는 각

각 49.0mg/L와 65.3mg/L라고 보고하였다.한편,Tianetal.(1999a;1999b)

은 참굴의 극체방출 억제처리에 의한 3배체 유도에서 제1극체의 방출과 제2극

체의 방출을 억제하는 6-DMAP의 최적 처리농도는 각각 97.9mg/L와 73.4

mg/L라고 보고한 바 있다.따라서 6-DMAP의 최적 처리농도에 대한 추가적

인 연구가 필요하다고 생각되어 진다.

본 연구의 처리조건별 실험에서 CB사용시 수온 27℃,수정 20분 후에 10

분 처리구에서 가장 높은 3배체 생산율을 나타냈는데,이는 참굴에서 제1극체
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가 30% 방출한 시기에 CB로 10분 처리하는 것이 가장 효과적이었다는 결과

(Linetal,.2001)와 유사하였다.본 연구에서 6-DMAP사용시 수온 29℃,수

정 5분 후에 15분 처리구와 수정 15분 후에 10분 처리구에서 가장 높은 3배체

생산율을 보였다.Tianetal.(1999a)은 본 연구와 동일종인 참굴의 3배체 유

도에서 제1극체 방출억제시 수온 25.0∼25.5℃,수정 10분 후에 15분 처리하는

것이 가장 효과적이라고 하였고,제2극체 방출억제시에는 30%의 제1극체가

방출하는 시기에 10분 처리하는 것이 가장 효과적(Tianetal.,1999b)이라고

하여,본 연구결과를 뒷받침해주고 있다.3배체 유도에서 처리개시시간은 유도

율에 큰 영향을 미치는 요인이고,처리지속시간은 유도율보다 부화율에 더 큰

영향을 미친다고 많은 연구에서 보고(DownigandAllen,1987;Barberetal.,

1992;Desrosiersetal.,1993;Tianetal.,1999a;Tianetal.,1999b;Linet

al.,2001;VadopalasandDavis,2004)된 바 있어,본 연구의 결과가 더욱 신

빙성을 얻었다고 판단된다.본 연구의 CB와 6-DMAP처리에서 모두 온도가

높을수록 D상유생의 부화율이 감소되고 기형률이 증가하였다.이는 굴에 있어

서 3배체 유도시 CB와 고온처리는 수정란의 발생을 더디게 하고,유생의 기

형률을 증가시킨다는 결과(Stanleyetal.,1984;QuilletandPennelay,1986;

DowningandAllen,1987;유 등,1990)와 유사하였다.

본 연구에서 제1극체 및 제2극체 방출 억제의 2가지 방법으로 3배체 유생을

유도할 수 있었고,전반적으로 제1극체 방출 억제의 D상유생 크기가 제2극체

방출 억제의 D상유생 크기보다 큰 경향을 나타났다.Araietal.(1986)은 제1

극체 방출 억제형 3배체와 제2극체 억제형 3배체의 차이점은 제1극체 방출 억

제로유도된 3배체들이 제2극체 방출 억제로 유도된 3배체보다 heterozygosity

가 크다고 보고하였다.

일반적으로 약품 처리에 의한 3배체 유도에 있어서 3배체 생산율에 가장 큰

영향을 미치는 요인으로는 처리농도,처리개시시간 및 처리지속시간 등이 있

다(DownigandAllen,1987;Barberetal.,1992;Desrosiersetal.,1993;



- 111 -

Tianetal.,1999a;Tianetal.,1999b;Linetal.,2001;VadopalasandDavis,

2004).이외에도 배우자의 성숙도,난발생 속도,환경요인(온도,염분 및 pH

등)및 수정방법 등 다양한 요인의 영향을 받는다.본 연구에서 일부 처리구

간에서 부화율 및 3배체 유도율의 편차가 컸었는데,이러한 결과는 난질이나

난발생 속도의 차이에서 인해 기인된 것으로 생각된다.따라서 실험구간의 편

차를 줄이기 위해서 난질이나 난발생 속도가 부화율 및 3배체 유도율에 미치

는 영향에 대한 세부적인 연구가 필요하다.
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Ⅶ.3배체 종묘의 대량생산

1.서 설

최근 3배체를 이용한 굴 양식은 미국,프랑스,호주,중국 등 여러 나라에서

성행하고 있다.미국의 경우 인공종묘의 3분의 1이상이 3배체로 생산되고 있

는 실정이고,프랑스의 경우 전체 종묘의 약 15%가 인공종묘인데 그중 대부

분이 3배체로 생산되고 있다(최,2012).

2007년 허베이스피리트호 유류오염 사고로 인해 총생산량의 5%를 차지하는

던 태안지역의 참굴 양식생산량이 2008년에는 1% 미만으로 급감하였다(Lim

etal.,2011).이를 계기로 해당지역의 어가소득과 굴 양식의 생산성 증대를

위해 갯벌참굴 양식이 도입되었다.갯벌참굴 양식은 성장이 빠르고 부가가치

가 높은 3배체굴 양식을 기본으로 하고 있다(최,2012).그러나 3배체 종묘의

높은 생산비용과 특허사용료 등으로 인해 일부 업체에서만 생산이 이루어지고

있어,판매 단가가 매우 높고 종묘의 공급이 원활하지 않는 문제점을 안고 있

다(Lim etal.,2011).

지금까지 참굴 3배체 종묘 대량생산에 있어서 저온 쇼크,6-DMAP처리 및

2배체와 4배체의 교배 등 방법으로 얻어진 유생과 치패의 성장 및 생존에 관

한 연구가 보고되고 있다(Lietal.,2000;Yuetal.,2003;Guoetal.,1996;

Wangetal.,2004).그러나 국내에서는 참굴 3배체 종묘생산에 관한 연구는

찾아볼 수 없다.

따라서 본 연구에서는 3배체 종묘를 안정적으로 생산하기 위한 최적의 3배

체를 유도조건을 활용하여 대량으로 3배체를 유도한 후,유생사육 및 채묘 등

인공종묘생산 실험을 실시하였다.
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2.재료 및 방법

2-1.실험재료

실험용 모패로서 거제·한산만에서 수하식으로 19개월 양성한 참굴(각장

57.3±7.1mm,전중 68.7±16.5g)200마리를 실험에 사용하였다.

2-2.배우자 채취

알과 정자를 채취하기 위하여 모패의 오른쪽 패각을 제거한 다음,1mL

syringe로 생식소 조직을 0.05mL정도 채취하여 슬라이드 글라스에 도말한

후,광현미경으로 성숙상태를 확인하고 암·수를 구분하였다.자웅동체 개체로

인한 수정을 방지하기 위하여 성숙한 암컷으로 구분된 개체들을 Changetal.

(2000)의 방법으로 생식소 부위를 얇게 저민 다음,여과해수를 담은 190mL

일회용 종이컵 속에 풀어 난해수를 만든 후,광학현미경으로 재확인하였다.확

인이 완료된 난해수는 각각 55㎛와 16㎛의 필터로 여과한 후,충분한 양의

여과해수로 씻어 찌꺼기를 제거하였다.그 다음 알 5억개를 75L원형 플라스

틱 용기에 수용한 후,여과해수를 50L까지 채워 난해수의 최종밀도가 10,000

개/mL되도록 하였다.그리고 난해수를 25±1℃에서 60∼90분 동안 배양시켜

70∼80%의 알이 GVBD가 일어난 후에 실험에 사용하였다.정자해수는 정소

를 얇게 저민 다음,16㎛의 필터로 여과하여 찌꺼기를 제거하고 20L원형 플

라스틱 용기에 10×10
8
개/mL로 만들어 실험에 사용하였다.

2-3.3배체 유도율 측정

3배체의 유도율을 조사하기 위하여 ChationandAllen(1985)의 방법을 일부

수정하여 사용하였다.각 실험구별로 1,000마리 이상의 D상유생 시료를 1.5mL

의 microcentrifugetube에 넣어 3,000rpm으로 3분간 원심분리하고 상등액을

제거하였다.그 다음,phosphatebufferedsaline(PBS)용액 1mL를 첨가하여
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3,000rpm로 3분간씩 3회 원심분리하여 세척하였다.이후,PBS용액을 0.5mL

첨가하여 1,500∼2,000rpm으로 1분간 균질하고 세포를 충분히 분리시킨 후,30

㎛의 거름망으로 찌꺼기를 제거하였다.그 다음,ethanol를 0.5mL첨가하여 -2

0℃에서 4시간 이상(-80℃에서 1시간 이상)방치하였다.그리고 4℃에서 3,000

rpm으로 10분간 원심분리한 후,상등액을 버리고 1mL의 propodium iodide

(PI)용액(50㎍/mLin0.1% sodiumcitrate)을 넣어 실온 상태에서 30분간 염색

하였다.3배체 유도율은 FlowCytometer(BDscienceAccuri
Ⓡ
C6,USA)를 이

용하여 측정하였다.

2-4.3배체 대량유도

3배체의 대량유도를 위해 3배체 유도 실험결과에 따라,29℃에서 수정 5분 후

에 60mg/L의 6-DMAP해수(29℃)에서 15분 처리하였다(Table18).수정은 50

L해수가 들어있는 원형 플라스틱 용기(75L)에서 실시하였고,알의 수용밀도는

10,000개/mL,정자와 알의 비율은 1,000:1였다.극체억제 처리는 Ø50cm 망목

16㎛의 거름망에 수정란을 약 5억개씩 넣어 40L의 6-DMAP해수가 들어있는

Ø60×h25cm의 원형 플라스틱 용기에서 실시하였으며,총 15억개의 수정란을

처리하였다.처리가 완료된 후,수정란을 여과해수로 3회 세란한 다음,15톤 사

각 콘크리트수조에 수용하였다.부화 밀도는 100개/mL,수온은 26℃,염분은

32.3psu였다.부화 24시간 후 전체 유생을 40㎛의 거름망으로 수거하여 부화율

과 D상 유생의 크기를 조사하였다.

2-5.대량 유생사육

대량 유생사육은 D상유생 2,110.5만마리를 15톤 사각 콘크리트수조에 수용하

여 실시하였다.수온은 26±1℃,염분은 31.3∼32.5psu,사육밀도는 0.1∼1.4마리

/mL,먹이생물은 Isochrysisgalbana,Pheodactylum sp.,Tetraselmissp.,

Chlorellasp.를 혼합하여 매일 3,000∼5,000cells/mL을 4회로 나누어 공급하였
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Concentration

(mg/L)
Temperature(℃)

Timeafter

fertilization(min.)

Durationof

treatment(min.)

60 29 5 15

Table18.TreatmentconditionsoftriploidmassinductioninC.gigas with

6-DMAP
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다.수질관리는 3일 간격으로 전량환수를 실시하였고,매 3일 간격으로 망목크기

를 달리하여 3단계 크기로 선별하여 성장이 저조한 맨 아래 단계의 유생을 계수

한 후 폐기하였다.그리고 순수한 3배체 부착기 유생을 얻기 위해 12일째에 250

㎛의 거름망으로 선별하여 선두 그룹을 실험에 사용하였다.유생 크기는 현미경

(NikonMM-400,Japan)과 DataprocessorDP-E1/Dataprocessingsoftware

E-MAX를 이용하여 0.1㎛까지 측정하였다.생존율은 사육수조에서 50mL씩 3

회 측정하여 평균을 낸 후 용적법으로 계산하였다.

2-6.채묘와 치패사육

치패를 생산하기 위하여 사용된 유생은 각장 363.5±28.6㎛ 크기의 부착기 유

생이었다.채묘는 바닥 부분에 180㎛의 거름망이 붙여져 있는 Ø50×h20cm의

원형 플라스틱 용기에 0.53±0.20㎛의 굴 패각가루를 800mL넣어 얇게 깔은

후,부착기 유생을 20만마리 수용하였다.먹이생물은 Isochrysissp.,Tetraselmis

sp.,Chaetocerossp.를 혼합하여 5,000∼10,000cells/mL가 유지되도록 하였으며,

수질관리는 유수식(2L/분)으로 하였다.치패의 성장 및 생존율은 실험종료시

전체를 수거하여 측정하였다.

2-7.통계분석

모든 실험결과로부터 얻어진 측정값들은 평균±표준편차로 표시하였다.
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3.결 과

3-1.부화율 및 3배체 유도율

6-DMAP를 이용한 참굴의 3배체 대량유도 실험결과는 Table19에서 나타낸

바와 같다.수정란 15억개를 3배체 유도하여 부화한 결과,각장 77.1±3.0㎛의 D

상유생을 2,110.5만마리 얻었으며,부화율은 1.4%였다.그중 3배체 D상유생은

728.1만마리로 3배체 유도율은 34.5%였다.

3-2.유생의 성장과 생존율

3배체 대량 유생사육은 15톤 사각 콘크리트 수조에서 부착기 유생까지 사육

한 결과,각장은 3,6,9,12및 15일째 각각 89.6±5.3,142.0±15.4,194.2±13.0,

335.8±18.4및 363.5±28.6㎛였고,3일째까지는 성장이 다소 느렸으나 3∼12일에

서는 성장이 빨랐으며,부착기 유생으로 성장하기 전인 12∼15일사이에 성장이

다시 느려지는 경향을 나타났다(Table20).한편,유생의 생존율은 3,6,9,12및

15일째 각각 38.7,29.4,18.2,10.8및 4.3%로 3일째까지의 초기 D상유생 단계에

서 폐사율이 높았고,그 후 점차 감소하였으며,부착기 유생으로 발생한 15일째

에 90.8만마리가 생존하였다(Table20).유세포분석기를 활용하여 부착기 유생

의 배수체 검사를 실시한 결과,100% 3배체인 것으로 확인되었다(Fig.35).

3-3.치패의 성장과 생존율

사육기간 동안 수온은 22.3∼26.3℃,염분은 31.0∼32.2psu였다(Fig.36).각장

363.5±28.6㎛의 부착기 유생 90.8만마리를 downwearing방식으로 30일간 사

육한 결과,각장 4.1±0.9mm,전중 15.6±10.5mg의 개체화된 치패 11.1만마리를

생산하였으며,생존율은 12.3%였다(Table21).
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Numberof

egg(×10
8
)

D-shapedlarva

Shell

length(㎛)

Total

number

(×10
4
)

Hatching

(%)

Numberof

triploid

(×10
4
)

Triploid

(%)

15 77.1±3.0 2,110.5 1.4 728.1 34.5

Table19.D-shapedlarvalhatchingrateandtriploidpercentageofmass

inductioninC.gigaswith6-DMAP

Shelllengthvaluesaremeans±SD(n=30).
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Elapseddays Shelllength(㎛)
Numberoflarvae

(×10
4
)

Survival(%)

0 77.1±3.0 2,110.5 100.0

3 89.6±5.3 816.8 38.7

6 142.0±15.4 620.5 29.4

9 194.2±13.0 384.1 18.2

12 335.8±18.4 227.9 10.8

15 363.5±28.6* 90.8 4.3

Table20.GrowthofshelllengthandsurvivalrateoflarvainC.gigas

*All-triploidpediveligerlarva.Shelllengthvaluesaremeans±SD(n=30).
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Fig.35.FlowcytometricanalysisofpediveligerlarvainC.gigas.M1:diploid

standard,M2:pediveligerlarvaoftriploid.
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Fig.36.Changesofwatertemperatureandsalinityinrearingperiodof

juvenileC.gigas.
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Numberof

pediveligerlarvae

(×10
4
)

Juvenile

Shelllength

(mm)

Totalweight

(mg)

Number

(×10
4
)

Survival(%)

90.8 4.1±0.9 15.6±10.5 11.2 12.3

Table21.Shelllength,totalweightandsurvivalratefortriploidjuvenile

of30daysafterseedlingcollectioninC.gigas

Shelllengthandtotalweightvaluesaremeans±SD(n=30).
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4.고 찰

본 연구에서 3배체 유생의 대량생산 시스템을 구축하고자 15억개의 수정란

을 유도한 결과,D상유생의 부화율은 1.4%(2,110.5만 마리)였고,3배체 유도율

은 34.5%(728.1만 마리)였다.Yuetal.(2003)는 수온 23∼24℃에서 제1극체가

50% 방출된 시기에 70mg/L농도의 6-DMAP를 사용하여 15분간 처리하는

조건으로 6억개의 수정란을 처리한 결과,D상유생 부화율은 71.0%,3배체 유

도율은 85.6%였다고 보고하였다.이러한 결과는 본 연구에 비해 매우 높은 부

화율을 보였는데,이는 29℃에서 6-DMAP의 독성으로 인해 수정란의 발생을

더디게 하고,유생의 기형률을 증가시킴으로써 부화에 부정적인 영향을 미친

것으로 판단된다(QuilletandPennelay,1986;DowningandAllen,1987).

본 연구에서 D상유생과 부착기유생의 각장은 각각 77.1±3.0㎛와 363.5±28.6

㎛로서 Huretal.(2008)가 보고한 2배체 참굴 D상유생(73.5±2.8㎛)과 부착기

유생(311.0±10.8㎛)의 각장에 비해 큰 편이다.Guoetal.(1996)와 Wanget

al.(2004)은 참굴에 있어서 3배체 유생은 2배체 유생에 비해 성장이 빠르고,

크기도 크다고 하였는데,이는3배체 굴의 heterozygosity가 2배체에 비해 높은

데에서 기인된 것이라고 보고(Stanleyetal.,1984)되어,본 연구의 결과를 뒷

받침해주고 있다.한편,Wangetal.(2004)에 따르면,2배체 암컷과 4배체 수

컷를 교배하여 생산한 3배체 유생의 부착기까지의 생존율은 42.3%로서 본 연

구의 4.3%에 비해 매우 높았는데,이는 6-DMAP의 잔류 독성으로 인해 생존

율이 낮은 것이라고 생각되어 진다(Kongetal.,2011).

본 연구에서 3배체 부착기 유생 90.8만마리를 downwearing방식으로 30일

간 사육하여 치패 11.1만마리를 생산하여 12.3%의 생존율을 보였다.Yuetal.

(2008)는 3배체 부착기 유생을 뮬러가제,비닐 및 염화비닐파판으로 채묘한

후,10일간 사육하였을 때 생존율은 각가 11.24,8.9및 6.53%라고 보고하여

본 연구결과와 유사하였다.
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Ⅷ.종합고찰

갯벌참굴 양식산업을 확대·발전시키기 위하여 3배체 종묘의 공급이 안정적

으로 이루어져야 하며,안정적인 종묘공급을 위해서는 3배체 인공종묘 생산

기술의 확립이 필요하다.

3배체의 인공종묘 생산을 위해서는 생식소 성숙 유도 기법에 대한 기초적

연구가 필요하며,획득한 알의 최종성숙 유도 및 채란방법에 대해서도 충분한

검토가 뒤따라야 한다.또한 양질의 수정란 확보 및 부화에 미치는 요인에 관

한 연구도 필요하다.그리고 3배체 유도 및 대량사육 방법은 경제성을 고려하

여 매우 시급한 문제이다.

따라서 본 연구에서는 갯벌참굴 양식용 3배체 종묘의 원천기술을 개발하고,

3배체를 활용한 개체굴 인공종묘 대량생산의 기반을 구축하기 위하여 모패의

성숙유도 기법,난모세포의 성숙유도 및 산란유발 방법에 관하여 연구하였다.

또한 양질의 수정란 확보를 위한 알과 정자의 수정방법과 부화에 미치는 다양

한 요인을 구명하였다.그리고 cytochalasinB와 6-dimethylaminopurine의 처

리에 따른 3배체 유도 및 3배체의 대량생산에 대한 기술을 획득함으로써,3배

체 인공종묘 대량생산에 관한 번식생물학적 지식을 축적하였다.

먼저 실내 인위적 제어 하에서 모패 생식소의 성숙을 유도하였고,연체부중

량지수,생식소지수 조사 및 생식소의 조직학적 관찰을 통하여 산란기를 간접

적으로 추정하였다.다음으로,생식소 조직관찰에 의해 50% 이상이 완숙기에

도달한 모패에 대하여 2∼3일 간격의 연속 산란유발 실험을 통하여 정확한 산

란시기를 파악하였다.이 결과들에 의해 참굴의 생식소 성숙유도에 있어 가장

중요한 생식소 발달의 생물학적영도 tF=10.5℃와 tM=10.2℃,최종성숙 적산수

온 실험을 통하여 KF=481.5℃·d와 KM=410.2℃·d를 밝혀냄으로써 계획적인 3

배체 종묘생산의 기틀을 마련하였다.
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3배체를 유도하는 과정에서 절개법으로 채취한 알과 정자는 성숙도의 차이

로 인해 발생 속도가 큰 차이를 보여 3배체의 유도율을 저하시키는 원인으로

작용하고 있어 체외에서 난모세포의 성숙유도를 통하여 수정란 발생의 일치성

을 높이는 것이 필요하다.본 연구에서는 6가지 신경전달물질의 처리 농도별

및 처리 시간별로 난모세포의 최종 성숙의 지표인 GVBD율을 조사한 결과,

serotonin이 가장 효과적인 것으로 나타났으며,이를 활용함으로써 조개류 3배

체 종묘생산의 생산성 향상에 도움이 될 것으로 판단된다.

참굴의 방출란은 적출란에 비해 수정시 정상 발생률이 높다(Stephanoand

Gould,1988).특히,발생 속도가 일정하여 3배체 유도시 보다 높은 유도율과

부화율을 얻을 수 있어 최적의 산란유발 방법을 모색하는 것이 긴요하다.그

러나 이는 산란기구에 관한 연구가 뒷받침되어야 할 것으로 판단된다.본 연

구에서 serotonin과 dopamine이 가장 효과적인 산란유발제인 것으로 나타났

고,이들의 처리에 의해 얻은 알과 정자는 수정률 및 부화율에서 모두 차이가

없는 것으로 파악됨으로써 안정적인 3배체 종묘생산에 가능할 것으로 판단된

다.

그리고 알과 정자의 수정 및 수정란의 발생 연구는 초기 생존율 향상에 직

접적으로 작용하므로 조개류의 양식생산이나 조개류의 초기 발생에 관한 번식

생물학적 기초 자료를 제공할 수 있을 것으로 판단된다.

본 연구는 최종 4배체 모패를 확보하기 위한 전 단계 조건인 3배체를 확보하

기 위해 지금까지 많이 이용된 CB와 6-DMAP를 활용하여 극체방출 억제 조건

의 구명을 통해 최적의 3배체 유도기술을 개발하여 참굴의 성장 부진 및 생산성

향상에 기여할 수 있을 것으로 전망된다.

본 연구에서는 3배체 대량 유도,대량 유생사육 및 채묘 등 3배체 종패 대

량 생산시스템을 구축함으로써 갯벌참굴 양식에 필요한 3배체 종묘를 안정적

으로 공급하여 어가의 안정적인 고소득원이 될 것이다.
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Ⅸ.요 약

1.생식소 성숙유도

참굴 모패의 생식소 발달은 암·수 모두 비활성기,초기활성기,후기활성기

및 완숙기의 4단계로 구분되었다.생식소지수(GI)는 수온이 상승함에 따라 증

가하였다.그러나 연체부중량지수(FWI)는 수온의 변화와 관련성이 없었다.생

식소의 성숙유도 결과,빠른 온도상승에서 암컷은 사육 64일 후에 60%의 개

체가 방란을 하였고,수컷은 사육 58일 후에 70%의 개체가 방정을 하였다.느

린 온도상승에서는 암컷은 사육 72일 후,수컷은 사육 66일 후에 모두 80%의

개체가 방란·방정을 하였다.적산수온 관계식 K=H(T-t)를 이용하여 구한 암

컷과 수컷의 생물학적영도와 최종성숙 적산수온은 각각 tF=10.5℃,tM=10.2℃

및 KF=481.5℃·d,KM=410.2℃·d이었다.

2.난모세포 성숙유도

난모세포의 최종성숙(GVBD)유도를 위한 6종 신경전달물질의 효과에 대하

여 invitro실험한 결과,acetylcholine,adrenaline,noradrenaline,dopamine,

serotonin및 histamine중에서 serotonin은 GVBD유도에 효과적이었다.이외

신경전달물질들은 난모세포의 GVBD를 유도할 수 없었다.10
-7∼10-3 M의

serotonin이 난모세포의 GVBD 유도에 효과적이었으며,10
-5
M과 10

-4
M에서

60분 처리시 난모세포의 GVBD율이 97% 이상이었다.

3.산란유발

신경전달물질별로 모패에 대한 산란유발 효과를 조사하였다.산란유발 자극

에서 10
-3
M의 dopamine과 serotonin이 효과적이었으며,수컷이 암컷보다 민
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감하게 반응하였다.반응개시 시간에 있어서 dopamine은 방란에 효과가 없었

고,방정은 17분 내에 개시되었다.Serotonin에 의한 방란은 29분 내에 방정은

13분 내에 개시되었다.10
-3
M의 dopamine에서 방란량은 253.0만개,방정량은

100.1억개였고,10
-3
M의 serotonin에서 방란량은 197.0만개,방정량은 143.1억개

였다.각 자극에서 얻은 알의 수정률과 부화율은 차이가 없었다.

4.수정 및 부화

수정률과 부화율 향상을 위한 수정 조건에 대하여 조사한 결과,참굴의 수정

및 부화의 적온도는 18∼24℃,최적은 24℃였고,적염분은 25∼35psu였다.알

은 수온 24℃에서 채란 4시간 이내에,정자는 24℃에서 채정 30분 이내에 수

정하는 것이 효과적이었다.최적의 정자와 알의 비율은 1,000:1이고,매정시간

은 30분∼120분이었다.그리고 최적의 수용밀도는 200개/mL이며,용적에 따른

수정률과 부화율은 50∼5,000mL에서 차이가 없었다.

5.극체방출 억제처리에 의한 3배체 유도

참굴 2배체의 염색체수는 2n=20이었고,3배체의 염색체수는 3n=30이었다.

CB와 6-DMAP의 최적 처리농도는 각각 0.5mg/L와 60mg/L였다.여러 처리

조건으로 3배체 유도 실험한 결과,처리지속시간이 길을수록 부화율이 낮았다.

CB의 경우 가장 높은 3배체 유도율은 27℃에서 수정 30분 후에 10분 처리한

실험구로서 73.8%였다.6-DMAP의 경우 가장 높은 3배체 유도율은 29℃에서

수정 10분 후에 20분 처리구와 수정 15분 후에 30분 처리구로서 66.7%였다.

6.3배체 종묘의 대량생산

수정란 15억개를 처리하여 각장 77.1±3.0㎛의 D상유생을 2,110.5만마리 얻었

으며,부화율 1.4%,3배체 유도율 34.5%였다.D상유생은 15일째 각장 363.5±28.6
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㎛의 부착기 유생으로 성장하였고,생존율은 4.3%였다.이후 부착기 유생 90.8만

마리를 downwearing방식으로 사육한 결과,30일째 평균 각장 4.1±0.9mm,전

중 15.6±10.5mg로 성장하였고,생존율은 12.3%였다.

이상의 연구결과를 종합적으로 정리해보면,참굴의 3배체 종묘의 대량생산을

위한 번식생물학적 기초지식을 획득한 가운데,극체방출 억제처리에 의한 3배체

치패를 대량으로 생산하는 데 성과를 얻었다고 할 수 있다.이는 향후 4배체 생

산에 의해 2배체와 수정을 통한 3배체굴의 안정적 생산에 기여할 것으로 기대된

다.



- 129 -

감사의 글

박사과정을 무사히 마칠 수 있게 도움을 주신 분들께 감사의 마음을 전합니

다.적응하기 힘든 시기에 저에게 항상 학문적 소양과 논리적 사고를 가질 수

있도록 이끌어 주시고,이 논문이 완성될 수 있도록 지도해 주신 장영진 교수

님께 머리 숙여 감사드립니다.그리고 바쁘신 중에도 논문의 세심한 부분까지

자상하게 다듬어 주신 김동수 교수님께 진심으로 감사드립니다.특히 심사를

맡아주시고 많은 조언을 아끼지 않으신 국립수산과학원의 지영주 연구관님,

김태익 연구관님,허영백 연구관님께 깊은 감사를 드립니다.

대학원 과정동안 학문적 가르침과 인생의 바른 길을 찾을 수 있도록 가르쳐

주신 조재윤 교수님,허성범 교수님,배승철 교수님,김창훈 교수님,김종명 교

수님,남윤권 교수님께 진심으로 감사드립니다.연구실 선배로서 언제나 따뜻

한 격려와 위로를 아끼지 않으신 선문대학교 권준영 교수님,목포대학교 임한

규 교수님,국립수산과학원 명정인 과장님,이정용 박사님,강덕영 박사님,민

병화 박사님,정민환 박사님,노경언 박사님,해양수산부 김성희 사무관님께

이 자리를 빌어 감사의 마음을 전합니다.

논문실험을 할 수 있도록 도움을 주신 국립수산과학원 문태석 소장님,조기

채 소장님,정춘구 연구관님,변순규 박사님께 깊은 감사를 드립니다.그리고

5년이 넘는 긴 기간 동안 함께 생활하고 관심과 충고를 아끼지 않았던 국립수

산과학원 남해센터의 임영섭 주사님,김숙경 주사님,조현효 반장님,권상훈

반장님,김봉심 여사님,정은정 여사님,박윤환 형님께 감사의 마음을 전합니

다.

대학원과정을 같이 동고동락하며 힘들고 어려울 때 제 모든 것들을 이해해

준 정종균,김원진,박진우,도용현 님께 감사를 드립니다.또한 번식생리학 연

구실의 김기태,류준형 님께도 감사의 마음을 전합니다.



- 130 -

5년이 넘는 긴 시간 동안 공부하는 데에만 전념할 수 있도록 아낌없이 지원

해주신 아버님,그리고 부족한 아들 챙기시느라 언제나 고생하시는 어머님께

감사의 마음을 전하며,두 분의 건강을 진심으로 기원합니다.그리고 옆에서

항상 지켜보며 안스러워하던 오명의 눈빛을 머릿속 깊이 새기며 감사하고 사

랑한다는 말을 드립니다.



참고 문헌

Akashige,C.,Fushimi,T.,1992.Growth,survialandglycogencontentof

triploidPacificoysterCrassostreagigasinthewatersofHiroshima,

Japan.NipponSuisanGakkaishi58,1063-1071.

Alcazar,S.N.,Solis,E.P.,Alcala,A.C.,1987.Serotonin-inducedspawning

and larvalrearing ofthe China clam,Hippopusporcellanusrosewater

(Bivalvia:Tridacnidae).Aquaculture66,359-368.

Alliegro,M.C.,Wright,D.A.,1983.Polyspermy inhibition in theoyster,

Crassostreavirginica.J.Exp.Zool.,227,127-137.

André,C.,Lindegarth,M.,1995.Fertilizationefficiencyandgameteviability

ofasessile,free-spawningbivalve,Cerastodermaedule.Ophelia43,

215–227.

Arai,K.,Naito,F.,Fujino,K.,1986.TriploidizationofthePacificabalone

withtemperatureandpressuretreatments.Bull.Jap.Soc.Sci.Fish.52,

417-422.

Arellano-Martinez,M.,Racotta,I.S.,Ceballs-vazquez,B.P.,2004.Bioche-

micalcomposition,reproductiveactivity and food availability ofthe

lionspaw scallopNodipectensubnodosusintheLagunaojodeliebre

BajaCaliforniasur,Mexico.J.ShellfishRes.23,15-23.

Babcock,R.,Keesing,J.,1999.FertilizationbiologyoftheabaloneHaliotis

laevigata:Laboratoryandfieldstudies.Can.J.Fish.Aquat.Sci.56,

1668–1678.

Baker,M.C.,Tyler,P.A.,2001.Fertilization success in the commercial

gastropodHaliotistuberculata.Mar.Ecol.Prog.Ser.211,205-213.



- 132 -

Barber,B.J.,1984.Reproductive energy metabolism in the bay scallop

Argopectenconcetricus(Say).Ph.D.Thesis,Uni.ofSouthFlorida,

Tempa.122pp.

Barber,B.J.,Mann,R.,Allen,S.K.,1992.Optimizationoftriploidinduction

fortheoysterCrassostreavirginica(Gmelin).Aquaculture106,21-26.

Beaumont,A.R.,Fairbrother,J.E.,1991.Ploidymanipulationinmolluscan

shellfish:areview.J.ShellfishRes.10,1-18.

Blake,N.J.,Sastry,A.N.,1979.Neurosecretoryregulationofoogenesisin

the bay scallop Argopecten irradians irradians (Lamarck).Cyclic

Phenomena in Mar.Plan.and Ani.Pergamon Press,New York.

181-190.

Boldt,J.,Schuel,H.,Schuel,R.,Dandekar,P.V.,Troll,W.,1981.Reaction

of sperm with egg-derived hydrogen peroxide helps prevent

polyspermy during fertilization in the sea urchin.Gamete Res.4,

365-377.

Braley,R.D.,1985.Serotonin-inducedspawning ingiantclams(Bivalvia:

Tridacnidae).Aquaculture47,321-325.

Chation,J.A.,Allen,S.K.,1985.Earlydetectionoftriploidyinthelarvaeof

Pacificoysters,Crassostreagigas,byflow cytometry.Aquaculture48,

35-43.

Chang,H.J.,Min,B.H.,Bang,I.C.,Kim,Y.J.,Chang,Y.J.,2005.Parturition

induction on melania snails,Semisulcospira libertina libertina and

Semisulcospiragottschei.Dev.Reprod.9,7-13.

Chang,Y.J.,Choi,Y.H.,Chang,Y.J.,Choi,S.W.,2000.Effectofwater

temperatureontheeggdevelopmentofpearloyster,Pinctadafucata

martensiiandPacificoysterCrassostreagigas.J.Kor.Fish.Soc.33(6),



- 133 -

559-564.

Chang,Y.J.,Lee,T.Y.,1982.Gametogenesisandreproductivecycleofthe

cockle,Fulviamutica(Reeve).J.Fish.Sci.Tech.15,241-253.

Chung,E.Y.,Lee,T.Y.,An,C.M.,1991.Sexualmaturationofthevenus

clam,Cyclina sinensison thewestcoastofKorea.J.Med.Appl.

Malacol.3,125-136.

Chung,E.Y.,Kim,S.Y.,Park,K.H.,Park,G.M.,2002.Sexualmaturation,

spawning,and deposition oftheegg capsulesofthefemalepurple

shell,Rapanavenosa(Gastropoda:Muricidae).Malacologia44,241-257.

Chung, E.Y., Kim, S.Y., Park, G.M., Yoon, J.M.,2006. Germ cell

differentiation and sexual maturation of the female Neptunea

(Barbitonia)arthriticacumingii(Crosse,1862)(Gastropoda:Buccinidae).

Malacologia48,65-76.

Chung, E.Y., Park, Y.J., Lee, J.Y., Ryou, D.K., 2005. Germ cell

differentiation andsexualmaturation ofthehanging culturedfemale

scallopPatinopectenyessoensisontheeastcoastofKorea.J.Shellfish

Res.26,1-10.

Chung,E.Y.,Ryou,D.K.,Lee,J.H.,1994.Gonadaldevelopment,ageand

growthoftheshortneckedclam,Ruditapesphilippinarum (Pelecypoda:

Veneridae),onthecoastofKimje,Korea.Kor.J.Malacol.42,38-54.

Clotteau,G.,Dubé,F.,1993.Optimization offertilization parametersfor

rearingsurfclams(Spisulasolidissima).Aquaculture114,339–353.

Desrosiers,R.R.,Gérard,A.,Peignon,J.M.,1993.A novelmethod to

produce triploids in bivalve molluscs by the use of

6-dimethylaminopurine.J.Exp.Mar.Biol.Ecol.170,29-43.

Di,W.P.,Wang,Z.P.,Yu,R.H.,Zhou,S.S.,Gu,L.L.,Li,ning,2011.Effect



- 134 -

ofammoniaseawaterand5-HT onmaturationofoocytestrippedfrom

scallop,Chlamysfarreri(JonesetPreston).Period.OceanUniv.China

41,46-50.

Downing,S.L.,AllenJr.,S.K.,1987.Inductiontriploiyinthepacificoyster,

Crassostreagigas:OptimaltreatmentwithcytochalasinB dependon

temperature.Aquaculture60,1-15.

Dubé,F.,Eckberg,W.R.,1997.IntracellularpH increase driven by an

Na
+
/H
+
exchangeruponactivationofsurfclam oocytes.Dev.Biol.190,

41-54.

Dubé,F.,Guerrier,P.,1982.Activation ofBarnea candida (Mollusca,

Pelecypoda)oocytesbysperm orKCl,butnotbyNH4Cl,requiresa

calcium influx.Dev.Biol.92,408-417.

Elliott,B.E.J.,1980.Threetypesofacetylcholineresponseinbivalveheart

musclecells.J.Physiol.300,283-302.

Encena II,V.C.,Capinpin Jr,E.C.,Bayona,N.C.,1998.Optimalsperm

concentrationandtimeforfertilizationofthetropicalabalone,Haliotis

asininaLinné1758.Aquaculture165,347–352.

Eppig,J.J.,1982.Therelationshipbetweencumuluscell-oocytecoupling,

oocyte meiotic maturation,and cumulus expansion.Dev.Biol.89,

268-272.

FAO,2012.http://fao.org/fishery/statistics/en

Fong,P.P.,Deguchi,R.,Kyozuka,K.,1996.Serotonergicligandsinduce

spawning butnotoocytematuration in thebivalveMactrachinesis

from centralJapan.Biol.Bull.191,27-32.

Fong,P.P.,Duncan,J.,Ram,J.L.,1994.Inhibitionandsexspecificinduction

ofspawning by serotonergicligandsin thezebramusselDreissena



- 135 -

polymorpha(Pallas).Experientia50,506-509.

Fong,P.P.,Wall,D.M.,Ram,J.L.,1993.Characterization ofserotonin

receptorsintheregulationofspawninginthezebramusselDreissena

polymorpha(Pallas).J.Exp.Zool.267,475-482.

Gérard,A.,Ledu,C.,Phélipot,P.,Naciri-Graven,Y.,1999.Theinductionof

MⅠ andMⅡ triploidsintheoysterCrassostreagigaswith6-DAMP

orCB.Aquaculture174,229-242.

Gérard,A.,Naciri-Graven,Y.,Peignon,J.M.,Ledu,C.,Phélipot,P.,1996.

Optimizationoftriploidinductionbytheuseof6-DAMPfortheoyster

Crassostreagigas(Thunberg).Aquac.Res.25,709-719.

Gibbons,M.C.,Castagna,M.,1984.Serotoninasaninducerofspawningin

sixbivalvespecies.Aquaculture40,189-191.

Guo,X.M.,Debrosse,G.A.,AllenJr.,S.K.,1996.All-triploidPacificoyster

(Crassostrea gigas Thunberg)produced by mating tetraploids and

diploids.Aquaculture142,149-161.

Hahn,K.O.,1994.GametogeniccycleoftheJapaneseabalone(ezoawabi),

Haliotisdiscushannaiduringconditioningwitheffectiveaccumulative

temperature.Aquaculture122,227-236.

Hamida,L.,Medhioub,M.-N.,Cochard,J.C.,Pennec,M.L.,2004.Evaluation

oftheeffectsofserotonin(5-HT)onoocytecompetenceinRuditapes

decussatus(Bivalvia,Veneridae).Aquaculture239,413-420.

Hirai,S.,Kishimoto,T.,Kadam,A.L.,Kanatani,H.,Koide,S.S.,1988.

Inductionofspawningandoocytematurationby5-hydroxytryptamine

inthesurfclam.J.Exp.Zool.245,318-321.

Hodgson,A.N.,LeQuesne,W.J.F.,Hawkins,S.J.,Bishop,J.D.D.,2007.

Factorsaffectingfertilisationsuccessintwospeciesofpatellidlimpet



- 136 -

(Mollusca:Gastropoda)anddevelopmentoffertilisationkineticsmodels.

Mar.Biol.150,415–426.

Hwang,U.K.,Rhee,C.W.,Kim,K.S.,An,K.H.,Park,S.Y.,2009.Effectsof

salinityandstandardtoxicmetal(Cu,Cd)onfertilizationandembryo

developmentratesintheseaurchin(Hemicentrotuspulcherrimus).J.

Environ.Toxicol.24,9-16.

Hur,Y.B.,Min,K.S.,Kim,T.E.,Lee,S.J.,Hur,S.B.,2008.Larvaegrowth

andbiochemicalcompositionchangeofthePacificoyster,Crassostrea

gigas,larvaeduringartificialseedproducion.J.Aquacult.21,203-212.

Imai,T.,1953.Massproductionofmolluscsbymeansofrearingthelarvae

intanks.Venus25,157-167.

Kadam,A.L.,Koide,S.S.,1990.StimulationofSpisulasperm motilityby

5-hydroxytryptamineanalogs.Invert.Reprod.Develop.17,33-37.

Kalyanasundaram,M.,Ramamoorthi,K.,1987.Larvaldevelopmentofthe

clam Meretrixmeretrix(Linnaeus).　Mahasagar20,115-120.

Kang,K.H,Baik,K.K.,Chang,Y.J.,Yoo,S.K.,1996.Spawninginduction

according to stimulating treatment and spat rearing of scallop,

Patinopectenyessoensis.KoreanJ.Malacol.12,99-104.

Khalil,A.M.,1994.Influenceofstarvation,bodysizeandtemperatureon

ammonia excretion in the marine bivalve Tapes decussatus (L.).

Aquacutl.Fish.Manag.25,839-847.

Kikuchi,S.,Uki,N.,1974.Technicalstudy on artificialspawning of

abalone,genusHaliotisⅠ.Relation between watertemperatureand

advancingsexualmaturityofHaliotisdiscushannai.Bull.TohokuReg.

Fish.Res.Lab.33,69-78.

Kim,T.I.,Ko,C.S.,Hur,Y.B.,Jin,Y.G.,Chang,Y.J.,2011.Effectofwater



- 137 -

temperature,salinityandrearingdensityontheeggdevelopmentofthe

hard clam,Meretrix petechialis (Lamarck).Kor.J.Malacol.27,

167-173.

Kim,Y.S.,1983.Aninquiryintoaccumulativetemperatureonmaturationof

theabalone,Haliotisdiscushannai.Bull.Kor.Fish.Soc.16,410-412.

Kim,S.Y.,Moon,T.S.,Shin,Y.K.,Park,M.S.,2009.Gonadaldevelopment

and reproductive cycle of the granular ark, Tegillarca granosa

(Bivalvia:Arcidae).J.Kor.Fish.Soc.22,34-41.

Kong,J.Wang,Z.P.,Yu,R.H.,Liu,J.,Zhang,Y.H.,2011.Triploidinduction

in Pacific oyster(Crassostrea gigas)by hypotonic treatmaentand

comparison with other induction methods.J.Fish.Sci.China 18,

581-587.

Krantic,S.,Dubé,F.,Guerrier,P.,1993.Evidenceforanew subtypeof

serotoninreceptorinoocytesofthesurfclam Spisulasolidissima.Gen.

Comp.Endocr.90,125-131.

Kyozuka,K.,Deguchi,R.,Yoshida,N.,Yamashita,M.,1997.Changein

intracellular Ca
2+
is not involved in serotonin-induced meiosis

reinitiationfrom thefirstprophaseinoocytesofthemarinebivalve

Crassostreagigas.Dev.Biol.182,33-41.

Levitan,D.R.,Sewell,M.A.,Chia,F.S.,1991.Kineticsoffertilizationinthe

sea urchin Strongylocentrotus franciscanus: interaction of gamete

dilution,age,andcontacttime.Biol.Bull.181,371–378.

Lee,J.Y.,Chang,Y.J.,Chun,M.J.,Chang,H.J.,2002a.Optimalmethodfor

fertilizationofsurfclam,Spisulasachalinensis.J.Kor.Fish.Soc.35,

135-139.

Lee,J.Y.,Chang,Y.J.,Kim,Y.S.,Choi,Y.H.,2002b.Influenceofwater



- 138 -

temperatureoneggdevelopmentofsurfclam,Spisulasachalinensis.J.

Aquacult.15,39-42.

Lee,J.Y.,Chang,Y.J.,Lee,C.S.,1997.Reproductivecycleofsurfclam,

Spisulasachalinensis.J.Kor.Fish.Soc.30,132-138.

Lee,J.Y.,Chang,Y.J.,Park.,Y.J.,1996.Spawning induction and egg

developmentofsurfclam,spisulasachalinensis.J.Aquacult.9,419-427.

Lee,S.J.,Min,K.S.,Kim,B.K.,An,C.M.,Ju,S.M.,Lee,J.S.,2006.Gonad

developmentandgametogeniccycleofthepenshell,Atrinapectinata

(Bivalvia:Pinnidae).J.Kor.Fish.Soc.39,398-403.

Li,X.,Liang,J.,Yan,X.W.,Zhang,G.F.,2007.Therelationshipbetween

water temperature and periodic variation ofhistology with gonad

development of manila clam Ruditapes philippinarum in different

regions.J.Fish.China.31,853-859.

Li,X.,Liu,S.F.,Kang,L.,Xu,D.X.,2002.Theinfluenceofenvironmental

factorsonsperm motionandfertilizationoftheabaloneandoyster.J.

DalianFish.Univ.17,25-30.

Li,Y.,Yu,R.H.,Wang,Z.P.,Wang,R.C.,Zheng,X.D.,2000.Comparisonon

inducing methodsoflarge-scaleproduction oftriploid Pacificoyster

Crassostreagigas(Thunberg).HighTech.Lett.10,1-3.

Liang,J.,Yan,X.W.,Li,X.,Zhang,G.F.,2007.Biologicalzeropointof

gonaddevelopmentofRuditapesphilippinarum.Mar.Sci.31,67-72.

Lim,H.J.,Lee,T.S.,Cho,P.G.,Back,S.H.,Byun,S.G.,Choi,E.H.,2011.

Theproduction efficiency ofcupped oysterCrassostreagigasspats

accordingtoclutchandgrowthcomparingdiploidandtriploidoysterin

off-bottom culturefortidalflatutilization.Kor.J.Fish.Aquat.Sci.44,

259-266.



- 139 -

Lin,Z.H.,Cai,X.L.,Mou,Z.S.,Zhang,J.M.,Fan,J.,2001.Study on

seedling production oftriploid oysterCrassostrea gigas.J.Ningbo

Univ.14,31-37.

Liu,D.J.,Huang,T.H.,Xiao,S.Q.,Chen,W.G.,2002.Studyonthethermal

sum beneficial and biological zero of gonad development of

Coelomactraantiguata(Spengler).Spe.WildEco.Anim.Pla.Res.33,

33-34.

Longo,F.J.,1973.An ultrastructuralanalysisofpolyspermy inthesurf

clam,Spisulasolidissima.J.Exp.Zool.183,153-180.

Longo,F.J.,Lori,M.,Dennis,H.,1993.Morphologiensisofmaternaland

paternalgenomesinfertilizedoystereggs(Crassostreagigas):effects

ofcytochalasinB atdifferentperiodsduringmeioticmaturation.Biol.

Bull.185,197-214.

Loosanoff,V.L.,Davis,H.C.,1952.Temperaturerequirementsformaturation

ofgonadsofnorthernoysters.J.Biol.Bull.103,80-86.

Loosanoff,V.L.,Davis,H.C.,1963.Rearingofbivalvemolluscs.Advanced

Mar.Biol.1,1-136.

López-Sánchez,J.A.,Maeda-Martínez,A.N.,Croll,R.P.,Acosta-Salmón,H.,

2009.Monoamine fluctuations during the reproductive cycle ofthe

pacific lion's paw scallop Nodipecten subnodosus.Comp.Biochem.

Physiol.PartA154,425-428.

Lu,H.,Li,D.C.,Gong,X.J.,Yu,D.Z.,1998.GonadaldevelopmentofPacific

oyster(Crassostreagigas)andtherelationshipbetweenconditionindex

andaccumulativetemperature.J.Fish.Sci.China.5,18-24.

Lu,H.,Li.,X.,Dong,Y.C.,Zhang,G.F.,2008.The relation between

effectiveaccumulated temperature and gonad developmentperiod of



- 140 -

scallop,Argopectenirradians.Mar.Sci.32,57-60.

Lubet,P.,Mathieu,M.,1990.Les régulations endocriniennes chez les

mollusquesbivalves.Ann.Biol.29,235–252.

Mackie,G.L.,1984.Bivalves.In:Themollusca,Vol.7.Reproduction.(ed.

By Tompa,A.S.,Verdonk,N.H.and Van Den Biggelaar,J.A.M).

AcademicPress,New York.,351-418.

Mathieu,M.,1994.Endocrine controlof carbohydrate metabolism in

molluscs.Perspect.Comp.Endocrinol.471–474.

Mathieu,M.,Robbins,I.,Lubet,P.,1991.The neuroendocrinology of

Mytilusedulis.Aquaculture.94,213–223.

Matsutani,T.,Nomura,T.,1982.Inductionofspawningbyserotonininthe

scallopPatinopectenyessoensis(Jay).Mar.Biol.Lett.3,353-358.

Matsutani,T.,Nomura,T.,1984.Localization ofmonoamines in the

centralnervoussystem and thegonad ofthescallop Patinopecten

yessoensis.Bull.Jpn.Soc.Sci.Fish.50,425-230.

Matsutani,T.Nomura,T.,1986.Serotonin-likeimmunoreactivity in the

centralnervoussystem and thegonad ofthescallop Patinopecten

yessoensis.CellTissueRes.244,515-517.

Min,K.S.,Kim,B.S.,Kim,T.I.,Hur,Y.B.,Chung,E.Y.,2004.Reproductive

cycleandinducedsexualmaturationofthePacificoyster,Crassostrea

gigas.Kor.J.Malacol.20,75-84.

Moon,T.S.,Jung,M.M.,Shin,Y.K.,Yang,M.H.,Ko,C.S.,Chang,Y.J.,

2004.Spawninginducement,eggdevelopmentandearlylarvalrearing

ofarkshell(Tegillarcagranosa)(L.).J.Kor.Fish.Soc.37,485-491.

Narvarte,M.A.,Pascual,M.S.,2003.Fertilization,larvalrearing and

post-larvalgrowth ofthe tehuelche scallop Aequipecten tehuelchus



- 141 -

D’Orb.,1846.Aquaculture217,259-274.

O’Connor,W.A.,Heasman,M.P.,1995.Spawninginductionandfertilisation

inthedoughboyscallopChlamys(Mimachlamys)asperrima.Aquaculture

136,117–129.

O’Connor,W.A.,Lawler,N.F.,2004.Salinityandtemperaturetoleranceof

embryosandjuvenilesofthepearloyster,PinctadaimbricataRöding.

Aquaculture229,493–506.

Oh,B.S.,Jung,C.G.,Kim,S.Y.,Kim,S.Y.,Chung,E.Y.,2002.Reproductive

cycleofthebayscallop,Argopectenirradianstransplantedfrom China.

J.Kor.Fish.Soc.35,201-206.

Osada,M.,Matsutani,T.,Nomura,T.,1987.Implicationofcatecholamine

duringspawninginbivalvemolluscs.Int.J.Invert.Reprod.Dev.12,

241-252.

Osada,M.,Nakata,A.,Matsumoto,T.,Mori,K.,1998.Pharmacological

characterization of serotonin receptor in the oocyte membrane of

bivalvemolluscsanditsformationduringoogenesis.J.Exprim.Zool.

281,124-131.

Osanai,K.,1985.In vitro induction ofgerminalvesicle breakdown in

oysteroocytes.Bull.Mar.Biol.Stn.Asamushi,TohokuUniv.18,1-9.

Osanai,K.,Kuraishi,R.,1988.Responseofoocytestomeiosis-inducing

agentsinpelecypods.Bull.Mar.Biol.Stn.AsamusiTohokuUniv.18,

45–56.

Pani,A.K.,Croll,R.P.,1995.Distributionofcatecholamines,indoleamines,

and their precursors and metabolites in the scallop,Placopecten

magellanicus(Bivalvia,Pectinidae).Cellu.Molec.Neurobio.15,371-386.

Park,K.Y.,Lee,K.Y.,2008.Germ celldifferentiationsduringoogenesisand



- 142 -

reproductivecycleinfemalejiconscallop,Chlamysfarrerionthewest

coastofKor.Dev.Reprod.12,195-202.

Park,K.Y.,Kim,S.K.,Seo,H.C.,Ma,C.W.,2005.Spawning andlarval

developmentofthejiconscallop,Chlamysfarreri.J.Aquacult.18,1-6.

Paulet,Y.M.,Donval,A.,Vekhadra,F.,1993.Monoaminesandreproduction

in Pecten maximus,preliminary approach.Inv.Repro.Dev.23(2)3,

89-94.

Pazos,A.J.,Mathieu,M.,1999.Effects offive naturalgonadotropin-

releasing hormones on cellsuspensions ofmarine bivalve gonad:

stimulationofgonialDNA synthesis.Gen.Comp.Endocrinol.113,112–

120.

Quillet,E.,Penelay,P.J.,1986.Triploidyinductionbythermalshocksinthe

Japaneseoyster,Crassostreagigas.Aquaculture57,271-279.

Rampersad,J.N.,Agard,J.B.R.,Ammons,D.,1994.Effects ofgamete

concentrationontheinvitrofertilisationofmanuallyextractedgametes

oftheoyster(Crassostrearhizophorae).Aquaculture123,153–162.

Ren,S.L.,Sheng,X.Z.,Wang,R.C.,Feng,P.,Xu,H.,2001.Studieson

ectogenesisofeggsstripped from Pacificoyster,Crassostreagigas.

Mar.Sci.25,35-38.

Ren,S.L.,Wang,D.X.,Sheng,X.Z.,Wang,R.C.,2000.Cytology of

fertilization in theCrassostreagigas(Thunberg)eggsby promoted

maturationinseawater.Trans.Ocean.Limnol.4,34-38.

Rodriguez-Moscoso,E.,Arnaiz,R.,1988.Gametogensisandenergystorage

in apopulation ofthegrooved carpet-shellclam,Tapesdecussatus

(Linne,1787)innorthwestspain.Aquaculture162,125-139.

Sagara,J.,1958.On the optimum temperature and salinity for the



- 143 -

developmentofhardclam,Meretrixmeretrixlusoria.Bull.TokaiReg.

Fish.Res.Lab.32,27-31.

Santos,A.E.,Nascimento,I.A.,1985.Influenceofgametedensity,salinity

and temperature on the normal embryonic development of the

mangroveoysterCrassostrearhizophorae.Aquaculture47,335–352.

Sastry,A.N.,1966.Temperatureeffectsinreproductionofthebayscallop,

ArgopectenirradiansLamarck.Biol.Bull.130,118-134.

Shi,K.T.,Wang,Z.P.,Yu,R.H.,2008.Comparison on survivaltimeof

spermatozoon between diploid and tetraploid Pacific oysters,

CrassostreagigasThunberg.Mar.Sci.32,52-56.

Shin,Y.K.,Choi,N.J.,Oh,B.S.,Jung,A.J.,Kim,S.Y.,2007.Gonad

developmentandreproductivecycleofthepurplishwashingtonclam,

Saxidomuspurpuratus(Bivalvia:Veneridae)from GangjinBay.Korean

J.Malacol.23(2),165-172.

Simpson,R.D.,1982.Reproduction and lipids in the subantartic limpet

Nacella(Patinigera)macqurensisFinlay,1927.J.Exp.Mar.Biol.Eco.

56,33-48.

Son,P.W.,Chung,E.Y.,2005.Gonadaldevelopment,firstsexualmaturity

and sex ratio ofthe sun and moon scallop Amusium japonicum

japonicum on thecoastalwatersofJejudo,Korea.Dev.Reprod 9,

95-103.

Song,Y.P.,Suquet,M.,Quéau,I.,Lebrun,L.,2009.Settingofaprocedure

for experimentalfertilisation of Pacific oyster (Crassostrea gigas)

oocytes.Aquaculture287,311-314.

Staeger,W.H.,Horton,H.F.,1976.Fertilizationmethodquantifyinggamete

concentrationsandmaximizinglarvaeproductioninCrassostreagigas.



- 144 -

USNatl.Mar.Fish.Serv.FishBull.74,698-701.

Stanley,J.G.,Allen Jr.,S.K.,Hidu,H.,1981.Polyploid induced in the

American oyster, Crassostrea virginica with cytochalasin B.

Aquaculture23,1-10.

Stanley,J.G.,Hidu,H.,Allen,Jr.S.K.,1984.Growth ofamerican oyster

increasedbypolyploidinducedbyblockingmeiosisⅠ butnotmeiosis

Ⅱ.Aquaculture37,147-155.

Stauber,L.A.,1950.The problem ofphysiologicalspecies with special

referencetooystersandoysterdrills.Ecology31,109-118.

Stefano,G.B.,Aiello,E.,1975.Histofluorescentlocalizationofserotoninand

dopamineinthenervoussystem andgillofMytilusedulis(Bivalvia).

Biol.Bull.148,141-156.

Stefano,G.B.,Catapane,E.J.,1977.Seasonalmonoaminechangesin the

centralnervoussystem ofMytilusedulis(Bivalvia).Experientia33,

1341-1342.

Stephano,J.L.,Gould,M.,1988.Avoiding polyspermy in the oyster

(Crassostreagigas).Aquaculture73,295–307.

Suquet,M.,Amourda,C.,Mingant,C.,Quéau,I.,Lebrun,L.,Brizard,R.,

2007.Setting ofa procedureforexperimentalincubation ofPacific

oyster(Crassostreagigas)embryos.Aquaculture273,503–508.

Tettelbach,S.T.,Rhodes,E.W.,1981.Combinedeffectsoftemperatureand

salinityonembryosandlarvaeofthenorthernbayscallopArgopecten

irradians.Mar.Biol.63,249-256.

Tian,C.Y.,Liang,Y.,Wang,R.C.,Yu,R.H.,Wang,Z.P.,1999a.Triploidof

Crassostreagigasinducedwith 6-dimethylamiopurine:blocking polar

bodyⅠ.J.Fish.China23,128-132.



- 145 -

Tian,C.Y.,Wang,R.C.,Liang,Y.Yu,R.H.,Wang,Z.P.,1998.Triploid

Pacificoyster,Crassostreagigas,asinducedbycoldshock.Mar.Sci.

1,54-55.

Tian,C.Y.,Wang,R.C.,Liang,Y.Yu,R.H.,Wang,Z.P.,1999b.Triploidof

Crassostreagigasinducedwith6-DMAP:byblockingthesecondpolar

bodyofthezygotes.J.Fish.Sci.China6,1-4.

Uki,N.,Kikuchi,S.,1984.Regulationofmaturationandspawningofan

abalone, Haliotis (Gastropoda) by external environmental factors.

Aquaculture39,247-261.

Vadopalas,B.,Davis,J.P.,2004.Optimalchemicaltriploid induction in

geoduckclams,Panopeaabrupta,by6-dimethylaminopurine.Aquaculture

230,29-40.

Velasco,L.A.,Barros,J.,Acosta,E.,2007.Spawninginductionandearly

development of the Caribbean scallops Argopecten nucleus and

Nodipectennodosus.Aquaculture266,153-165.

Vélez,A.,Alifa,E.,Aguaje,O.,1990.Inductionofspawningbytemperature

andserotonininthehermaphroditicscallopPectenziczac.Aquaculture

84,307–313.

Ventilla,R.F.,1982.Thescallopindustry inJapan.Adv.Mar.Biol.20,

309-382.

Wang,Z.P.,Jiang,B.,Kong,L.F.,Yu,R.H.,Wang,R.C.,Guo,X.M.,2004.

Large-scaleproductionofall-triploidPacificoyster(Crassostreagigas)

seedsbycrossingtetraploidsanddiploids.Period.OceanUniv.China34,

742-746.

Wang,Z.P.,Wang,R.C.,Li,H.G.,Zheng,X.D.,1997a.Improvingmaturation

ofeggsstrippedfrom oyster,Crassostreagigas.Trans.Ocean.Limn.



- 146 -

2,70-75.

Wang,Z.P.,Wang,R.C.,Wen,J.,Zheng,X.D.,1997.Survivingtimeand

fertilizingabilityofstrippedgametesinoyster,Crassostreagigas.Mar.

Sci.21,5-6.

Wang,Q.,Zhang,T.,Zhang,L.B.,2008.Fuction ofcAMP signaling

pathway in serotonin-induced oocyte maturation of hard clam

Mercenaria mercenaria.HighTech.Lett.18,91-96.

Wi,C.H.,Chang,Y.J.,Lee,S.J.,Hur,Y.B.,Lee,J.S.,2003.Sexual

maturationandgametogeniccycleofthehardshelledmussel,Mytilus

coruscus(Bivalvia:Mytilidae).J.Kor.Fish.Soc.16,245-251.

William, M.E., Bentley, M.G., 2002. Fertilization success in marine

invertebrates:theinfluenceofgameteage.Biol.Bull.202,34–42.

Yu,R.H.,Wang,Z.P.,Shi,K.T.,Kong,L.F.,Mu,Z.B.,Ma,H.L.,2008.

Studieson large-scaleculturetechniquein production ofcultchless

all-triploid Pacific oyster (Crassostrea gigas) seeds.Tran.Ocean.

Limn.13,115-120.

Yu,R.H.,Wang,Z.P.,Tian,C.Y.,Wang,R.C.,2001.Inducedtriploidinthe

Pacificoysterusingcaffeinecombinedwiththermalshock.J.Ocean

Univ.Qingdao518-522.

Yu,R.H.,Wang,Z.P.,Wang,R.C.,Tian,C.Y.,Zheng,X.D.,2003.

Comparison ofeconomic efficiency oftriploidy induction in Pacific

oysters,Crassotrea gigas by two methods.Tran.Ocean.Limn.8,

57-61.

Zhou,W.,1991.Thebiologicalzeroofgonaddevelopmentofbayscallop

(Argopectenirradias).J.Fish.China15,82-84.

Zhou,W.,Sun,J.W.,Li,W.J.,Wang,J.,1999.Theeffectiveaccumulative



- 147 -

temperatureofArgopectenirradiansspawning.Ocean.Limnol.Sci.30,

564-567.

국립수산과학원,2013.갯벌참굴 종묘생산 기술개발 연구.131-132.

최석훈,2012.갯벌참굴사업 활성화 전략.어항어장.4(1,2),19-22.

유명숙,이정미,김일봉,1990.참굴의 3배체 생산에 관한 연구.수진연보 44,

127-136.


	Ⅰ. 서 론 
	Ⅱ. 생식소 성숙유도 
	1. 서 설 
	2. 재료 및 방법 
	2-1. 실험재료 
	2-2. 모패사육 
	2-3. 환경관리 
	2-4. 연체부중량지수 조사 
	2-5. 생식소지수 조사 
	2-6. 생식소 조직학적 관찰 
	2-7. 방란 및 방정 반응률 조사 
	2-8. 생물학적영도 및 최종성숙 적산수온 조사 
	2-9. 생존율 조사 
	2-10. 통계분석 

	3. 결 과 
	3-1. 연체부중량지수 변화 
	3-2. 생식소지수 변화 
	3-3. 생식소 발달 
	3-4. 방란 및 방정 반응률 
	3-5. 생물학적영도 및 최종성숙 적산수온 
	3-6. 생존율 

	4. 고 찰 

	Ⅲ. 난모세포의 최종성숙 유도 
	1. 서 설 
	2. 재료 및 방법 
	2-1. 실험재료 
	2-2. 난모세포의 채취 
	2-3. 난모세포의 성숙유도 
	2-4. GVBD율 조사 
	2-5. 통계분석 

	3. 결 과 
	3-1. ACh의 GVBD율 
	3-2. AD의 GVBD율 
	3-3. NA의 GVBD율 
	3-4. DA의 GVBD율 
	3-5. 5-HT의 GVBD율 
	3-6. HA의 GVBD율 

	4. 고 찰 

	Ⅳ. 산란유발  
	1. 서 설 
	2. 재료 및 방법 
	2-1. 실험재료 
	2-2. 산란유발 
	2-3. 수정률 및 부화율 조사 
	2-4. 통계분석 

	3. 결 과 
	3-1. 방란 및 방정 반응률 
	3-2. 방란 및 방정 개시시간 
	3-3. 방란 및 방정량 
	3-4. 수정률 및 부화율 

	4. 고 찰  

	V. 수정 및 부화 
	1. 서 설 
	2. 재료 및 방법 
	2-1. 실험재료 
	2-2. 배우자의 채취 
	2-3. 수정조건 
	2-3-1. 환경요인별 
	2-3-2. 배우자 방치시간별 
	2-3-3. 배우자 밀도별 

	2-4. 통계분석 

	3. 결 과 
	3-1. 환경요인별 수정 및 부화 
	3-1-1. 수온별 수정 및 부화 
	3-1-2. 염분별 수정 및 부화 

	3-2. 배우자 방치시간별 수정 및 부화 
	3-2-1. 채란 후 경과시간별 수정 및 부화 
	3-2-2. 채정 후 경과시간별 수정 및 부화 
	3-2-3. 배우자 접촉시간별 수정 및 부화 

	3-3. 배우자 밀도별 수정 및 부화 
	3-3-1. 알의 수용밀도별 수정 및 부화 
	3-3-2. 정자와 알의 비율별 수정 및 부화 
	3-3-3. 용기용적별 수정 및 부화 


	4. 고 찰  

	VI. 극체방출 억제처리에 의한 3배체 유도 
	1. 서 설 
	2. 재료 및 방법 
	2-1. 실험재료 
	2-2. 배우자의 채취 
	2-3. 염색체 관찰 
	2-4. 3배체 유도 
	2-4-1. CB와 6-DMAP 처리농도별 
	2-4-2. CB와 6-DMAP 처리조건별 

	2-5. 세란 및 부화 
	2-6. 3배체 유도율 측정 
	2-7. 통계분석 

	3. 결 과 
	3-1. 염색체수 
	3-2. CB와 6-DMAP 처리농도별 발생 및 3배체 유도 
	3-2-1. CB 처리농도별 발생 및 3배체 유도 
	3-2-2. 6-DMAP 처리농도별 발생 및 3배체 유도 

	3-3. CB와 6-DMAP 처리조건별 발생 및 3배체 유도 
	3-3-1. CB 처리조건별 발생 및 3배체 유도 
	3-3-2. 6-DMAP 처리조건별 발생 및 3배체 유도 


	4. 고 찰 

	VII. 3배체 종묘의 대량생산 
	1. 서 설 
	2. 재료 및 방법 
	2-1. 실험재료 
	2-2. 배우자 채취 
	2-3. 3배체 유도율 측정 
	2-4. 3배체 대량유도 
	2-5. 대량 유생사육 
	2-6. 채묘와 치패사육 
	2-7. 통계분석 

	3. 결 과 
	3-1. 부화율 및 3배체 유도율 
	3-2. 유생의 성장과 생존율 
	3-3. 치패의 성장과 생존율 

	4. 고 찰 

	VIII. 종합고찰 
	Ⅸ. 요 약 
	감사의 글 
	참고문헌 


