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Production of gynogenetic male in KingNupchi strain of olive flounder

(Paralichthys olivaceus)

Kyung Lim Kang

Department of Aquaculture

Graduate School of Global Fisheries

Pukyong National University

Abstract

Gynogenetic diploid male (XX male) in KingNupchi strain of olive

flounder, Paralichthys olivaceus was induced for producing all-female triploid

populations.

A cytogenetic analysis on KingNupchi used in this study showed that its

DNA contents were 0.71±0.03 pg/haploid cell, which is just the same that of

typical olive flounder. The nuclear surface area and volume on erythrocyte

were estimated at 6.83±0.44 μm2 and 10.97±1.14 μm3, respectively. Also, the

chromosome number of the KingNupchi strain showed 2n=48. The

chromosome nucleolar organizer regions (NORs) were placed in the short arm

of the largest acrocentric chromosome pairs.

Gynogenetic diploids were induced by cold shock (2℃ for 45 minutes

from 3 min after insemination) to fertilized egg with genetically inactivated

sperm (4,000-4,500 erg/mm2 of UV).

To produce gynogenetic diploid male (XX), feeding treatment containing

17α-methyltestosterone (1 μg/g) and high water temperature treatment (25℃)

were applied for 40 days from the 37th day after hatching. In order to

examine sex ratios, histological analysis were conducted on 12 fish six
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months after hatching. Their gonads showed that fully matured spermatozoa

were observed in their testes.
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I. 서 론

넙치(Paralichthys olivaceus)는 가자미목 넙치과에 속하고 한국, 일본

중국을 포함하는 아시아에서 양식되는 중요한 어류 중 하나이다(Zheng &

Sun, 2011). 본 종은 풍미 및 조직감이 뛰어나 횟감용으로 이용되어지는

대표적인 백색어류이다(Yoon et al., 2015). 국립수산과학원 육종연구

센터는 넙치 양식산업의 생산성 및 경제성 향상을 위해 2004년부터 넙치

선발육종 연구를 수행하여 2011년 속성장 육종 넙치를 개발하고 킹넙치

(KingNupchi)로 명명한 바 있다.

넙치는 암컷의 성장이 수컷에 비해 빨라 넙치 양식 산업의 경제성

향상을 위해 전암컷 집단을 생산하기 위한 방법으로 첫째, 자성발생성

2배체 유도 방법 둘째, 자성호르몬 처리에 의한 생리학적 성전환 방법

셋째, 성전환된 자성발생성 2배체 수컷과의 교배에 의한 방법이 알려져

있다(Bang et al., 1996). 이 중 자성발생성 2배체 유도 방법은 대량생산이

어렵고, 자성호르몬 처리에 의한 생리학적 성전환은 발암물질인 에스트로겐

계통의 성호르몬 사용으로 인해 어체 내 여성호르몬이 축적되며 주위 수계

환경을 오염시키는 문제점이 있는 것으로 보고되어 있다(Kim et al.,

1993b; Gall, 1983). 이에 전암컷 집단을 대량 생산하기 위해 성전환된

자성발생성 2배체 수컷(pseudo-male)과 대조군 암컷과의 교배에 의한

방법이 가장 적합한 것으로 알려져 있다(Tabata, 1991a). 이에 Kim et al.

(1993b)은 국내산 넙치의 전암컷 집단 생산을 위해 유전적으로 불활성화된

참돔 정자와 넙치 암컷과의 교배를 통해 자성발생성 2배체를 유도한 바

있고, Kim et al. (1993a)은 감성돔 정자를 자외선으로 불활성화시킨 후,

정상 넙치 난과 수정시켜 자성발생성 2배체를 유도한 바 있다.

자성발생성 2배체의 전수컷 생산을 위해 Kim et al. (1996)은 부화 후
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35일부터 65일간 27℃의 고수온 처리하여 42.4%의 수컷을 유도한 바 있고,

Bang et al. (1996)은 부화 후 30일부터 60일간 17α-methyltestosterone

(17α-MT) 100 ppb 농도로 침지 처리하여 100% 수컷으로 유도한 후 전암컷

집단을 생산한 바 있다. 그러나 Jeong et al. (1996)은 환경에 영향을 주지

않는 대한민국 특허 제 10-1996-0039105호에 의거 26℃의 고수온 처리

및 사육 밀도 조절을 통해 전수컷 자성발생성 넙치를 생산한 후 이들의

정자와 대조군의 난을 수정하여 전암컷 2배체와 3배체 집단을 성공적으로

생산한 바 있다.

이에 본 연구는 선발육종을 통해 생산된 킹넙치(KingNupchi) 불임

종묘의 수출을 위한 Golden Seed Project 사업의 일환으로 전암컷 3배체

집단을 생산하기 위해, 그 첫단계로 자성발생성 킹넙치 2배체를 유도한 후

웅성화 호르몬과 고수온 처리 방법을 병용하여 전수컷 자성발생성 킹넙치를

생산함으로써 전암컷 3배체를 대량생산할 수 있는 XX 수컷을 확보하고자

하였다.
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Ⅱ. 재료 및 방법

1. 실험어

본 실험에 사용된 넙치는 국립수산과학원 육종연구센터에서 선발육종

기법을 통하여 생산된 킹넙치(KingNupchi) 2가계(G3 및 G5)를 사용하였다.

2. 방법

2-1. 킹넙치의 세포유전학적 분석

2-1-1. DNA 함량 분석

킹넙치의 꼬리지느러미를 균질기로 세포를 파쇄한 후, Jung et al.

(2014)의 방법론에 따라 핵막 제거 및 염색 과정을 수행하였다. 염색된

시료들은 PartecPA-II flow cytometry (Partec Co., Münster, Germany)를

이용 분석하였다.

2-1-2. 적혈구 세포 및 핵의 크기 측정

킹넙치의 미부정맥으로부터 혈액을 채취한 뒤, 슬라이드 글라스에 도말

하여, 100% 에탄올에서 고정한 다음, sorenson buffer로 희석한 5%

Giemsa 염색용액에 10분간 염색하였다. 킹넙치 한 개체 당 10개 이상의

적혈구 세포와 핵의 장경과 단경을 광학현미경(Eclipse E400; Nikon Co.,

Japan)하에서 micrometer를 사용하여 400배의 배율로 측정하였다. 표면적은

장경*단경*π/4, 부피는 4(장경/2)*(단경/2)2*π/3의 공식에 의하여 계산하였다.

2-1-3. 염색체 수 분석

킹넙치에 colchicine을 5-10 μg/g 체중의 용량으로 복강 주사하여 4시간
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동안 방치한 후, 신장을 적출 세절하여 상온에서 저장액(0.075 M KCl)에

10분간 처리하고 고정액(ethanol : glacial acetic acid = 3 : 1)으로 3회에

걸쳐 15분씩 고정하였다. 슬라이드 표본은 공기건조법으로 작성하였고,

5% Giemsa 용액에 15분간 염색하여 광학현미경에서 중기 염색체 상을

관찰하였다.

2-1-4. Nuclear organizer regions (NORs) 분석

킹넙치의 염색체 슬라이드 표본에 2% gelatin 용액과 50% silver

nitrate 용액을 혼합하여 떨어뜨리고 57℃의 슬라이드 건조기에서 발색

반응을 수행하였다. 발색반응이 완료된 슬라이드는 증류수로 세척한 뒤

광학현미경으로 NORs 위치를 확인하였다.

2-2. 자성발생성 2배체 유도

2-2-1. 정자의 불활성화 및 저온처리

킹넙치 정자의 유전적 불활성화를 위해서 4,000-4,500 erg/mm2의 자외선을

정자에 조사하고 이들과 정상 난자를 습식법으로 인공수정하였다. 수정란의

제 2극체 방출 억제를 위해 수정 3분후 2℃에서 45분간 저수온 자극 처리를

한 뒤, 16±1℃의 수온에서 부화시켰다.

2-2-2. 후기 발생배체 및 부화자어 관찰

킹넙치 정자를 이용한 자성발생성 2배체 처리군의 후기 발생 배체 및

부화자어를 해부현미경(AZ100; Nikon Co., Japan)을 이용하여 관찰하고,

이에 부착된 디지털 카메라(DS-Ril; Nikon Co., Tokyo, Japan)를 이용

촬영하였다.
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2-2-3. 후기 배체 발생 관찰 및 초기생존율 분석

자성발생성 2배체 처리군은 16±1℃의 부화수조에서 발생을 유도하였

으며, 대조군과 처리군에서 5 cc의 알을 확보하여 초기생존율을 확인하

였다.

2-2-4. 자성발생성 2배체의 세포유전학적 분석

DNA 함량은 자성발생성 이배체 처리군의 부화자어를 대상으로 분석

하였으며, 적혈구 핵의 크기 측정 및 염색체 수 분석은 부화 후 6개월된

개체를 대상으로 분석하였다. 이들 분석은 킹넙치 세포유전학적 분석

방법과 동일하게 수행되었다.

2-3. 자성발생성 2배체 킹넙치 집단의 성전환 유도

2-3-1. 웅성화 호르몬을 첨가한 사료의 제조

넙치 양어사료(Marubeni nisshin Co., Japan)에 웅성화 호르몬 17α

-methyltestosterone(17α-MT)을 첨가하여 성전환 유도용 사료를 제조

하였다. 사료 100 g당 17α-MT 50 μL (2,000 μg/mL)를 100% 에탄올

(Merk. USA)에 희석하여 분무기로 골고루 분무하였으며 이들은 그늘진

곳에서 완전히 건조시킨 후 사용되었다.

2-3-2. 성전환을 위한 수온 조절 및 호르몬 첨가 사료 공급

웅성화 호르몬이 첨가된 사료를 매일 5회씩 만복으로 40일간 공급하

였다. 성분화가 일어나는 시점인 부화 후 37일부터 호르몬 사료의 공급

이외에 추가로 고수온 처리를 실시하였다. 부화 후 1개월부터 사육수 온도를

매일 1℃씩 7일간 상승시켜 25℃의 수온에서 40일간 처리하였다.
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2-3-3. 생식소의 조직학적 관찰

성전환율 분석을 위해 부화 후 6개월 된 자성발생성 2배체 처리군 12

개체를 무작위로 채집하여 조직학적 분석을 실시하였다. 이들 12개체로부터

생식소를 적출하여 4% formaldehyde에 고정한 뒤, 파라핀 절편법에 따라

표본을 작성하였다. 표본은 6 μm의 두께로 연속 절편하여, hematoxylin과

eosin으로 염색한 후, 광학현미경하에서 검경하였고, 광학현미경에 부착된

디지털 카메라로 촬영하였다.
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Ⅲ. 결 과

1. 킹넙치의 세포유전학적 특성

1-1. DNA 함량 분석

미꾸라지의 꼬리지느러미(1.4 pg/haploid cell)를 대조군으로 사용하여

킹넙치의 DNA 함량을 분석한 결과, 일반 넙치와 동일하게 세포 당 DNA

함량은 0.71±0.03 pg/haploid cell로 나타났다(Fig. 1, Table 1).

Fig. 1. Flow cytometric histograms for DNA content in Paralichthys

olivaceus.
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Table 1. DNA contents of Paralichthys olivaceus determined by flow

cytometry

Fish

No.
Channel value of mean C-value

Con* 220.29 1.4

1 113.64 0.72

2 111.04 0.71

3 105.51 0.67

4 116.7 0.74

A/V 111.72 0.71±0.03

* Misgurnus mizolepis (from Park et al., 1999)
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1-2. 적혈구의 세포 및 핵의 크기

킹넙치 적혈구의 세포 장경은 9.03±0.24 μm, 단경은 4.43±0.08 μm 였

으며, 표면적 및 부피는 각각 31.39±0.90 μm2 및 92.71±3.60 μm3으로 관찰

되었다(Fig. 2, Table 3). 또한 적혈구의 핵의 장경은 3.62±0.14 μm, 단경은

2.40±0.11 μm였으며, 표면적 및 부피는 6.83±0.44 μm2 및 10.97± 1.14 μm3

으로 확인되었다(Fig. 2, Table 2).

Fig. 2. Photographs of erythrocytes of Paralichthys olivaceus
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Table 2. Comparison of cell and nuclear sizes of Paralichthys olivaceus

Cell Nucleus

Major axis(μm) 9.03±0.24 3.62±0.14

Minor axis(μm) 4.43±0.08 2.40±0.11

Surface area(μm2) 31.39±0.90 6.83±0.44

Volume(μm3) 92.71±3.60 10.97±1.14
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1-3. 염색체 수 분석

킹넙치의 mitotic index는 매우 높게 나타났고(Fig. 3), 킹넙치 염색체

수는 2n=48개로 나타났다(Fig. 4).

Fig. 3. Mitotic index of Paralichthys olivaceus
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Fig. 4. Metaphase of Paralichthys olivaceus
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1-4. 킹넙치의 Ag-NORs 분석

킹넙치의 Ag-NORs 분석 결과, 24쌍의 차단부 염색체(acrocentric

chromosome) 중 가장 크기가 큰 한 쌍의 차단부 염색체의 장완 중간

부위가 NOR positive로 확인되었고, 암·수간 및 개체간의 차이는 나타나지

않았다(Fig. 5).

Fig. 5. Metaphase(a) and Silver-stained metaphases(b) of Paralichthys

olivaceus. Arrows indicate silver-stained NORs signal.
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2. 자성발생성 2배체 유도

2-1. 자성발생성 2배체 유도 조건 확인

유도 조건을 확인을 위해 자성발생성 2배체를 처리한 결과, 수정

4일째에 195알이 생존하였고, 수정 5일째에 170미가 부화하였다(Fig. 6).

이들 부화한 자어 중 108미를 대상으로 8회에 걸쳐 DNA 함량을 분석한

결과, 대조군 2배체 넙치와 동일(0.71 pg/haploid cell)한 것으로 확인되었다

(Fig. 7).

Fig. 6. External morphology of embryonic development and just-hatched

larva of gynogenetic diploid Paralichthys olivaceus.
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Fig. 7. Flow cytometric histograms for DNA content in gynogenetic

diploid Paralichthys olivaceus.
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2-2. 후기 발생배체 관찰 및 초기생존율 분석

자성발생성 2배체 처리군 수정 5시간 후 발생 및 부상율을 확인한

결과, 반수체 및 2배체 대조군의 부상란은 각각 2.3 cc (3,220알) 및 4 cc

(5,600알)로 관찰되었고, 자성발생성 2배체 처리군의 부상란은 2.6 cc

(3,640알)로 관찰되었다(table 3). 수정 46-48시간 후 자성발생성 2배체의

발생을 관찰한 결과, 부상란은 총 717알로 확인되었고, 이 중 반수체

증후군의 형태로 발생하는 배체는 96알, 2배체 형태로 정상 발생하는

배체는 621알로 관찰되었다(Table 3, Fig. 8).

Table 3. Survival embryo and inductivity of gynogenetic diploid in

gynogenetic diploid Paralichthys olivaceus.

Exp. group

No. of

floating egg

in Cleavage stage

Segmentation stage
Inductivity

(%)
Diploid Haploid

Haploid

control
3,220 69 321 82.3

Diploid

control
5,600 3,500 - -

Gynogenetic

diploid
3,640 621 96 86.6
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Fig. 8. Embryonic Development of gynogenetic diploid Paralichthys

olivaceus.
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2-3. 세포유전학적 분석

자성발생성 2배체 처리 4개월 후, 12개체에 대한 세포유전학적 분석을

수행한 결과, DNA 함량은 0.71 pg/haploid cell로 나타나 대조군 넙치와

동일한 것으로 확인되었다(Fig. 9). 또한 염색체 수는 2n=48개로 확인

되었고, 적혈구 핵의 장경 및 단경은 3.54±0.43 μm 및 2.35±0.24 μm였으며,

표면적 및 부피는 6.4±1.0 μm2 및 10.1±2.3 μm3으로 관찰되어 대조군

넙치와 동일한 것으로 확인되었다(Fig. 10).

Fig. 9. Flow cytometric histograms for DNA content in diploid control(a)

and gynogenetic diploid(b) Paralichthys olivaceus.
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Fig. 10. Photographs of metaphase(a) and erythrocytes(b) of gynogenetic

diploid Paralichthys olivaceus.
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3. 자성발생성 2배체 킹넙치 집단의 성전환 유도

3-1. 생식소의 조직학적 관찰

성전환 개체의 정소는 외형상으로 일반 넙치 수컷과 그 차이가 관찰

되지 않았으며 유백색의 외형을 띄었다. 정소 조직 내에 성숙 정자들이

존재하는 것이 확인되었다(Fig. 11).

Fig. 11. Gonads of sex-reserved gynogenetic diploid males at 6

months after hatching. All scale bars indicate 50 μm.
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IV. 고 찰

킹넙치는 선발육종 연구를 통해 개발된 속성장 육종 넙치로서 이들을

이용한 전수컷 자성발생성 2배체 생산하였다. 킹넙치의 세포유전학적

분석 결과, Flow cytometry를 이용한 DNA 함량은 0.71±0.03 pg/haploid

cell로 나타났고(Table 2), 이는 이미 보고되어 있는 넙치의 DNA 함량

(0.71 pg/haploid cell; Animal genome size database, 2014)과 동일한 것

으로 확인되었다. DNA 함량은 종에 따라 고유하고, 비교적 쉽고 간단한

방법론으로 정확하게 분석할 수 있다는 장점이 있어 종 고유의 특성을

분석하는데 많이 사용되고 있다(Aldrdge et al., 1990; Byrappa, 2003).

따라서 본 결과는 앞으로 유도될 전암컷 3배체 넙치의 DNA 함량 분석에

대조군으로 사용이 가능한 것으로 나타났다.

세포의 크기는 Genome size에 따라 변화가 나타나기 때문에 어류

적혈구의 세포 및 핵의 크기 측정법은 배수성 분석 및 잡종의 세포 유전

학적 특징을 확인하는데 사용되고 있다(Sezaki, 1970; Benfey, 1989). 킹넙치의

적혈구 세포의 표면적 및 부피는 31.39±0.90 μm2 및 92.71±3.60 μm3, 핵의

표면적 및 부피는 6.83±0.44 μm2 및 10.97±1.14 μm3로 관찰되었다. 그러나

이는 Kim et al. (1994)이 보고한 국내산 넙치 2배체의 세포 및 핵의 크기

측정 결과보다 약간 작은 것으로 나타났으나, 통계적 유의성은 없는 것으로

확인되었다.

NORs (nucleolar organizer regions)는 ribosomal RNA를 encode하는

ribosomal gene을 담고 있는 것으로, 세포의 분화 과정에서 염색체의

분열 상태에 따라서 종, 개체 및 세포 간 다양한 변이가 있는 것으로

보고 된 바 있다(Gall and Pardeu, 1969; Dobigny et al., 2002). NORs를

확인하기 위한 분석방법은 C banding, in situ hybridization, Ag-NORs,
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CPD(Combined PI-DAPI staining) 방법 등이 있다(Sumner, 1972; Evans

et al., 1974; Andras, 2000). 그 중 Ag-NORs법은 NORs의 특이 단백질 부위

및 이들의 활성도를 나타내는 방법론으로(Phillips and Ihssen, 1985),

킹넙치의 Ag-NORs 분석 결과, 가장 크기가 큰 한쌍의 차단부 염색체의

장완 중간부위에서 확인되었고, 개체간 그 크기에서 heteromorphism이

관찰되었으나, 암·수간 차이는 없었다.

자성발생성 2배체는 유전물질이 불활성화된 정자와 정상 난자를 수정

하고, 수정란의 저온자극을 통해 제 2극체 방출을 억제함으로써 수컷

유전물질 없이 암컷 유전 물질만으로 개체를 생산하는 방법이다(Hulata,

2001). 이를 통해 순계를 확립이 가능하며, 암컷의 경제성이 높은 종의 경우

전암컷 집단을 유도 할 수 있어 양식 산업에도 유용하게 이용되는 방법

이다(Chourrout and Quillet, 1982; Bang et al., 1996). 정자의 유전적

불활성화를 위해 이온화 및 비이온화 방사선이 이용되고 있으며(Thorgaard,

1983), 정자 불활성화를 위해 필요한 자외선 조사량은 종마다 차이가 있는

것으로 알려져 있다(Kim et al., 1993). 넙치 정자를 불활성화 하기 위해

적정 자외선량을 Tabata와 Gorie (1988)는 4,800 erg/mm2로 보고한 바

있고, Kim et al. (1993a)은 감성돔 정자의 경우 4,200 erg/mm2으로 또한

Kim et al. (1993b)은 2,400-8,000 erg/mm2 농도로 참돔의 정자를 불활성화

시킨 바 있다. 본 연구에서는 킹넙치 정자에 자외선 4,000-4,500 erg/mm2을

조사한 결과 성공적으로 자성발생성 반수체가 유도됨이 확인되어 킹넙치의

정자를 불활성화 시키는데 이용이 가능한 것으로 나타났다. 본 연구에서

적정 정자의 불활성화를 위한 자외선 농도를 조사하기 위해 이용한

반수체의 유도율 분석은 반수체 증후군이 부종, 왜소증, 소두증 및 소안구

등과 같은 이형적인 특징이 관찰되므로 매우 효과적인 방법론임이 알려져

있다(Araki, 2001; Luo and Li, 2003).
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본 연구에서는 유전적으로 불활성화된 정자와 정상 난을 수정한 뒤

3분후 2℃에서 45분간 저수온 자극을 수행한 결과, 자성발생성 2배체가

유도되었음을 확인하였다. 수정란의 제 2극체 방출 억제를 위한 저온처리를

Tabata (1991b)는 0℃에서 45분간 처리한 바 있고, Kim et al. (1993a)은

2℃에서 45분간 처리한 바 있으며, Kim et al. (1993b)은 0℃, 2℃, 4℃에서

45분간 저온 처리하여 성공적인 자성발생성 2배체를 유도한 바 있다.

대부분의 어류는 성염색체를 가지고 있지 않기 때문에 조류 또는

포유류의 성결정기구인 chromosomal inheritance가 경골어류에서는 거의

적용이 되지 않고 있다(Hunter and Donaldson, 1983). 이에 어류의 경우에

유전적 성 결정(genentic sex determining; GSD) 외에 수온, 사육밀도 및

pH 등과 같은 환경요인에 의한 성결정(environmental sex determination;

ESD) 요인이 중요한 요소로 알려져 있다(Rubin, 1985). Bang et al.

(1995)과 Kim et al. (1996)은 넙치의 성결정은 GSD를 기본적으로 가지면서

수온과 같은 ESD에 의한 영향을 받는 시스템을 가진다고 보고한 바 있다.

생리학적 성전환 기법은 호르몬을 어체 근육에 삽입하는 삽입법, 사료에

호르몬을 섞어 먹이는 경구 투여법 및 호르몬을 사육수에 녹여 사육하는

침지법이 주로 사용된다(Bang et al., 1996). 이러한 생리학적 성전환 기법은

호르몬의 종류, 농도, 처리시작 시간 및 처리기간 등의 요인이 중요하게

작용한다(Pandian and Sheela, 1995). 이에 본 연구에서는 17α-methyltes

tosterone(17α-MT) 첨가 사료(1 μg/g)를 부화 후 37일부터 40일간 경구

투여하였으며, 이와 동시에 대한민국 특허 제 10-1996-0039105호의 방법론을

기초로 동일 기간 동안 25℃의 수온에서 고수온 처리하고, 자성발생성 2배체

성전환 처리군을 부화 6개월째 생식소의 조직학적 분석을 수행한 결과

성전환율이 100%로 확인되었다. Bang et al. (1996)은 국내산 넙치를 17α

-methyltestosterone(17α-MT) 100 ppb 농도로 침지 처리하여 전수컷으로



- 24 -

유도한 바 있고, Kim et al. (1996)은 부화 후 35일부터 65일간 27℃의 고수온

처리하여 단 42.4%의 수컷만을 유도한 바 있다. 따라서 상기 처리방법들과

비교시 본 성전환 처리방법은 환경오염을 최소화하기 위해 저농도의

호르몬을 사용하며, 생존율에 영향을 미치지 않는 수온을 사용함으로 추후

양식 산업에 쉽게 사용 가능할 것으로 생각된다.

앞으로 유도된 전수컷 자성발생성 2배체 킹넙치를 이용하여 전암컷

3배체 집단을 대량 생산할 수 있을 것으로 사료된다.
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V. 요약

본 연구는 전암컷 3배체 집단을 생산하기 위해 전수컷 자성발생성 킹넙치를

유도하였다. 킹넙치의 세포유전학적 특성을 분석한 결과, DNA 함량은 0.71

pg/haploid cell로 나타났고, 적혈구의 핵의 장경 및 단경은 3.62±0.14 μm 및

2.40±0.11 μm, 표면적 및 부피는 6.83±0.44 μm2 및 10.97±1.14 μm3으로 확인되었다.

또한 킹넙치의 염색체는 일반 넙치와 동일하게 2n=48개로 확인되었고,

Ag-NORs 분석에서 24쌍의 차단부 염색체(acrocentric chromosome) 중 가장

크기가 큰 한쌍의 차단부 염색체의 장완 중간부위가 NOR positive로 확인되었으며,

암·수간 및 개체간의 차이는 나타나지 않았다.

자성발생성 2배체는 자외선 조사법(4,000-4,500 erg/mm
2
)을 이용하여 유전적

불활성화된 정자와 정상 난을 인공수정한 뒤, 수정란을 2℃에서 45분간 저수온

처리함으로써 생산되었다. 수정 후 46-48시간 후, 자성발생성 2배체 처리군의

부상란 717알 중 정상적인 난발생을 하는 배체는 621알, 반수체 특징을 가지는

배체는 96알로 약 86.6%의 유도율을 보이는 것으로 확인되었다. 자성발생성

2배체 처리군의 DNA 함량 및 염색체 수는 대조군과 동일하게 0.71 pg/haploid

cell 및 2n=48개로 관찰되었으며, 적혈구 핵의 표면적 및 부피는 6.4±1.0 μm2 및

10.1±2.3 μm3으로 나타났다.

전수컷 자성발생성 2배체 생산을 위해 부화 후 37일부터 40일간 웅성화

호르몬 첨가사료(17α-methyltestosterone 1 μg/g) 공급과 고수온 처리(25℃)를

수행하였고, 이들의 성전환 여부를 확인하기 위해 부화 후 6개월 된 12개체를

무작위로 채집하여 조직학적 분석을 실시한 결과, 정소는 외형상으로 일반 넙치

수컷과 차이가 관찰되지 않았고, 정소 조직 내에 성숙한 정자들이 존재하는 것이

확인되었다. 앞으로 유도된 전수컷 자성발생성 2배체 킹넙치를 이용하여 전암컷

3배체 집단을 대량 생산할 수 있을 것으로 사료된다.
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