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Abstract

Longtooth grouper, Epinephelus bruneus inhabits around cragged rock mass

under 10 to 20 m water depth and esteems one of the most important and

resources-decreasing fishes in Jeju island. To try resources enhancement and

commercial aquaculture for grouper, artificial seedling production trials has

begun in Korea since 1993. However, mass production was still unable to

produce stably because of the limited numbers of fertilized eggs, insufficient

live food organism suitable for the mouth size of larvae at the onset of feeding,

and infection with viruses such as the viral nervous necrosis virus (VNNV).

In the present study, for mass production of fertilized eggs and seeds of

longtooth grouper, E. bruneus, a kind of epinepheline fish, was conducted to

investigate the induction of sex reversal, sexual maturation and ovulation of

indoor tank-reared of wild-caught broodstock and the development of fertilized

egg, larval and juvenile, and polymorphism individuals. Also investigated the

VNNV during the process of seed production and their pedigree.

1. Sex reversal and sperm cryopreservation

To domesticate for broodstock, sixty one wild-caught longtooth grouper of

47-110 ㎝ in total length and 1.5-21.4 ㎏ in body weight were reared at an

indoor concrete tank (4-5 m wide, and 2.5-3 m deep) for around four years

from year 2002 to 2006. Eight broodstock showed sex reversal from female to

male during indoor cultivation whose total lengths and body weights were

63-99 ㎝ and 4.4-13.2 ㎏, respectively. After inducing artificial masculinization

in 20 female longtooth groupers with 17α-methyltestosterone (2 mg/kg BW)

implants from 2003 to 2006, spermiation occurred in 13 fish.

Performing artificial fertilization using frozen-thawed sperm after freezing
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the sperm at different DMSO concentration of 5.0％, 7.5％, 10.0％, respectively,

fertilization and hatching rates were not significant by different DMSO

concentration (5.0％, 7.5％ and 10.0％, respectively).

2. Induction of sexual maturation and development of fertilized eggs,

larvae, and juveniles

For the induction of sexual maturation of longtooth grouper, E. bruneus

were reared in mixed seawater (mixed natural and underground seawater;

15.9-22.8℃) and underground seawater (17.0-22.7℃). Induce of ovulation

occurred to following HCG (500 IU/kg BW) injection in 22 June for mixed

seawater group, and in 27 April for underground seawater group. The eggs

were artificially fertilized with the fresh semen. The resulting of fertilization

rates were 74.1-96.2% (mean 87.1±8.4%) in mixed seawater group, and were

78.3-95.2% (mean 90.2± 6.5%) in underground seawater group.

Fertilized eggs have one oil globule and a diameter of 906.5±27.5 ㎛

(N=100). Hatching of fertilized eggs occurred after about 48 h at 20°C.

At 3 DAH, the mouth opened and the initial mouth size (d) of larvae 3 and

4 DAH was 0.219-0.223 ㎜. The second spine of the dorsal fin and the pelvic

spine appeared 11 DAH, and the first and third spines of the dorsal fin

appeared 17 DAH. The dorsal and pelvic fins were separated 48 DAH, and

the second spine of the dorsal fin and the pelvic spine were maximally 40%

and 35% of the total length of the larva, respectively, when the total length

was about 8 ㎜.

External polymorphism of longtooth groupers was 88.9% for complex

polymorphism and 11.1% for simple polymorphism. Polymorphism part of

malformed individuals were 39.0% for anterior, 27.3% for middle, and 33.7%

for posterior of vertebral column.
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3. Seed production and VNN

Effect of iodine various disinfection concentration and time on hatching of

eggs posterior of optic vesicle formation stage were investigated. When the

fertilized eggs were disinfected at 15 and 30 minutes in 5, 10 and 20 ppm of

iodine, the hatching rate was 95.8-100%, which was not significant that of

the control (P>0.05). However, in the treatment groups for 15 and 30 minutes

in 40 and 80 ppm of iodine, the hatching rate was 53.8-84.7%, lower than

that of the control (P<0.05).

When the fertilized eggs were disinfected before optic vesicle formation

stage (OVFS), the hatching rate was 9.9-45.3%, lower than that of the

control (P<0.05). However, when the fertilized eggs were disinfected after

OVFS, the hatching rate was 95.8%, which was not significant that of the

control (P>0.05). The malformation rate of eggs disinfected with 40 ppm

iodine for 15 min was 12.1% and the malformation rates of eggs in the group

treated with 80 ppm iodine for 15 and 30 min were 33.1 and 65.1%, higher

than that of the control (P<0.05).

Checking whether VNN happened because of disinfection of fertilized eggs

during the process of mass seed production of longtooth grouper, infected

VNN at 10 and 28 days after hatching from the hatched fertilized eggs

without disinfection and that the final survival rate of the larval of longtooth

grouper was proved to be 0.11％. The rate of survival was 10.2% after the

fertilized eggs were disinfected for 15 min in 20 ppm of iodine. The eggs

were hatched as a result of the seed production and were found to be

negative for VNNV 60 days after hatching.

The VNNV coat protein gene, obtained from the material infected in 2005,

showed 99.2% and 98.0% homology with VNNV coat genes of the dragon

grouper and red spotted grouper, respectively. The VNNV infecting longtooth

grouper in Jeju was identical to the red spotted grouper nervous necrosis virus

(RGNNV).
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총 론

제주도에서 일반적으로 “다금바리”라 불리는 자바리 Epinephelus bruneus는

농어목(Perciforme) 바리과(Serranidae) 능성어속(Epinephelus)의 어종으로 전장

100 cm 이상 성장하며, 제주도를 포함한 우리나라 남해, 일본 중부이남, 중국, 필

리핀 등 온대 및 아열대 지역의 외양과 접한 암초지역에 분포한다(FAO, 1993;

Kim et al., 2005). 이 종은 다갈색 바탕에 머리쪽으로 휘어진 6～7개의 흑갈색

무늬를 갖고 있으며, 노성어가 되면 이 무늬가 불분명하고 어두운 갈색을 띤다

(Kim et al., 2005).

우리나라에 서식하는 바리과 어류는 남해안과 제주도 연안에 자바리, 능성어 E.

septemfasciatus, 붉바리 E. akaara, 홍바리 E. fasciatus, 그리고 별우럭 E. fario 등

이 분포한다(Kim et al., 2005). 이 바리과 어류는 우리나라뿐만 아니라 일본, 중국

그리고 동남아시아 지역에서도 식용어로서 기호도가 높고, 고가어종으로 그 수요

가 매우 높다. 국제식량농업기구(FAO)는 남획 등으로 인하여 자원량이 급격하게

감소하는 어종으로 자바리와 붉바리 E. akaara 및 다수의 바리과 어종을 포함시

키고 있다. APEC에서는 바리과 어류의 자원회복을 위해 국가간 공동연구 및 기

술지원 등 다양한 자원관리 정책 방안을 제시하였다(Rimmer et al., 1999). 이와

같은 바리과 어류 자원감소 문제에 적극적으로 접근하여 해결할 수 있는 방법은

종묘생산 기술을 확립하여 대량 종묘생산과 방류 사업을 통한 자원 조성을 추진

하는 일이라 할 수 있다. 특히 자바리는 연안 정착성 어종으로 이동 범위가 크지

않기 때문에 종묘를 생산하여 방류할 경우 그 효과가 매우 클 것으로 예상된다.

바리과 어류의 자원회복을 위한 연구는 일본, 중국, 대만, 필리핀 등 동남아시아

국가를 중심으로 어미 관리와 성 성숙 유도 및 종묘생산에 관하여 수행되고 있으

며(Chen et al., 1977; Fukuhara, 1989; Sugama and Ikenoue, 1999; Tsuchihashi

et al., 2003a, b; Song, 2004; Alam et al., 2006), 미국과 호주지역에서는 연안 자

원관리와 성 현상에 관한 연구들이 진행되고 있다(Johnson et al., 1998; Williams

et al., 1998; Patterson et al., 1999).
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자바리의 번식생물학적 연구는 실내사육 수조에서 자연산란 행동과 초기생활

사, 자･치어의 환경스트레스 내성 및 성장과 형태학적 발달, 사육수온이 치어의

섭식과 성장에 미치는 영향 등에 관한 연구들이 수행되었다(Manabe and Kasuga,

1988; Okada et al., 1996; Sawada et al., 1999; Inoue, 2001).

자바리의 성 특성은 암컷으로 먼저 성숙한 후에 개체 중 일부가 수컷으로 성 전

환하는 자성선숙형 자웅동체어(protogynous hermaphrodite)이다. 바리과 어류의 성

전환은 종 특이성을 가지며, 자연적 성 전환이 일어나는 시기는 dusky grouper E.

marginatus의 경우 부화 후 9～16년, greasy grouper E. tauvina는 부화 후 7년

에 일어난다(Chauvet, 1988; Chao and Lim, 1991). 이와 같은 성 특성으로 인하

여 자연 환경에서 정자 생산이 가능한 기능적 수컷을 확보하는 것은 매우 어렵

다. 이러한 문제점은 웅성호르몬을 사용한 인위적 성 전환을 유도하여 해결하고

있다.

바리과 어류의 웅성화 유도에 관한 연구는 17α-methyltestosterone (MT)을 사

용한 경구투여, 주사 또는 implant 방법을 이용하여 인위적 성 전환을 유도하고

있으며, 최근에는 honeycomb grouper E. merra에 방향화효소억제물질(aromatase

inhibitor, AI)을 사용하여 인위적 성 전환을 유도하였다(Chen et al., 1977; Tukashima

and Kitajima, 1983; Chao and Chow, 1990; Hwang et al., 1998; Tsuchihashi et al.,

2003a; Song, 2004; Alam et al., 2006).

어류의 방란･방정 시기 불일치 또는 성비 불균형으로 인하여 수컷의 정액을

원하는 시기에 얻을 수 없는 경우에 이를 보완하기 위하여 효율적인 정자 냉장

보존 또는 동결보존 방법에 대한 연구를 수행하고 있다. 지금까지 국내외에서 어

류 정자의 동결보존에 관한 연구는 희석액에 따른 동결보존 효과, 동해방지제의

종류와 농도에 따른 난 발생에 미치는 영향 등이 있다(Ott and Horton, 1971;

Yamamoto, 1976; Baynes and Scott, 1987; Lim and Chang, 1998; Zhang et al.,

2003; Dang et al., 2006).

어류의 성숙과 산란은 생식 내분비계에 의하여 조절되지만, 이들의 성숙 조절을

유도하는 것은 주로 환경요인으로 광주기와 수온이 성 중추 활동을 강하게 제어

한다(De Vlaming, 1972, 1975; Nishi and Takano, 1979; Asahina and Hanyu,

1983; Razani and Hanyu, 1986). 어류의 생식소 발달과 산란은 수온과 광주기 조



- 3 -

건들이 단독적인 작용보다는 상호 보완적 작용을 하며, 종에 따라 그 범위가 각

각 다르게 나타난다(Donaldson and Hunter, 1983; Kim and Hur, 1991). 국내에서

해산어류의 인위적 성 성숙 유도에 관한 연구는 감성돔 Acanthopagrus schlegeli,

조피볼락 Sebastes schlegeli과 능성어 E. septemfasciatus에서 광주기와 수온조절

을 통하여 생식소의 성숙을 조절하였다(Hwang, 1999; Park, 2000; Song, 2004).

어류의 골격계 형태이상은 척추, 지느러미, 그리고 턱 등에 주로 나타난다. 형

태이상 개체의 발생 원인은 배(embryos)발생 시기에 유전적 원인 또는 외부환경

요인에 영향을 받아 발생한다(Paperna, 1978; Piron, 1978). 특히 어류의 척추 형

태이상은 종묘생산 시기에 사육환경 또는 영양성분의 불균형으로 인해 발생하고

있다(Haya, 1989; Weis and Weis, 1989; Wiegand et al., 1989; Akiyama et al.,

1989; Caris and Rice, 1990; Cahu et al., 2003). 척추 형태이상의 또 다른 원인은

자어시기 부레 형성 과정이 불완전하면 부상 능력 부족에 따른 비정상 유영행동을

보이고, 이와 같은 유영 행동 때문에 척추 형태이상이 발생한다(Kitajima, 1978;

Chatain, 1982; Andrades et al., 1996).

어류의 건강 종묘 생산 체제가 확립되려면 안정적인 수정란 대량생산과 종묘생

산과정에서 발생하는 질병 예방이 주요 과제이다. 자바리를 비롯한 바리과 어류 종

묘생산과정에서 발생하는 바이러스성신경괴사증(viral nervous necrosis, VNN)은

자･치어기에 대량폐사를 유발하는 질병으로서, 이러한 VNN 발생은 주로 수직감염

또는 수평감염에 의해 이루어진다(Munday and Nakai, 1997; Munday et al., 2002;

Gomez et al., 2004). 국내에서는 Sohn et al. (1998)이 능성어 E. septemfasciatus의

VNN 감염을 보고하였으며, 일본의 경우도 바리과 어류 종묘생산과정에서 VNN

감염이 가장 큰 문제로 지적되었다(Tsuchihashi et al., 2002; Tanaka, 2005).

세계적으로 양식산 바리과 어류의 60％ 이상은 자연산 치어를 채포하여 축양

하는 형태로 양식이 이루어지고 있으며(Sadovy et al., 2003), 국내에서도 대부분

이 남해안에서 자연산 치어를 채포하여 사육하고 있는 실정이다. 우리나라에서

바리과 어류의 완전양식에 관한 연구는 1993년부터 붉바리 E. akaara와 능성어 E.

septemfasciatus에 대한 종묘생산 기술개발을 시도하였으나 수정란 확보문제와 초

기 자어의 구경에 적합한 먹이생물 부재 등의 이유로 아직까지 안정적인 대량생산

체제가 확립되어 있지 않다(Kim and Kim, 1993; Kim and Park, 1993; Kim et al.,
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1997; Hwang et al., 1998; Song, 2004).

이 연구는 자바리의 성 특성 파악과 종묘생산 기술개발을 목적으로 실내 사육

수조에서 개체별 추적을 통한 성 분포 변화와 안정적인 정자 확보를 위한 인위

적 성 전환 유도 및 확보된 정자의 효율적인 동결보존 방법을 탐색하였고, 자연

광주기 조건에서 제주도 지하해수의 수온 특성을 이용하여 조기 성 성숙 유도 가

능성과 호르몬 처리에 따른 배란유도, 난 발생 및 자･치어의 형태 발달에 관한 연

구를 수행하였다. 그리고 형태이상 개체의 X-ray 영상과 투명골격표본을 이용하

여 자바리 치어의 골격계 이형 발달을 형태학적으로 조사하였으며, 종묘생산과정

중에 발생하여 대량 감모를 일으키는 바이러스성신경괴사증의 방지 대책과 원인

바이러스의 유전학적 계통분류를 실시하였다.
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제 1장 성 전환과 동결보존 정자의 수정 능력

Ⅰ. 서 론

자바리는 암컷으로 성숙한 후 수컷으로 성 전환이 일어나는 자성선숙형 자웅동

체어이다. 바리과 어류의 자연적 성 전환 시기는 greasy grouper E. tauvina의 경

우 부화 후 7년, dusky grouper E. marginatus는 9～16년이며, 붉바리 E. akaara

는 체중 500 g 이상에서 수컷 비율이 증가하고, 사육 수조내 성비에 따라 암컷에

서 수컷 또는 수컷에서 암컷으로 성 전환이 일어나는 특징을 가진다(Hamamoto et

al., 1986; Chauvet, 1988; Chao and Lim, 1991; Lee et al., 1998).

이와 같은 바리과 어류의 성 특성으로 인하여 자연에서 수컷을 구하기가 쉽지

않아 수정란 생산에 어려움을 겪고 있다. 이러한 문제점을 해결하기 위하여 greasy

grouper E. tauvina, 능성어 E. septemfasciatus, 붉바리 E. akaara의 암컷에 MT

를 투여하여 인위적 웅성화를 유도하였고, honeycomb grouper E. merra에는

fadrozole hydrochloride hydrate을 사용하여 수컷을 유도하는 성 전환 기법을 이

용하였다(Chen et al., 1977; Tukashima and Kitajima, 1983; Chao and Chow, 1990;

Hwang et al., 1998; Tsuchihashi et al., 2003a; Song, 2004; Alam et al., 2006).

자성선숙어에서 수컷 확보의 어려움과 원하는 시기에 정액을 용이하게 얻을

수 없는 문제점을 해결하기 위하여 정자 냉장보존 또는 동결보존을 수행하고 있

다. 지금까지 국내외에서 어류정자의 동결보존에 관한 연구는 희석액에 따른 냉

장과 동결보존 효과 및 동해방지제의 종류와 농도에 따른 난 발생에 미치는 영

향에 관한 연구들이 수행되었다(Ott and Horton, 1971; Yamamoto, 1976; Baynes

and Scott, 1987; Lim and Chang, 1998; Zhang et al., 2003; Dang et al., 2006).

이 연구는 실내사육 자바리의 성 특성을 탐색하기 위해 개체별 추적으로 연차

별 암･수 전장과 체중 분포에 따른 성 변화를 조사하였고, 안정적 정자 확보를 위

하여 기능적 수컷유도 및 효율적인 정자 동결보존 방법을 탐색하였다.
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Ⅱ. 재료 및 방법

1. 실험어

실험어는 2002년 9월부터 2005년 12월까지 제주도 연근해에서 포획된 자연산

자바리 69마리(평균 전장 65.6±13.1 ㎝, 평균 체중 4.7±4.0 ㎏)를 구입하여 이용하

였다(Table 1). 실험어는 제주특별자치도해양수산자원연구소의 실내 콘크리트수

조 6개(5×5×3 m, 유효수량 62 ㎥ 2개; 4×4×2.5 m, 유효수량 32 ㎥ 4개)에 옮긴

후 사육 관리하였다.

실험어는 각 개체의 이력을 추적하기 위하여 실내수조에 수용하기 전에 radio

frequency identification tag (ID tag, trovan Ltd. U.K.)를 등 근육에 삽입하였다.

먹이는 냉동 전갱이를 주 2회 공급하였고, 산란시기 2～3개월 이전부터는 냉동

전갱이와 오징어를 공급하였다.
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Table 1. Total length and body weight of E. bruneus for taming to broodstock

by years

Year
1) Number of

fish

Total length (㎝) Body weight (㎏)

Mean±S.D.
2)
Range Mean±S.D. Range

2002 7 88.4±21.6 65 ～ 110 12.3±8.1 3.5 ～ 21.4

2003 32 59.8±6.5 47 ～ 71 3.2±1.0 1.5 ～ 5.1

2004 27 66.9±9.4 51 ～ 84 4.5±2.1 2.0 ～ 8.2

2005 3 62.3±14.6 52 ～ 79 4.1±3.4 1.9 ～ 8.0

1)
Year: year of purchased for broodstock.

2)
S.D.: Standard deviation of means.
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2. 성 특성과 기능적 수컷유도

1) 실내사육 어미의 성 특성

2002년부터 2005년까지 구입하여 등 근육에 ID tag가 삽입된 상태로 사육관리

중인 실험어 35～61마리를 대상으로 2003년부터 2006년까지 실내 사육수조 내에

서의 수조별 성 전환과 성 분포 변화를 추적 조사하였다.

매년 6～7월사이 배란･배정 유도 후 새롭게 혼합하여 수용된 각각의 연차별･

수조별 어체 크기와 성비 분포는 Table 2에 나타내었다. 성 특성 구분은 생식소

내 난모세포 크기가 200 ㎛ 이상의 개체와 매년 배란을 경험한 개체를 암컷으로

판별하였고, 전년도 암컷 개체 중 복부를 압박 했을 때 배정이 이루어지는 개체

를 수컷으로 판별하였다. 그리고 배란･배정이 이루어지지 않고, cannulation을 할

수 없는 개체를(no detection) 암･수 불분명 개체로 구분하였다.
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Table 2. Fish size and sex distribution of E. bruneus with each rearing tank by rearing period

Rearing

period

Rearing

tank

Number of

fish

TL
1)
(㎝) BW

2)
(㎏) Sex

F

Jul. 2003～ A (62 ㎥)
6)

4 95 ～ 110 (105.3±6.9)
7)

12.9 ～ 21.4 (18.3±3.9) 3

Jun. 2004 B (32 ㎥) 7 50 ～ 74 (64.6±7.4) 2.2 ～ 5.6 (4.2±1.0) 2

C (32 ㎥) 12 58 ～ 83 (68.8±8.3) 3.2 ～ 8.2 (5.3±1.8) 7

D (32 ㎥) 12 47 ～ 60 (55.3±5.2) 1.5 ～ 3.0 (2.3±0.6) 0

Aug. 2004～ A (62 ㎥) 16 63 ～ 90 (72.1±8.3) 3.6 ～ 8.8 (5.4±1.8) 8

Jun. 2005 B (62 ㎥) 3 97 ～ 104 (101.3±3.8) 12.9 ～ 21.3 (17.9±4.4) 2

C (32 ㎥) 23 47 ～ 64 (57.2±4.6) 1.5 ～ 3.9 (2.6±0.7) 4

D (32 ㎥) 6 60 ～ 67 (62.8±2.3) 3.2 ～ 3.5 (3.3±0.2) 3

E (32 ㎥) 13 56 ～ 84 (67.8±8.7) 2.8 ～ 8.5 (4.5±1.8) 7

Jul. 2005～ A (62 ㎥) 25 58 ～ 75 (67.0±4.3) 2.6 ～ 6.2 (4.2±0.8) 16

Jun. 2006 B (62 ㎥) 6 83 ～ 115 (92.0±13.0) 8.2 ～ 19.8 (11.4±4.5) 4

C (32 ㎥) 19 52 ～ 64 (59.2±3.7) 2.4 ～ 4.1 (2.9±0.5) 5

D (32 ㎥) 5 65 ～ 111 (82.2±17.6) 4.5 ～ 22.1 (9.5±7.2) 3

1)
TL: total length.

2)
BW: body weight.

3)
F: female.

4)
M: male.

5)
ND: no detection.

6)
Volume of rearing tank.

7)
Mean±stand
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2) 기능적 수컷유도

(1) 17α-methyltestosterone 처리에 따른 기능적 수컷유도

자바리의 인공 수정란 생산을 위한 정자 확보 방안으로서 미성숙 자바리를 대상

으로 웅성호르몬인 17α-methyltestosterone (MT, Sigma Co., USA) 처리로 기능적

수컷을 유도하였다. 실험어는 2003년부터 2006년까지 전장 50～69 ㎝(평균 61.5±

4.5 ㎝), 체중 2.3～4.3 ㎏(평균 3.4±0.5 ㎏)의 자바리 20마리를 대상으로 실시하였다.

인위적 웅성화 유도는 Tsuchihashi et al. (2003a)의 방법에 따라 웅성호르몬이 들

어있는 silastic capsule를 제작하여 실험어 복강에 삽입하였다. Silastic capsule은 1

단계로 100 ㎎의 MT를 95％에탄올 200 ㎕에 용해시킨 후 castor oil (Junsei

Chemical Co., Japan) 800 ㎕를 첨가하여 MT 용액(1 ㎎ MT/10 ㎕)을 만들었다. 2단

계로서 내경 2 ㎜의 실리콘튜브를 2 ㎝ (MT 6 ㎎ 함유용)와 3 ㎝ (MT 8 ㎎ 함유용)

로 각각 절단하여 위에서 제조된 용액을 60 ㎕과 80 ㎕를 넣고 절단부위를 실리콘으

로 봉합하였다(Fig. 1).

실험어는 2-phenoxyethanol (Sigma Co., USA) 300 ppm에 마취시켜 가슴지느러

미 끝의 아래 부분 복부를 0.5 ㎝ 정도 절개 후, MT 2 ㎎/㎏ BW로 제작된 silastic

capsule를 삽입한 후 접착제를 사용하여 절개 부위를 봉합하였다(Fig. 2).

자바리의 인위적 성 전환 유무는 2003년에는 조직학적 방법과 복부를 압박하여

육안적으로 확인하는 방법으로 비교하였다. 2004년부터 2006년까지는 복부를 압박

하여 정액이 배정되는 것을 육안적으로 확인하는 방법만을 이용하였다. 조직학적

방법은 silastic capsule 삽입 전과 삽입 8주 후 어체를 해부하여 생식소를 Bouin's

solution에 고정시킨 후 상법인 파라핀 절편법을 이용하였으며, H-E 비교염색으로

검경하였다. 육안적인 방법은 silastic capsule 삽입 8주후부터 14주 사이에 복부를

압박하여 채정되는 것을 육안적으로 확인하여 수컷유도 성공 여부를 판별하였다.
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MT 100 mg + 
95% ethanol 200 mlCastor oil

8 : 2

80 ml (MT 8 mg)

3 c
m

MT 100 mg + 
95% ethanol 200 mlCastor oil

8 : 2

80 ml (MT 8 mg)

3 c
m

Fig. 1. Preparation procedure for implantation of silastic capsule with 17α-

methyltestosterone (MT). One hundred milligrams of MT were

dissolved in 200 ㎕ of 95% ethanol. The dissolved hormone was then

thoroughly mixed with 800 ㎕ of castor oil. Silastic tubing, having

the dimension of 2 ㎜ (inside diameter), was cut into 3 cm lengths. A

microdispenser was used to pipet 80 ㎕ of the MT-castor oil mixture

into each open-ended tube.
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A B

C D

Fig. 2. Implantation procedure for sex reversal by silastic capsule with 17α-

methyltestosterone. A, Silastic capsule; B, Anesthetization of brood stock;

C, Pricking the abdominal cavity part for implantation; D, Insertion of

the silastic capsule.
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(2) 수컷유도 개체의 암컷 복귀율

2003년부터 2005년까지 웅성호르몬 처리에 의해 기능적 수컷으로 성 전환된

개체가 지속적으로 수컷으로 유지되는지 또는 암컷으로 다시 복귀하는지를 2004

년부터 2006년까지 조사하였다. 실험어는 매년 MT 처리 후 기능적 수컷으로 확

인된 실험어를 대상으로 이듬해 자연조건에서 성숙시기인 6～7월 사이에 복부압

박 방법으로 배정 유무를 조사하였다. 최종 암컷 복귀 개체로의 판단은 기능적

수컷유도 개체 중 cannulation이 이루어지고, 성숙 난모세포를 가지는 개체를 암

컷 복귀 개체로 판정하였다.
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3. 동결보존 정자의 수정 능력

정자 동결보존 실험은 실내수조에서 자연적 성 전환된 자바리의 정액을 채취하여

실시하였다. 정액 채취는 배정이 확인된 자바리를 대상으로 HCG (Human chorionic

gonadotropin, Calbiochem Co., USA) 500 IU/㎏ BW로 등지느러미 제 1극 아래 부

분 근육에 주사 후 48시간째에 복부를 압박하여 채정하였다. 정액은 1.5 mL 튜브에

넣어 밀봉한 후 실험에 사용될 때까지 얼음을 채운 ice box (2～4℃)에 보관하였다.

자바리 정자 동결보존을 하기 위한 희석액은 해수어류용 링거액을 사용하였고

(Table 3), 동해방지제는 DMSO (Sigma Co., Ltd. USA)를 사용하였다. 정액과 희

석액과의 평형시간은 1분 이내로 하였으며, 정자 동결보존은 0.5 mL 용량의 정자

보존용 straw를 이용하였다.

모든 결과는 ANOVA-test를 실시하여 Duncan's multiple range test (Duncan,

1955)로 평균간의 유의성을 검정하였다.

1) DMSO 농도에 따른 동결정자의 수정 능력

정자 동결보존 과정에서 동해 피해 방지를 최소화시키기 위한 희석액과 동해

방지제의 적정 혼합 비율을 조사하기 위하여 각각 서로 다른 비율로 혼합하였다

(Table 4). 동해방지제가 포함된 희석정액은 마이크로피펫으로 0.5 mL를 취한 후

straw에 주입하여 끝 부분을 봉합하였다. 봉합된 straw는 액체질소 증기(-96℃)

에서 15분간 동결 후 액체질소 탱크(-196℃)에 저장하였다. 동결보관된 정자는

일반 여과해수(22.0±1.0℃)에서 해동 후 실험에 사용하였다.

DMSO 농도에 따른 수정률에 미치는 영향을 조사하기 위한 수정란은 HCG 처

리에 따른 배란 유도된 난 20 g과 각각의 동결보존 정액 0.1 mL 비율로 혼합 후

여과해수를 조금씩 첨가하면서 인공수정을 유도하였다. 대조구는 정액과 희석액

을 1 : 49 비율로 희석하여 냉장보관 중인 신선정액을 사용하였다. 수정률은 인공

수정 4시간 후 부상란의 일부를 무작위로 채취 하여 profile projector (PJ-H3000F,

Japan)에서 정상발생중인 난을 계수하여 구하였다.

DMSO 농도별 부화율 실험은 수정란 80～100개를 무작위로 채취 후 profile
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projector에서 계수하여 500 mL 비이커에 수용하여 부화시켰다. 부화율 계산은

인공수정 후 60시간째 부화하지 않은 수정란 수를 계수하여 구하였으며, 수온은

21.0±0.5℃를 유지하였다.

정상 개체율은 전체 부화자어 중 부화 직후 사망한 개체와 부화는 이루어졌지

만 어체가 만곡된 개체 등 비정상 발생 개체를 제외한 정상 개체의 비율로 나타

내었다. 모든 실험은 3반복으로 실시하였다.

2) 보존기간에 따른 동결정자의 수정 능력

동결보존 기간에 따른 동결 정자의 수정 능력을 조사하기 위해 동결보존 기간

에 따른 수정률과 부화율을 조사하였다. 동결정자 제작 방법은 DMSO와 희석액

을 1 : 7 비율로 혼합한 혼합액과 ice box에 보관중인 정액을 5배(정액 1 : 혼합

액 4)로 희석하였다. 동해방지제가 포함된 희석정액을 마이크로피펫을 이용하여

0.5 mL를 취한 후 straw에 주입 후 끝 부분을 봉입하였다. 봉입된 straw는 액체

질소 증기에서 15분간 동결 후 액체질소 탱크에 저장하였다.

동결정자의 해동 후 수정 능력은 동결보존 후 2일, 2년, 3년 경과된 해동정자

를 사용하여 인공수정시킨 수정란의 수정률과 부화율을 조사하였다. 수정률과 부

화율 조사는 DMSO농도에 따른 냉동보존 평가에 대한 실험 방법과 동일한 방법

으로 수행하였다.



- 16 -

Table 3. Composition of diluents used for cryopreservation of E. bruneus sperm

Constituent Formula weight

NaCl 10.00 g

KCl 0.22 g

CaCl2 0.25 g

MgSO4․7H2O 0.74 g

HEPES (C8H18N2O4S) 1.19 g

Glucose 0.90 g

Streptomycin 0.10 g

Penicillin G 100,000 unit

Distilled water 1,000 mL

pH 7.4

Table 4. Quantities of diluents, DMSO, and fresh semen in three different DMSO

concentration trials

Experimental group Diluent

(mL)

DMSO1)

(mL)

Fresh semen

(mL)

5.0% DMSO 7.50 0.50 2.00

7.5% DMSO 7.25 0.75 2.00

10.0% DMSO 7.00 1.00 2.00

1)
DMSO: dimethylsulfoxide.
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Ⅲ. 결 과

1. 성 특성과 기능적 수컷유도

1) 실내사육 어미의 성 특성

2003년부터 2004년까지 사육기간 동안 실내사육 수조에서 수컷으로 성 전환은

C 수조(32 m
3
)에 사육중인 12마리 중 2003년에 구입한 1마리(전장 63 ㎝, 체중

4.4 ㎏)에서 일어났다. C 수조 내 성 분포는 2003년 암･수 각각 7마리, 5마리에서

2004년에 암컷 6마리 수컷 6마리로 변하였다(Table 5). D 수조(32 m
3
)에 사육중

인 12마리 중 2003년에 구입한 1마리(전장 62 ㎝, 체중 3.4 ㎏)에서 수컷으로 성

전환이 일어났으며, D 수조 내 성 분포 변화는 2003년에 전 개체가 미성숙 개체

로 암･수 구분이 어려웠지만, 2004년 암･수 판별이 가능한 개체는 암컷 3마리,

수컷 1마리였고, 미성숙 개체는 8마리였다(Table 6).

2004년부터 2005년까지 사육기간 동안 A 수조(62 m
3
)에 사육중인 16마리 중

2002년에 구입한 1마리(전장 70 ㎝, 체중 5.1 ㎏)와 2003년에 구입한 2마리(전장 72

㎝, 체중 5.0 ㎏; 전장 82 ㎝, 체중 7.2 ㎏)가 암컷에서 수컷으로 성 전환이 일어났

다. A 수조 내 성 분포는 2004년에 암･수 각각 8마리, 4마리와 암･수 구분이 불분

명한 개체 4마리에서 2005년에 암컷 9마리, 수컷 7마리로 변하였다(Table 7).

2005년부터 2006년까지 사육기간 동안 실내사육 수조에서 수컷으로 성 전환은

A 수조(62 m
3
)에 사육중인 25마리 중 2002년에 구입한 1마리(전장 77 ㎝, 체중

6.7 ㎏)와 2003년에 구입한 1마리(전장 78 ㎝, 체중 7.1 ㎏)에서 일어났다. A 수

조내 성 분포는 2005년 암･수 각각 16마리, 9마리에서 2006년에 암컷 14마리, 수

컷 9마리로 변하였으며, 암･수 구분이 불분명한 개체는 2마리였다(Table 8). B

수조(62 m
3
)에 사육중인 6마리 중 수컷으로의 성 전환은 2002년에 구입한 1마리

(100 ㎝, 체중 13.6 ㎏)가 암컷에서 수컷으로 성 전환이 일어났다. B 수조 내 성

분포는 2005년 암･수 각각 4마리, 2마리에서 2006년에 암컷 2마리, 수컷 3마리로
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변하였으며, 암･수 구분이 불분명한 개체는 1마리였다(Table 9).

2003년부터 2006년까지 실내사육 과정에서 성 전환이 일어난 크기는 전장 6

3～99 ㎝, 체중 4.4～13.2 ㎏ 이었으며, 대부분 성 전환 개체의 체중은 5～8 ㎏

이었다. 그리고 어체중에 따른 성 분포는 5 ㎏ 이하의 개체는 총 25마리 중 암컷

19마리(76％), 수컷 1마리, 그리고 암･수 구분이 불분명한 개체가 5마리였다. 어체

중 5～8 ㎏ 사이의 개체는 총 11마리 중 암컷 5마리(45.5％), 수컷 6마리(54.5％)

로 수컷의 비율이 높게 나타나기 시작하였다. 어체중 8 ㎏ 이상의 개체는 총 8마

리 중 암컷 2마리, 수컷 3마리, 그리고 암･수 구분이 불분명한 개체가 3마리였다

(Fig. 3).
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Table 5. Change of sex distribution and fish size of E. bruneus reared in C tank during 2003 to 2

Rearing

tank (C)

Year1) Initial (2003) Final (2004)

TL
2)
(㎝) BW

3)
(㎏) Sex TL (㎝) BW (㎏) Sex

32 ㎥
4)

2002 58 3.2 M
5)

61 3.3 M

59 3.9 F
6)

65 3.8 F

60 3.2 M 64 3.5 M

67 4.9 M 70 5.2 M

71 5.1 F 75 5.3 F

2003 63 3.8 F 63 4.4 M

67 5.3 F 67 5.3 F

70 4.5 F 72 4.8 F

70 6.6 F 91 7.8 F

78 7.7 F 83 7.7 F

80 7.4 M 82 8.4 M

83 8.2 M 90 8.8 M

Mean±S.D.
7)

68.8±8.3 5.3±1.8 73.6±10.6 5.7±2.0

1)Year: year of purchased for broodstock. 2)TL: total length. 3)BW: body weight. 4)32 ㎥: volume of rearing tank.

standard deviation of mean.
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Table 6. Change of sex distribution and fish size of E. bruneus reared in D tank during 2003 to 2

Rearing

tank (D)

Year1) Initial (2003) Final (2004)

TL2) (㎝) BW3) (㎏) Sex TL (㎝) BW (㎏) Sex

32 ㎥
4)

2003 47 1.6 ND
5)

47 1.8 ND

49 1.5 ND 49 1.8 ND

49 1.5 ND 50 1.6 ND

52 2.0 ND 52 2.0 ND

52 2.0 ND 54 2.4 F
6)

57 2.8 ND 62 3.4 M
7)

58 2.5 ND 59 2.5 ND

58 2.8 ND 61 3.0 ND

60 2.4 ND 60 2.7 ND

60 3.0 ND 62 3.5 F

60 3.0 ND 64 3.6 F

62 2.8 ND 63 3.2 ND

Mean±S.D.
8)

55.3±5.2 2.3±0.6 56.9±6.1 2.6±0.7

1)
Year: year of purchased for broodstock.

2)
TL: total length.

3)
BW: body weight.

4)
32 ㎥: volume of rearing tank. N

7)
M: male.

8)
S.D.: standard deviation of mean.
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Table 7. Change of sex distribution and fish size of E. bruneus reared in A tank during 2004 to 2

Rearing

tank (A)

Year
1) Initial (2004) Final (2005)

TL
2)
(㎝) BW

3)
(㎏) Sex TL (㎝) BW (㎏) Sex

62 ㎥
4)

2002 65 3.8 F
5)

65 4.4 F

67 4.4 F 70 5.1 M
6)

2003 63 4.4 M 69 4.5 M

64 3.6 F 65 4.5 F

66 3.9 F 65 4.3 F

70 5.2 M 74 6.6 M

72 4.8 F 72 5.0 M

72 5.7 F 73 6.2 F

75 5.1 F 75 5.6 F

82 8.4 M 83 9.0 M

83 7.8 F 82 7.2 M

90 8.8 M 90 9.7 M

2004 66 3.6 ND
7)

66 4.1 F

67 4.7 ND 67 4.3 F

68 4.1 ND 68 4.6 F

84 8.0 ND 84 8.2 F

Mean±S.D.
8)

72.1±8.3 5.4±1.8 73.0±7.8 5.8±1.8

1)Year: year of purchased for broodstock. 2)TL: total length. 3)BW: body weight. 4)62 ㎥: volume of rearing tank. F

detection.
8)
S.D.: standard deviation of mean.
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Table 8. Change of sex distribution and fish size of E. bruneus reared in A tank during 2005 to 2

Rearing

tank (A)

Year
1) Initial (2005) Final (2006)

TL
2)
(㎝) BW

3)
(㎏) Sex TL (㎝) BW (㎏) Sex

62 ㎥
4)

2002 65 4.4 F
5)

68 4.1 F

70 5.1 M
6)

76 7.0 M

75 5.3 F 77 6.7 M

2003 62 3.1 F 62 3.6 F

62 3.4 M 67 4.2 ND7)

64 3.1 M 64 3.6 M

64 4.2 F 67 4.4 F

65 4.0 M 66 4.0 M

65 4.3 F 70 5.3 F

66 4.0 F 70 4.9 F

69 4.5 M 70 5.2 M

69 3.4 M 63 3.9 M

70 5.0 M 70 4.9 M
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Table 8. Continued

Rearing

tank (A)

Year Initial (2005) Final (2006) I

TL (㎝) BW (㎏) Sex TL (㎝) BW (㎏) Sex

62 ㎥ 2003 72 4.6 F 73 6.0 F 0

72 4.6 M 72 5.0 ND 0

72 5.0 M 76 6.4 M 0

73 6.2 F 78 7.1 M 0

2004 58 2.6 F 60 3.0 F 0

62 3.2 F 65 4.3 F 0

62 3.8 F 63 4.2 F 0

64 3.6 F 69 5.6 F 0

66 4.1 F 66 4.4 F 0

67 4.3 F 66 4.7 F 0

68 4.6 F 70 5.0 F 0

72 4.5 F 72 4.9 F 0

Mean±S.D.
8)

66.9±4.3 4.2±0.8 68.8±4.8 4.9±1.1

1)
Year: year of purchased for broodstock.

2)
TL: total length.

3)
BW: body weight.

4)
62 ㎥: volume of rearing tank.

5)
F: fe

detection. 8)S.D.: standard deviation of mean.
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Table 9. Change of sex distribution and fish size of E. bruneus reared in B tank during 2005 to 2

Rearing

tank (B)

Year
1) Initial (2005) Final (2006) I

TL
2)
(㎝) BW

3)
(㎏) Sex TL (㎝) BW (㎏) Sex

62 ㎥
4)

2002 99 13.2 F
5)

100 13.6 M
6)

0

115 19.8 F 115 19.9 F 0

2003 83 8.2 F 83 9.2 ND
7)

0

83 9.0 M 85 10.0 M 0

90 9.7 M 90 9.6 M 0

2004 82 8.2 F 85 8.9 F 0

Mean±S.D.
8)

92.0±13.0 11.4±4.5 93.0±12.4 11.9±4.3

1)
Year: year of purchased for broodstock.

2)
TL: total length.

3)
BW: body weight.

4)
62 ㎥: volume of rearing tank.

5)
F: fe

detection.
8)
S.D.: standard deviation of mean.
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Fig. 3. Change of sex ratios on broodstock of E. bruneus during the rearing

period.
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2) 기능적 수컷유도

(1) 17α-methyltestosterone 처리에 따른 기능적 수컷유도

2003년 3월 MT 2 ㎎/㎏ BW silastic capsule 처리에 의한 자바리 성 전환 유도에

서 조직학적 관찰 결과 실험 시작시 대조구의 생식소는 대부분의 주변인기 단계의

어린 난모세포가 분포하고 있었다(Fig. 4A). MT 처리 8주 후 실험어 생식소내에는

소엽내강과 기부의 수정관에 정자무리들로 가득차 있었다(Fig. 4B). 대조구의 생식

소는 시작시와 같은 주변인기 단계의 어린 난모세포들만 존재하였다(Fig. 4C). MT

처리 실험구에서 silastic capsule 삽입 14주 후에 복부를 압박하여 정액을 채정하였

으며, 그리고 17일 후에 다시 채정할 수 있었다(Fig. 4D).

2003년 호르몬 처리에 의한 배정이 확인된 개체는 4마리로 기능적 수컷유도는

66.7%이었다. 2004년 silastic capsule 삽입에 의한 기능적 수컷유도는 실험어 7마리

중 5마리에서 배정이 일어났으며, 2005년에는 실험어 5마리 중 3마리에서 배정이 이

루어졌다. 2006년에는 실험어 2마리 중 1마리에서 배정이 일어났다. 2003년부터

2006년까지 silastic capsule 삽입에 의한 기능적 수컷 유도는 전체 20마리의 실험어

중 13마리에서 배정되었다(Table 10).
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Fig. 4. Histological images of gonads of E. bruneus by implantation of silastic

capsule with 17α-methyltestosterone. A, Initial; B, 8 weeks later

implantation; C, 8 weeks later on control fish; D, extraction of semen

12 weeks later implantation. PO, perinucleolus oocyte; SZ, spermatozoa.
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Table 10. Induced spermiation of E. bruneus implanted with 17α-methyltestosterone

(MT 2 ㎎/㎏ BW)

Year
1)

TL
2)
(㎝) BW

3)
(㎏) MT (㎎) Spermiation ID number

2003 50 2.6 6 Y
4)

0637-F351

58 3.2 6 Y 0635-0030

59 3.1 6 N
5)

0636-586F

60 3.6 8 Y 0634-2E83

65 4.2 8 Y 0633-AAA8

66 3.6 8 N 0634-F4F3

2004 54 2.3 5 Y 063D-CD62

60 3.2 6 N 0642-DFC9

60 3.2 6 Y 0636-586F

62 3.2 6 Y 063D-E9EE

62 3.1 6 N 0633-4997

63 3.5 8 Y 063D-B5DC

68 4.3 8 Y 063D-9358

2005 63 3.4 6 N 063D-F5E4

63 3.5 6 N 063D-AEC2

64 4.1 8 Y 063D-E9EE

65 4.1 8 Y 063D-B5DC

69 3.4 6 Y 0642-DFC9

2006 59 3.3 6 Y 0634-E476

60 3.4 6 N 063D-915D

1)
Year: year of MT implantation performed.

2)
TL: total length.

3)
BW: body weight.

4)
Y: occurred of

spermiation.
5)
N: not occurred of spermiation.
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(2) 수컷유도 개체의 암컷 복귀율

2003년부터 2005년까지의 인위적 웅성화 유도에 따른 기능적 수컷개체는 총

11마리 중 2마리에서 암컷으로 복귀하여 배란이 일어났으며, 실험기간 동안 기능

적 수컷개체의 암컷 복귀율은 18.2%이었다.

2003년도 기능적 수컷유도 개체 4마리 중 1마리가 2004년도에 암컷으로 성이

복귀되었으며, 이 개체는 2006년도에 HCG 처리에 의한 배란유도가 이루어졌다.

2004년도 기능적 수컷유도 개체 5마리 중 1마리가 2005년도에 암컷으로 복귀하

여 2006년에 HCG 처리에 의한 배란유도가 이루어졌다(Table 11).
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Table 11. Revert to females in sex-changed males E. bruneus implanted with 17-

methyltestosterone (MT 2 ㎎/㎏ BW)

Year 2003 2004 2005 2006 Tag No.

Sex BW
1)

(㎏)

Sex BW

(㎏)

Sex BW

(㎏)

Sex BW

(㎏)

20032) M3) 1.8 F4) 2.2 F 3.1 F 3.7 0637-F351

M 3.2 M 3.3 M 4.0 M 4.0 0635-0030

M 3.2 M 3.5 M 3.5 D
5)

- 0634-2E83

M 4.2 M 5.2 M 6.6 M 8.3 0633-AAA8

2004
2)

M 2.3 F 2.7 F 2.9 063D-CD62

M 3.1 M 3.1 M 3.1 0633-4997

M 3.2 M 3.3 ND6) 4.2 0636-586F

M 3.2 M 3.5 M 4.7 063D-E9EE

M 3.5 M 4.1 D - 063D-B5DC

M 4.3 M 4.4 ND 5.0 063D-9358

2005
2)

M 3.4 M 3.9 0642-DFC9

1)
BW: body weigh.

2)
Year of MT implantation performed.

3)
M: male.

4)
F: female.

5)
D: died.

6)
ND: no detection.
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3. 동결보존 정자의 수정 능력

1) DMSO 농도에 따른 동결정자의 수정 능력

DMSO 5.0%, 7.5%, 10.0% 농도 실험구의 수정률은 각각 99.5±0.8%, 99.5±0.7%,

99.6±0.6%로 대조구의 수정률 100%와 유사하여 DMSO 농도에 따른 동결정자의

수정률은 유의차가 없었다(P>0.05, Fig. 5A).

DMSO 농도에 따른 수정란의 부화율은 대조구에서 89.1±1.4%로 다른 실험구에

비해 가장 낮았고(P<0.05), 5.0%, 7.5%, 10.0% 실험구의 부화율은 각각 96.2±2.3%,

95.3±3.6%, 96.6±1.8%로 유사하였다(P>0.05, Fig. 5B).

정상 개체율은 대조구와 DMSO 5.0% 실험구에서 각각 98.4±0.5%, 97.8±0.1%

로 유의차가 없었으며(P>0.05), DMSO 7.5%, 10.0% 실험구는 각각 97.2±0.6%,

95.9±0.2%로 대조구에 비해 정상 개체율이 낮았다(P<0.05, Fig. 5C).
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Fig. 5. Ability of fertilization of frozen-thawed semen that frozen with three

DMSO concentrations levels. A, Fertilization rates; B, Hatching rates

C, Normality. Small letters indicate significant differences at P<0.05.

Vertical bars denote standard errors of means.
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2) 보존기간에 따른 동결정자의 수정 능력

동결정자 보존기간 3년, 2년, 2일에 따른 수정률은 각각 66.8±1.8%, 78.5±14.8%,

99.6±0.6%로 2일 동결처리 실험구에서 가장 높았다(P<0.05). 대조구인 신선정액

실험구는 100%로 2일 실험구와 유의차가 없었다(P>0.05, Fig. 6A).

동결정자 보존기간에 따른 수정란 부화율은 3년, 2년 실험구에서 각각 82.0±

12.9%, 79.3±0.6%로 유의차가 없었으며(P>0.05), 2일 실험구와 대조구도 각각

96.6±1.8%, 91.1±3.6%로 유사하였다(P>0.05). 그러나 대조구와 2일 실험구는 3년

과 2년 실험구에 비해 높게 나타났다(P<0.05, Fig. 6B).
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Ⅳ. 고 찰

성 전환

자바리는 바리과에 속하는 자성선숙형 자웅동체 어종이다. 바리과 어류의 성 특

성은 사육환경 조건에 따라 성이 제어된다. orange-spotted grouper E. coiodes는

대형의 암컷을 소형의 암컷과 함께 사육하면 대형의 암컷에서 수컷으로 성 전환

이 일어난다(Quinitio et al., 1997). 실내수조내에 붉바리 E. akaara의 암･수 성비

가 같은 경우에 수컷 크기가 암컷보다 크면 암컷에서 수컷으로 성 전환이 억제

되지만, 암컷과 수컷의 크기가 비슷하면 암컷이 수컷으로 성 전환이 일어난다(野

上･福永, 1990).

바리과 어류에서 성 전환이 일어나는 시기는 어종에 따라 다르게 나타나는데,

red grouper E. morio는 사육수조에서 생후 9년, 체중 11 ㎏ 전후에서 성 전환이

일어나고, dusky grouper E. marginatus는 생후 9～16년, 체중 6～10 ㎏에 성 전

환이 일어난다(Moe, 1969; Chauvet, 1988; Randall and Heemstra, 1991; Glamuzian

et al., 2000). 능성어 E. septemfasciatus는 체중 6 ㎏ 이상, malabar grouper E.

salmonoides는 부화 후 5년 이상, 체중 6 ㎏(체장 60～70 ㎝) 이상에서 성 전환

이 일어난다(Tang et al., 1979; Tshchihashi et al., 2003a). 붉바리 E. akaara는

체장 25 ㎝ 이상, 체중 500 g 이상에서 수컷의 비율이 증가하기 시작하면서 성

전환이 일어나지만, 사육수조에 전 개체를 수컷으로 수용하여 사육할 경우 암･수

성비 불균형에 의하여 수컷에서 암컷으로 성 전환이 일어난다(Hamamoto et al.,

1986; Lee et al., 1998).

이 연구에서 실내사육 자바리의 경우, 암컷에서 수컷으로 성 전환은 전장이 6

3～99 ㎝, 체중은 4.4～13.2 ㎏ 사이에서 일어났다. 어체중에 따른 암･수 분포는

5 ㎏ 이하의 개체 25마리 중 암컷 개체가 19마리로 대부분 암컷의 성 특성을 보

였지만, 어체중 5 ㎏ 이상의 개체 19마리 중 수컷이 9마리로 암컷에 비해 높게

나타났다. 따라서 제주산 자바리의 경우 실내 사육수조에서 성 전환이 일어나는

시기는 5 ㎏ 이상에서 성 전환이 일어나는 것으로 추정할 수 있다. 그러나 실내
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수조에서 1년간 미성숙 개체 12마리(1.5～3.0 ㎏)를 혼합하여 사육한 경우 암컷으

로 성숙된 개체가 3마리, 수컷으로 성 전환이 일어난 개체는 1마리였다. 이와 같

이 자바리의 성 특성은 실내수조내 암･수 성 분포 환경에 의하여 성 전환이 조

절될 수 있다는 것을 암시한다. 앞으로 실내수조에서 자바리의 성 전환 요인에

대한 지속적인 연구가 필요할 것으로 생각된다.

능성어 E. septemfasciatus, dusky grouper E. marginatus와 같이 대형의 크기

에서 성 전환이 일어나는 바리과 어류를 대상으로 육상수조 사육과정에서 자연

적 성 전환이 일어난 수컷을 확보하기가 쉽지 않다. 이와 같은 문제점을 해결하

기 위하여 소형 암컷에 웅성호르몬을 투여하여 인위적으로 성 전환을 유도하는

연구들이 진행되고 있다(Chen et al., 1977; Tukashima and Kitajima, 1983:

Chao and Chow, 1990; Tsuchihashi et al., 2003a). 바리과 어류의 성 전환 유도

에는 웅성호르몬인 MT가 주로 사용되며, 처리방법과 처리농도는 다양하다. 경구

투여 방법을 이용한 성 전환 유도는 greasy grouper E. tauvina가 1년에 MT

145 ㎎/㎏ BW과 7개월에 MT 120 ㎎/㎏ BW로 처리했을 때 성 전환 되었고, 능성

어 E. septemfascitus는 MT 1 ㎎/㎏ BW를 1일 1회 73일간 경구투여 했을 때 성 전

환이 유도되었다(Chen et al., 1977; Tukashima and Kitajima, 1983; Chao and

Chow, 1990). 복강 또는 근육 내 주사방법을 이용한 성 전환 유도는 orange-spotted

grouper E. suillus가 MT 30 ㎎/㎏ BW을 격주로 6회 주사하였을 때 성 전환이 이루

어졌고, greasy grouper E. tauvina는 MT 0.5 ㎎/㎏ BW의 silastic capsule을 제작

하여 근육에 삽입했을때 4개월 후 기능적 수컷으로 유도되었다(Chao and Lim,

1991; Tan-Fermin et al., 1994). 능성어 E. septemfascitus는 MT 1.0 ㎎/㎏ BW

과 4.0 ㎎/㎏ BW 농도의 silastic capsule을 복강에 삽입했을때 2개월 후에 배정

이 이루어졌고, MT 1.0～2.0 ㎎/㎏ BW의 silastic capsule을 복강에 삽입했을때와

MT 0.5～2 ㎎/㎏ BW을 주사했을때 성 전환 유도가 가능하였다(Tsuchihashi et

al., 2003a; Song, 2004). Honeycomb grouper E. merra는 산란시기에 방향화효소억

제물질 fadrozole 1.0 ㎎/㎏ BW silastic capsule을 삽입한 후 24일째 기능적 수컷으

로 성 전환이 이루어졌다(Alam et al. 2006).

자바리의 경우 기능적 수컷은 MT 2.0 ㎎/㎏ BW 농도의 silastic capsule을 복강

내 삽입 후 12주 째부터 배정되었으며, 실험기간동안 수컷유도는 총 20개체 중 13개
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체에서 정액을 얻을 수 있었다. 수컷유도 개체 중 일부 개체에서 성 전환이 이루어

지지 않은 이유는 MT 처리 과정에서의 silastic capsule 내의 호르몬 유출 또는 삽

입과정에서 silastic capsule이 체외로 빠져나가 호르몬이 작용하지 못한 것으로 생

각된다.

기능적 수컷유도로 성 전환된 개체들 중 2개체는 호르몬 처리 2～3년 후에 암컷으

로 복귀하였다. 이와 같은 개체들은 대부분 미성숙 시기(1.8～2.3 ㎏)에 호르몬을 처

리한 개체들이었다. 미성숙 시기에 MT silastic capsule을 처리한 개체에서 암컷으로

의 복귀는 silastic capsule에 들어 있는 웅성호르몬이 체내에 지속적으로 작용하다가

MT가 없어지자 암컷으로 복귀된 것으로 판단된다. 이것은 MT 경구투여 또는 주사방

법에 의하여 성 전환된 개체가 다음 산란시기에 수컷으로 지속되지 않고 암컷으로

복귀된다는 연구결과와 일치한다(Marino et al., 2000; Sarter et al., 2006).

동결보존 정자의 수정 능력

정자 동결보존 방법은 어류의 방란, 방정시기 및 성비의 불균형, 또는 자웅동

체어에서 수컷 확보가 어려운 경우에 문제점들을 해결할 수 있는 하나의 방법이

다. 정자 동결보존에는 여러 종류의 희석액과 동해방지제가 사용되고 있다(Chao

et al., 1975; Bolla et al., 1987; Gwo et al., 1991; Babiak et al., 1995).

어류 정자 동결보존에 사용하기 위한 희석액은 삼투압 농도 차이가 어류의 정

자 삼투압 농도와 유사하여 정자 활성을 억제해야 되고, 성분도 정장의 이온 조

성과 유사해야 한다(Jamieson, 1991). Atlantic croaker Micropogonias undulatus

의 정자 동결보존에는 NaCl, glucose 및 sucrose를 적정하게 혼합한 희석액을 사

용하였고, atlantic halibut Hippoglossus hippoglossus는 Mounib's solution과 해

산어류 Ringer's solution을 사용하였을 때 좋은 효과가 있었다(Bolla et al., 1987;

Gwo et al., 1991). Black grouper E. malabaricus는 150 mM NaCl과 해산어류

Ringer's solution에서 정자의 운동성이 높았다(Gwo, 1993).

바리과 어류의 정자 동결보존에 사용된 희석액으로서 능성어 E. setemfasciatus

의 정자 동결보존에 5% glucose와 해수어류용 링거액을 사용했을 때와 신선정액

을 사용한 수정란의 수정률과 부화율은 차이가 없었다. 이와 같은 결과는 해수어

류용 링거액의 삼투압 농도와 pH가 각각 350 mOsm/kg와 pH 7.39로 능성어 E.
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setemfasciatus 혈장내 삼투압 농도 395 mOsm/kg, pH 7.30과 유사하였기 때문

이다(Song, 2004).

동해방지제는 glycerol, DMSO와 methanol이 주로 사용되고 있다(Gwo and

Arnold, 1992; Lim and Chang, 1998; Zhang et al., 2003). DMSO는 세포내로 투

과속도가 빠르고, 냉동이나 해동과정에서 정자 활성에 미치는 영향이 적어 넙치

Paralichthys olivaceus, turbot Scophthalmus maximus 등 대부분의 해산어류에 사

용되고 있다(Dreanno et al., 1997; Zhang et al., 2003). Black grouper E. malabaricus

는 동해방지제로 20.0％ DMSO를 사용했을때 glycerol이나 methanol을 사용했을때

보다 정자 운동성이 활발하였다(Gwo, 1993). 능성어 E. septemfascitus의 정자 동

결보존에서도 5.0％ DMSO가 난황성분이 들어있는 test yolk buffer보다 해동정자

의 수정 능력이 높았다(Song, 2004).

자바리인 경우 각기 다른 DMSO 농도(5.0％, 7.5％, 10.0％)에 따른 정자 동결

후 해동 정자를 사용한 수정란의 수정률과 부화율에 있어 DMSO 농도에 따른

유의차는 없었다. 정상개체 발생률은 신선정액을 사용한 대조구의 경우 98.4%인

반면, 해동정자를 사용한 인공수정란에서의 정상개체 발생률은 97.8～95.9%로 대

조구보다 낮게 나타났다. 이와 같이 해동정자를 사용한 인공수정란에서 비정상개체

발생은 정자의 동결과 해동과정에서 유전적 변화가 일어나 자어의 기형을 초래하고

있다(Julia et al., 2004; Miskolczi et al., 2005). 초어 Ctenopharyngodon idellus에서

DMSO의 농도에 따른 해동정자의 기형발생률은 동해방지제의 농도가 높을수록 기형

발생률이 높게 나타났으며, 이것은 동결보존에 따른 정자의 유전적 변화에 기인하는

것으로 추정하고 있다(Dang et al., 2006).

동결정자 보존기간에 따른 수정 능력은 3년 보존 실험구에서 수정률과 부화율

이 각각 66.8%와 82.0%로 대조구보다 낮았으나, 다른 어종들의 신선정액을 사용

한 수정률 또는 부화율 보다 높았다(Gwo, 1993; Zhang et al., 2003; Dang et al.,

2006). 따라서 자바리 정자의 장기 보존 방법으로 해수어류용 링거액과 10.0％ 이

하의 DMSO를 사용한 동결보존 정자는 종묘생산시 인공수정용으로 사용 가능할

것으로 생각되나, 비정상 개체 발생 및 장기간 동결보존 했을 때 수정률 및 부화

율이 떨어지는 문제점을 해결하기 위해서 자바리에 가장 적합한 희석액과 동해

방지제에 관한 보다 많은 연구가 필요할 것으로 생각된다.
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제 2장 난 성숙 유도에 따른 채란과 수정란 및 자･치어 발달

Ⅰ. 서 론

자바리의 안정적 종묘생산을 위해서는 양질의 수정란을 언제든지 충분히 확보

할 수 있는 어미의 성 성숙 제어 관리가 우선되어야 한다. 어류 수정란을 확보하

는 방법은 실내사육 수조에서 자연산란을 유도하는 방법과 사육환경 조절 및 호

르몬 처리에 의한 채란된 난을 인공수정시켜 인위적으로 수정란을 얻는 방법으

로 나눌 수 있다.

바리과 어류의 수조내 산란행동 습성은 암･수가 함께 수면 위로 솟아올라 부

딪치면서 방란･방정 하는 종 특이성을 가지고 있다(濱本 等, 1986; Manabe and

Kasuga, 1988; 照屋 等, 1992). 일반적으로 사육환경 조건에서 산란행동 제한은

산란된 난의 불균질로 인하여 수정률과 부화율이 낮게 나타나고 있다(Hussain

and Higuchi, 1980; Lim et al., 1990; Hassin et al., 1997). 이와 같이 산란된 난

의 불균질한 문제점은 적정 호르몬 처리로 배란을 유도하여 해결하고 있다. 능성

어 E. septemfasciatus의 경우 HCG 500 IU/㎏ BW로 투여하여 최종 난 성숙과

배란을 유도하였다(Song, 2004).

어류의 생식주기 특성은 서식환경에 적응하는 번식 전략으로서 수온, 광주기,

조석 그리고 달주기 등에 영향을 받는다(Baek and Lee, 1985; Lim et al., 1990;

Rasem et al., 1997; Lee et al., 2002). 어류 생식소의 성숙 발달을 유도하는 각각

의 환경요소들은 단독 작용보다 상호 보완적으로 작용하며, 종에 따라 그 범위가

각각 다르게 나타난다(Donaldson and Hunter, 1983; Baek and Lee, 1985; Kim and

Hur, 1991).

어류의 초기 발생은 자어에서 치어로 발달하는 과정에 다양한 형태적 발달 과

정을 가진다. 바리과 어류의 자･치어시기 형태적 특징은 등지느러미 제2극(棘)과

배지느러미 극이 특이하게 신장, 발달하고 나서 치어로 성장하는 변태과정을 가지
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고 있다(Johnson and Keener, 1984; Kitajima et al., 1991; Sawada et al., 1999;

Sugama and Ikenoue, 1999). 이와 같은 종 특이적인 지느러미의 형태적 특성은

바리과 어류의 종묘생산과정에 초기 자어 사육밀도 관리에 있어 중요 요소 중의

하나가 된다.

어류 종묘생산에 있어서 상품성을 저하 시키는 원인 중에 하나가 형태이상 개

체의 발생이다. 이와 같은 형태이상 개체의 정확한 발생 원인은 아직 불분명하지

만 영양, 사육환경, 또는 유전학적 문제 등으로 발생한다(Paperna, 1978; Piron,

1978; Haya, 1989, Weis and Weis, 1989; Wiegand et al., 1989; Caris and Rice,

1990; Hinton et al., 1992; Cahu et al., 2003). 그리고 척추 형태이상은 부레 결손

이나 부레는 형성되어 있지만 팽창되지 않는 원인으로 인하여 발생한다(Kitajima

et al., 1994; Chatain, 1994; Andrades et al., 1996).

이 연구는 자연 광주기 조건에서 지하해수의 수온 특성을 이용하여 조기 성 성

숙 유도 가능성을 탐색하였고, 호르몬 처리에 따른 배란유도와 인공 수정란의 난

발생, 자･치어의 형태 발달, 그리고 형태이상 개체의 골격계를 X-ray 영상과 투

명골격표본을 이용하여 형태학적으로 조사하였다.
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Ⅱ. 재료 및 방법

1. 난 성숙과 배란 유도

1) 실험어 사육관리

자바리의 인위적 난 성숙 유도는 자연해수와 지하해수를 혼합하여 사육한 혼

합수 실험구와 조기 성 성숙 유도를 위하여 지하해수만을 이용하여 사육한 지하

해수 실험구로 설정하였다. 혼합수 실험구는 2004년 10월부터 2005년 6월까지 겨

울철 먹이 섭식을 원활히 하고, 일정 수온(16.0±1.0℃) 이상을 유지하기 위한 모

래여과된 자연해수와 제주도 지하해수(17～18℃)를 혼합한 해수를 이용하여 사육

하였다. 지하해수 실험구는 2005년 12월부터 2006년 4월까지 제주도 지하해수만

을 이용하여 사육하였다.

혼합수 실험구 실험어는 24마리로서 전장 62～99 ㎝(평균 70.9±9.9 ㎝), 체중

3.1～13.2 ㎏(평균 5.4±2.6 ㎏) 이었다. 지하해수만을 이용한 성 성숙 유도 실험어

는 모두 16마리로서 전장 52～67 ㎝(평균 59.3±4.2 ㎝), 체중 2.9～4.8 ㎏(평균

3.5±0.5 ㎏) 이었다.

실험어 관리는 유수식(12～16회전/일)으로 사육하였으며, 사육수온은 매일 오전

10시에 수온염분측정기기(560YMD YSI, USA)를 이용하여 측정하였다. 광주기는

자연조건의 광주기를 이용하였다.

2) cannulation을 이용한 난 성숙도 조사

자바리의 생식소 발달 상태를 확인하기 위한 난모세포의 성숙도 조사는 혼합

수 실험구와 지하해수 실험구의 실험어를 cannulation 방법으로 조사하였다. 실

험어는 2-phenoxyethanol 300 ppm에서 마취하여 생식공 내 cannula 삽입이 가

능한 개체를 대상으로 자체 제작한 내경 1.0 ㎜, 외경 2.0 ㎜인 폴리에틸렌 재질

의 튜브를 이용하여 생식소 내 난모세포를 채취하였다(Fig. 7).
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난모세포의 크기 측정은 cannulation에 의해 채취된 각 개체의 생식소내 난모세

포들을 profile projector에 투영시킨 후 digimatic vernier caliper (CD-20C, Japan)

로 측정하였다.

3) HCG 처리에 따른 난 성숙과 배란 유도

난모세포의 최종 성숙과 배란은 혼합수 실험구와 지하해수 실험구 실험어 중

cannulation이 가능한 개체를 대상으로 호르몬을 처리하여 유도하였다(Fig. 7).

호르몬 처리는 HCG를 생리식염수에 용해 후 500 IU/㎏ BW로 실험어 등 근육

제1극조 아래 1 ㎝ 부분에 1회 주사하였다(Table 12, 13). 호르몬 주사 후 48시간

이후 복부를 강하게 압박하여 배란된 난을 인위적으로 채란하였다.
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A B

C D

Fig. 7. Serial view images of cannulation with HCG injection. A, Anesthetization;

B, Measuring and identification; C, Cannulation; D, HCG (500 IU/㎏ BW)

injection.
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Table 12. Fish size and dosage of HCG for ovulation induction in the mixing

seawater group

TL
1)
(㎝) BW

2)
(㎏) Dosage of HCG

3)
ID. Tag No

62 3.1 1,500 IU 063D-E6C4

64 3.6 1,800 IU 0643-66BB

64 4.3 2,100 IU 0634-EEEC

65 4.1 2,000 IU 063D-9AD9

65 4.4 2,200 IU 0633-3A73

65 4.5 2,200 IU 063D-85E2

66 4.0 2,000 IU 0634-4BEF

67 4.6 2,300 IU 063D-95FF

72 4.6 2,300 IU 0634-CD67

73 6.2 3,100 IU 0633-B2A3

74 5.6 2,800 IU 0634-34B3

75 5.3 2,600 IU 0636-5863

82 8.2 4,100 IU 063D-B39C

99 13.2 6,600 IU 0634-F69B

70.9±9.9
4)

5.4±2.6

1)
TL: total length.

2)
BW: body weight.

3)
Injection HCG 500 IU/㎏ of body weight.

4)
Mean±standard

deviation of mean.
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Table 13. Fish size and dosage of HCG for ovulation induction in the

underground seawater group

TL
1)
(㎝) BW

2)
(㎏) Dosage of HCG

3)
ID. Tag No.

52 3.0 1,500 IU 063D-8E1C

56 3.6 1,800 IU 063D-B5D9

57 3.2 1,600 IU 063D-CD62

57 2.9 1,400 IU 0642-F243

58 3.0 1,500 IU 063D-BAFA

59 3.3 1,600 IU 0634-E476

59 3.8 1,900 IU 0643-3603

60 3.3 1,600 IU 063D-A16E

60 3.5 1,700 IU 063D-9A68

60 3.6 1,800 IU 063D-F2CC

60 3.7 1,800 IU 0637-F351

62 3.2 1,600 IU 0643-37D0

64 3.5 1,700 IU 063D-97CA

66 3.8 1,900 IU 063D-8BC0

67 4.8 2,400 IU 063D-E9EE

59.3±4.2
4)

3.5±0.5

1)TL: total length. 2)BW: body weight. 3)Injection HCG 500 IU/㎏ of body weight. 4)Mean±standard

deviation of mean.
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2.채란과 부화

1) 채란과 수정

인공수정은 HCG 호르몬 처리에 의해 채란된 난 500 g과 MT 처리로 유도된

수컷 및 실내사육수조에서 자연적 성 전환된 수컷에서 얻은 정액을 0.2～0.5 mL

비율로 혼합한 후 해수를 조금씩 첨가하였다. 수정된 수정란은 20 L 수조에 넣

고 약 1시간 경과 후 부상란만을 수거하여 1.0 ton 유수식 수조에 설치된 네트

(직경 70 ㎝, 높이 80 ㎝)에 수용하였다(Fig. 8).

수정란의 난경은 수정 2시간 후 부상란 100개를 profile projector에 투영시킨

후 digimatic vernier caliper로 측정하였다. 각 개체별 수정률은 수정란 100개 중

정상발생중인 수정란을 계수하여 구하였다.

2) 난 발생

인공수정 후 수정란의 난경 및 유구경 그리고 시간 경과에 따른 발생 과정을

조사하였다. 실험구는 22.0℃와 25.0℃로 설정하였으며, 광학현미경과 만능투영기

를 이용하여 관찰하였다. 수정후 발생속도는 2세포기, 16세포기, 포배기, 배체형

성, Kuffer's vesicle 출현 및 안포출현 배체형성까지 각 발생단계가 50% 이루어

졌을 때를 기준으로 하였다. 수정란은 1 L 비이커에 수용하여 3반복 실험하였다.

3) 염분에 따른 부화율

염분에 따른 수정란의 특성을 조사하기 위하여 정상해수(34.0 psu)와 28.0 psu,

24.0 psu, 18.0 psu 해수를 제조하여 염분에 따른 수정란의 부화율에 미치는 영

향을 조사하였다. 수정란은 각 실험구별로 100 mL 비이커에 50개의 수정란을 수

용하였으며, 염분에 따른 부화율의 유의성 검정은 ANOVA-test를 실시하여

Duncan's multiple range test (Duncan, 1955)로 평균간의 유의성을 검정하였다.
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A B

C D

E F

Fig. 8. Serial view images of artificial ovulation and fertilization. A, Anesthetized

mature female; B, Egg stripping; C, Eggs weighting; D, Fertilization

(1×10
6
eggs and 0.2～0.5 mL by semen); E, Collection of floating eggs

after fertilization; F, Floating eggs for hatching.
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3. 자･치어 형태 발달

1) 자･치어 발달

자‧치어의 형태발달은 부화 직후부터 성체의 형태를 나타내는 부화 후 92일까지

3～5일 간격으로 10마리 내외의 자어를 MS 222 (3-aminobenzoic acid ethyl ester,

Sigma Co., USA)에 마취시킨 후, profile projector로 측정하였다.

(1) 난황흡수와 개구시간

자바리 자어의 난황 흡수율 및 개구시간은 항온항습실을 이용하여 수온 22.0±

0.5℃ 조건에서 조사하였다. 난황흡수율은 20 L의 아크릴 수조에 2,000～3,000개

의 수정란을 수용한 후 부화된 자어를 대상으로 조사하였다. 난황 및 유구의 흡

수는 사육중인 자어를 대상으로 24시간 간격으로 5～10마리씩을 표본 추출하여

MS 222로 마취시킨 후, profile projector로 측정하였다. 난황 및 유구의 용적은

Blaxter and Hempel (1963)의 방법에 따라 계산하였다.

난황용적=π/6×Ih
2
(I: 난황장경, h: 난황단경)

유구용적=π/6×d3 (d: 유구경)

자어의 개구시간은 난황 흡수율과 동일한 방법으로 조사하였고, 개구시간은 자

어 중 약 80% 이상이 개구된 시점을 기준으로 판정하였다.

(2) 부화자어의 전장과 입 크기

자어의 입 크기(d)는 자어의 상악장 크기(UJL, Upper jaw length)를 기준으로

설정한 Shirota (1970)의 방법에 따라 d= ×UJL의 식으로 구하였다. 자어의

전장과 상악장 및 항문장 크기는 부화 후 24시간 간격으로 10마리 내외의 자어

를 MS 222에 마취시킨 후, profile projector로 측정하였다.

입 크기는 Shirota (1970)의 방법에 따라 자어의 개구각 90°, 45°, 0°를 각각

100, 50, 0%의 개구율로 가정할 때 개구율이 100%, 75%, 50%일 때의 입 크기를

각각 d, 0.75d, 0.5d로 구하였다.
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(3) 등지느러미와 배지느러미 극(棘)

등지느러미와 배지느러미 극 변화는 변태를 시작하는 부화 후 11일부터 변태

완료시기인 부화 후 48일까지 3～5일 간격으로 10마리 내외의 자어를 MS 222에

마취시킨 후, profile projector로 측정하였다.

2) 이형 발달

(1) 실험어

형태이상 개체의 형태학적 조사는 부화 후 50일 이상된 인공산 자바리 치어

중 외부 형태이상을 보이는 600마리를 대상으로 목덜미(nape) 부분의 함몰, 등지

느러미 부분의 함몰, 복부의 돌출 또는 함몰 그리고 척추골 형태이상 등 육안적

으로 구분하였다. 외부 형태이상 구분은 목덜미, 복부, 척추 중 어느 한 부분이

형태이상인 단일형과 2개소 이상인 복합형으로 구분하였다.

(2) 조사방법

복합적으로 형태이상이 발생된 개체 중 41마리를 무작위로 선별하여 X-ray 투

과영상기(KXO-50G, Toshiba, Japan)를 이용한 X선 조사와 투명골격표본을 제작

하여 골격계 이상 유무를 조사하였다.

투명골격표본 제작은 Williams (1941)의 방법을 응용하여 골격표본을 제작하였

다. 골격염색은 먼저 포르말린에 고정된 표본을 개체 식별을 위하여 표본에 라벨

부착 후 흐르는 물에 1일간 수세하였다. 수세 후 표본은 전처리 과정으로서 비

늘, 내장 등을 제거하였다. 이후 표본은 1차적으로 연골염색을 실시하였다. 연골

염색은 연골염색시약(70 mL Ethanol + 30 mL Acetic acid + Alcian blue 20 ㎎)

으로 6～12시간 실시하였다. 연골염색이 끝난 표본은 포화 Boric acid에서 중화

시키고 나서 5% KOH 용액에 넣어 5～7일간 1차 투명화 과정을 진행하였다. 이

후 경골염색용 시약(5% KOH+Alizarin red 적량)으로 12～48시간 경골염색 후

0.5% KOH 수용액으로 완전 투명화 과정을 진행시키고 나서 글리세린으로 치환

하여 보존하였다. 투명골격 표본은 해부현미경(Zeiss, Germany)을 이용하여 골격

이상 유무를 조사하였다.

형태이상 개체를 대상으로 척추골의 수와 등지느러미와 뒷지느러미의 기조수
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를 조사하였다. 또한 형태이상 개체의 골격계 조사는 중추골격 중 척주(vertebral

column)의 형태이상 및 부속지골격 중 등지느러미와 뒷지느러미의 담기골 형태이

상을 조사하였다. 특히, 척주 형태이상으로는 척주만곡, 척추골 유착, 신경극(neural

spine) 및 혈관극(haemal spine)의 만곡 등을 조사하였다. 척주를 척주 전반부(척추

골 1～8), 척주 중반부(척추골 9～16), 그리고 척주 후반부(척추골 17～24)의 3부분

으로 구분하여 형태적 이상 유무를 조사하였다.
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Ⅲ. 결 과

1. 난 성숙과 배란 유도

1) 실험어 사육관리

자연조건에서 성 성숙 유도 및 배란을 유도하기 위하여 모래여과된 자연해수

와 지하해수를 일정 비율로 혼합한 혼합수를 유수식으로 사육한 혼합수 실험구

의 수온은 15.9～22.8℃(평균 17.6±2.0℃)이었으며, 월 평균 최저 수온은 2005년 1

월에 16.2℃, 최고 수온은 2004년 10월에 19.7℃이었다(Fig. 9).

2005년 12월부터 2006년 4월까지 지하해수를 단독으로 이용하여 유수식으로

사육한 지하해수 실험구의 수온은 17.0～22.7℃(평균 17.4±1.6℃)이었으며, 월 평

균 최저 수온은 2006년 1월에 17.4℃, 최고 수온은 2005년 10월에 21.8℃이었다

(Fig. 10).
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Fig. 9. Monthly changes of rearing water temperature and photoperiod of mixing

seawater group. (-□-), Natural-and-underground mixing seawater

temperature; (-●-), Natural seawater temperature; (―), photoperiod.
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Fig. 10. Monthly changes of rearing water temperature and photoperiod of

underground seawater group. (-□-), underground seawater temperature;

(-●-), Natural seawater temperature; (―), photoperiod.
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2) cannulation을 이용한 난 성숙도 조사

혼합수 실험구의 경우 2005년 3월 29일에 cannulation 방법에 의한 생식소 발달

을 조사한 결과 조사 개체 5마리 모두 cannulation을 할 수 없었다. 그러나 6월 20

일의 생식소 발달을 조사한 결과 24개체 중 14개체에서 cannulation이 가능하였

으며, 난모세포의 평균 크기는 277～520 ㎛이었다. Cannulation이 가능한 개체의

난모세포 분포는 400 ㎛ 이하의 난모세포를 가지는 개체가 21.4％, 400～600 ㎛

사이의 난모세포를 가지는 개체가 11개체로 78.6％이었다(Table 14).

지하해수 실험구의 경우 2006년 3월 15일 cannulation에 의한 생식소 발달을

조사한 결과는 5마리 중 3마리에서 cannulation이 가능하였으며, 난모세포의 평

균크기는 462～480 ㎛이었다. 2006년 4월 25일의 성 성숙도 조사 결과는 15마리

중 10마리에서 cannulation이 가능하였으며, 난모세포의 평균크기는 421～520 ㎛

이고, 난모세포의 크기 분포는 400～600 ㎛ 사이의 난모세포를 갖는 개체가

100%이었다(Table 14).
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Table 14. Distribution of oocytes size by cannulation in mixing and underground seawater groups o

Experimental

group

Date Number of

fish

NICP
1) Distribution of oocyte size (%)

200-299 ㎛ 300-399 ㎛ 400-499 ㎛

Mixing

seawater

Mar. 29 5 0 - - -

Jun. 20 24 14 7.1 14.3 42.9

Underground

seawater

Mar. 15 5 3 0 0 100

Apr. 25 15 10 0 0 70.0

1)
NICP: Number of individual of cannulation performed.
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3) HCG 처리에 따른 난 성숙 및 배란 유도

(1) 혼합수에서의 난 성숙 및 배란 유도

2005년 6～7월 사이에 cannulation이 가능한 실험어 14마리(평균 난경 277～

520 ㎛)에 HCG 500 IU/㎏ BW 농도로 등 근육에 1회 주사 후 48시간 이후의 배

란 유도 결과는 14마리 중 9마리에서 배란이 일어나 평균 배란율이 64.3%이었

고, 배란된 난의 부상률은 50.3～84.7%(평균 69.1±5.6%)이었다(Table 15).

(2) 지하해수에서의 난 성숙 및 배란 유도

2005년 12월부터 지하해수만을 이용하여 사육한 실험구의 실험어 15마리 중

2006년 4월에 cannulation이 가능한 10마리(평균 난경 421～520 ㎛)를 대상으로

HCG 500 IU/㎏ BW 농도로 등 근육에 1회 주사 후 48시간 이후의 배란 유도 결

과는 7마리에서 배란이 일어나 평균 배란율은 70.0%이었고, 배란된 난의 부상률

은 61.2～97.0%(평균 84.4±4.3%)이었다(Table 16).

(3) 적정 호르몬 처리 시기

생식소내 난모세포의 크기가 각각 다른 개체에 HCG 500 IU/㎏ BW 농도로

투여할 경우 48시간 이후 400 ㎛ 이하의 난모세포를 가지는 개체에서는 배란이

전혀 이루어지지 않았지만, 400 ㎛ 이상의 난모세포를 가지는 개체에서는 정상적

으로 배란이 이루어졌다(Fig 11).
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Table 15. Composition of oocyte size in ovary before HCG injection and ovulated egg with HCG i

mixing seawater
1)
cultured broodstock in 2005

Date TL
2)
(㎝) BW

3)
(㎏) OSB

4)
(㎛) Striped eggs after HCG (500 IU/kg BW)

injection

WOE
5)
(g) WFE

6)
(g)

Floating rate

(％)

Jun. 22 62 3.1 459±97.3 182 91 50.3

64 3.6 503±22.7 240 166 69.2

64 4.3 498±21.1 283 183 64.7

65 4.1 277±85.6 0 - -

65 4.4 510±35.5 866 528 61.0

65 4.5 520±33.1 668 406 60.8

66 4.0 457±32.0 0 - -

67 4.6 473±36.0 0 - -

72 4.6 450±42.3 196 196 84.7

72 5.6 505±49.1 1,005 839 83.5

73 6.2 501±23.6 542 418 77.1

75 5.3 386±51.9 0 - -

82 8.2 456±24.9 403 286 71.0

99 13.2 358±66.7 0 - -

1)Mixing seawater: natural seawater-and-underground seawater mixed. 2)TL: total length. 3)BW: body weight. 4)OSB: o

HCG injection. 5)WOE: weight of ovulate egg. 6)WFE: weight of floating egg.
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Table. 16. Composition of oocyte size in ovary before HCG injection and ovulated egg with HCG

underground seawater cultured broodstock in 2006

Date TL
1)
(㎝) BW

2)
(㎏) OSB

3)
(㎛)

Eggs striped after HCG (500 IU/kg BW)

injection
I

OEW
4)
(g) FEW

5)
(g)

Floating rate

(％)

Apr. 27 52 3.0 518±39.5 200 170 85.0 0

56 3.6 520±42.8 178 166 93.3 0

57 3.2 495±47.8 121 100 82.6 0

58 3.0 520±38.1 184 156 84.8 0

59 3.8 455±94.0 230 223 97.0 0

60 3.3 496±65.2 536 328 61.2 0

60 3.5 468±69.2 0 - - 0

60 3.6 432±64.6 0 - - 0

60 3.7 487±52.6 372 324 87.1 0

62 3.2 421±66.2 0 - - 0

1)
TL: total length.

2)
BW: body weight.

3)
OSB: oocyte size in ovary before HCG injection.

4)
OEW: weight of ovulate eg

floating egg.
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Fig. 11. Comparison of ovulation rates with HCG 500 IU/㎏ BW injection by

different oocyte sizes in ovary.
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2. 채란과 부화

1) 채란과 수정

혼합수를 이용하여 사육한 실험어 24개체 중 2005년 6월 22일에 9개체에서 배란

된 난의 부상란은 3,113 g으로 개체당 평균 부상란은 345.9±233.2 g이었으며, 배란

된 난의 인공수정률은 74.1～96.2%(평균 87.1%)이었다(Table 17). 지하해수만을 이

용하여 사육한 실험어 15개체 중 2006년 4월 27일에 7개체에서 배란된 난의 부상

란은 1,467 g으로 개체당 평균 부상란은 209.6±87.2 g이었으며, 배란된 난의 인공

수정률은 78.3～95.2%(평균 90.2%)이었다(Table 17).

2) 난 발생

자바리의 수정란은 무색투명한 분리부성란이고, 보통 1개의 유구를 가지고 있

으며, 수정란의 평균 크기는 906.5±27.5 ㎛(n=100)이다(Fig. 12A). 그리고 유구의

평균 크기는 234.0±2.5 ㎛(n=100)이다(Fig. 12B).

인공수정에 의한 자바리의 난 발생은 수온 22.0±0.5℃에서 인공수정 직후 좁은

위란강이 생기면서 배반이 형성되기 시작하고, 수정 후 1시간 만에 배반이 동･식

물극을 축으로 둘로 나뉘어지면서 제 1난할이 시작되어 2세포기에 이르렀고(Fig.

13A), 수정 3～4시간 후 16세포기에 이르렀다(Fig. 13B). 수정 후 12시간이 경과

되었을 때 포배기에 이르면서 배반엽이 융기되기 시작하여 점점 넓어지면서 난

황을 덮기 시작하였고, 차츰 난황을 덮어씌우면서 배환이 형성되기 시작하였다

(Fig. 13C). 수정 후 27시간이 지나면서 두부가 발달하면서 안포가 형성되고, 근

절이 형성되었다(Fig. 13D). 수정 후 30시간이 경과하였을 Kuffer's vesicle이 출

현하였으며(Fig. 13E), 38시간 전후에 안구와 이포형성이 관찰되고, 배체의 움직

임이 시작되면서 심장박동이 관찰되었다(Fig. 13F). 부화는 45시간 전후에 시작

되었으며, 부화자어의 평균 크기는 2.02±0.02 ㎜이었다(Fig. 13G).

3) 염분에 따른 부화율

수온 25.0±0.5℃ 조건에서 각각의 염분 농도에 따른 수정란의 부화 시간은 정
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상해수(34 psu)와 28 psu, 24 psu, 18 psu 실험구간에 유의차가 없었다(P>0.05).

부화율은 정상해수에서 96.7±1.3%이었으며, 28 psu, 24 psu, 18 psu 실험구에서는

97.3±0.7%, 95.3±0.7%, 92.7±1.8%이었다. 염분 농도에 따른 부화율은 저염분 실험구

로 갈수록 비교적 낮았으나 실험구간에 유의차는 없었다(P>0.05, Fig. 14).
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Table 17. Induced ovulation and fertilization on E. bruneus broodstock

Experimental

group

Date Number of

fish

TL
1)
(㎝) BW

2)
(㎏) Floated eggs (g) Fertilized

Total Mean±S.D. Number

Mixing

seawater

Jun. 22

2005

9 62～82 3.1～8.2 3,113 345.9±233.2 6,226,000

Underground

seawater

Apr. 27

2006

7 52～60 3.0～3.8 1,467 209.6 ± 87.2 2,934,000

1)
TL: total length.

2)
BW: body weight.

3)
Total weight of ovulate egg - weight of sunken egg.
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A B C
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G

Fig. 13. Embryonic development in E. bruneus. A, 2-cell stage; B, 16-cell stage;

C, Gastrula stage; D, Embryo formation; E, Appearance of Kupffer's

vesicle; F, Formation of lens and ear vesicle; G, Newly hatched larve.

Scale bar = 400 ㎛
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Fig. 14. Comparison of hatching rates of fertilized eggs in E. bruneus under four

different salinity concentrations. Vertical bars denote standard errors of

means.
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3. 자･치어 형태 발달

1) 자･치어 발달

부화 후 0～1일: 유구는 난황의 끝부분, 항문은 난황에서 약간 떨어진 몸의 중

앙보다 뒤에 위치하고, 꼬리부분 중앙의 등과 복부면에 흑색소포가 있다. 막지느

러미를 가지는 몸측 전면은 포상의 과립으로 덥여있다. 부화자어는 대부분 수표

면 근처에서 분산 유영하고, 머리를 아래쪽으로 향하여 정지상태를 유지하다가

순간적으로 빠르게 유영하는 행동을 보였다(Fig. 15A).

부화 후 3～5일: 난황과 유구가 완전하게 흡수되었다. 입이 개구되고, 항문이

열렸으며, 안구에 흑색 색소포가 침적되었다(Fig. 15B).

부화 후 11일: 등지느러미 제2극과 배지느러미 극이 출현하였다(Fig. 15C).

부화 후 30일: 후기 자어시기에 등과 꼬리지느러미의 기초적인 줄기가 형성 발

달하기 시작하였다(Fig. 15D).

부화 후 50일 전후: 지느러미 분화가 완료되고, 체색이 형성되어 변태 단계를

끝내고, 자어에서 치어의 형태로 변하였다(Fig. 15E).

부화 후 90일 전후: 성체의 모습과 동일한 형태를 나타냈다(Fig. 15F).
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Fig. 15. External development and growth of E. bruneus larvae. A, newly

hatched larva, 2.1 ㎜ TL; B, 4 days old, 2.8 ㎜ TL; C, 11 days old,

4.1 ㎜ TL; D, 30 days old, 15.1 ㎜ TL; E, 54 days old, 41.1 ㎜ TL; F,

92 days old, 83.8 ㎜ TL.
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(1) 난황흡수와 개구시간

난황흡수율은 부화 직후 자어의 난황 용적 비율이 0.140±0.011 ㎜
3
(100%)에서

부화 후 25.0±0.5℃조건에서 24시간 경과시 20.9%였고, 48시간째는 2.9%로 부화

후 48시간 이내에 난황이 대부분 흡수 되었다. 그러나 22.0±0.5℃조건에서 24시간

경과시 53.7%였고, 48시간째는 23.4%, 72시간째는 4.4%로 부화 후 72시간까지도

일부 난황이 존재하였다(Fig. 16A).

유구 흡수율의 경우, 부화 직후 자어의 유구 용적 비율은 0.0050±0.0009 ㎜
3

(100%)에서 부화 후 25.0±0.5℃조건에서 24시간 경과시 54.6%였고, 48시간 경과

시 35.8%로 96시간 이전에 모두 흡수되었다. 그러나 22.0±0.5℃조건에서 24시간

경과시 55.5%였고, 48시간 경과시 46.5%, 96시간 경과시 13.3%로 서서히 흡수되

어 개구 후에도 일부 남아있었다(Fig. 16B).

부화 후 개구시까지 소요된 시간은 25.0±0.5℃조건에서 난황을 거의 흡수하는

부화후 3일, 22.0±0.5℃에서는 부화 후 4일에 개구가 되기 시작하였다.
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Fig. 16. Absorptions of yolk and oil globule in E. bruneus larvae by time

elapse after hatching under two water temperature conditions. A, Yolk

absorption; B, Oil globule absorption. Vertical bars denote standard

errors of means.
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(2) 부화자어의 전장과 입 크기

부화 후 첫 개구시 자어의 상악장 크기는 0.155±0.008 ㎜로 부화 후 6일에

0.176±0.008 ㎜로 점차 증가하였다. 그리고 이후 상악장의 크기가 급격히 증가하

기 시작하여 부화 후 11일째 0.302±0.006 ㎜에 이르러 54일째 2.838±0.176 ㎜이었

다. 먹이를 섭취하기 시작하는 부화 후 3일째부터 4일까지 자어의 입 크기 d는

0.219～0.223 ㎜, 0.75d는 0.164～0.167 ㎜, 0.5d는 0.109～111 ㎜이었다. 이 기간동

안 자어의 전장은 상악장의 크기 변화와 마찬가지로 부화 후 6일째부터 점차 증

가하는 경향이었다(Table 18).
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Table 18. Changes of mouth size calculated by upper jaw length of E. bruneus

larvae

DAH
1) Total length

(㎜, mean±S.E.
2)
)

Upper jaw length

(㎜, mean±S.E.)

Calculated mouth length

(d)

d
3)

0.75d 0.5d

2 2.68±0.03

3 2.76±0.08 0.155±0.008 0.219 0.164 0.109

4 2.84±0.06 0.157±0.006 0.223 0.167 0.111

6 2.76±0.04 0.176±0.008 0.249 0.187 0.125

8 2.95±0.09 0.160±0.005 0.226 0.170 0.113

11 4.12±0.09 0.302±0.006 0.427 0.320 0.213

14 4.95±0.12 0.287±0.008 0.406 0.305 0.203

17 6.10±0.14 0.406±0.039 0.574 0.430 0.286

20 5.75±0.30 0.536±0.057 0.758 0.569 0.379

23 7.62±0.33 0.687±0.056 0.972 0.729 0.486

26 10.42±0.17 0.957±0.152 1.353 1.015 0.677

33 15.93±0.42 0.905±0.011 1.280 0.960 0.640

38 21.18±1.14 1.466±0.123 2.074 1.555 1.037

44 25.60±1.17 1.741±0.058 2.462 1.847 1.231

48 30.74±0.95 2.001±0.081 2.816 2.112 1.408

54 41.12±1.20 2.838±0.176 4.013 3.010 2.007

1)
DAH: Day after hatching.

2)
S.E.: standard error of means.

3)
d: √2×Upper jaw length.
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(3) 등지느러미와 배지느러미 극(棘)

등지느러미 제2극과 배지느러미 극의 출현은 부화 후 11일부터 출현하였으며

(Fig. 17A), 등지느러미 제 1, 3극은 부화 후 17일부터 돌기하였다(Fig. 17B). 이

후 등지느러미 극은 부화 후 38일, 배지느러미 극은 부화 후 33일에 최대로 신장

하였다(Fig. 17C). 등지느러미와 배지느러미 극은 부화 후 48일에 지느러미로 분

화되었다(Fig. 17D).

등지느러미 제2극은 부화 후 11일째에 0.56±0.20 ㎜에서 부화 후 38일에 최대

5.35±0.20 ㎜까지 성장하였다. 배지느러미 극의 길이는 부화 후 11일째에 0.83±

0.23 ㎜에서 부화 후 33일에 최대 4.11±0.17 ㎜ 까지 성장하였다(Fig. 18). 자바리

의 등지느러미 제2극과 배지느러미 극의 전장에 대한 상대 성장은 전장 8 ㎜ 전

후시기에 전장의 40%, 35%로 최대를 보였다(Fig. 19).
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A B

C D

Fig. 17. Development of the dorsal and pelvic spines of E. bruneus larvae. A,

11 days old, 4.1 ㎜ TL; B, 17 days old, 6.1 ㎜ TL; C, 38 days old,

21.2 ㎜ TL; D, 48 days old, 30.8 ㎜ TL.
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2) 이형 발달

(1) 외부 형태이상

외부 형태이상 구분은 실험어 600마리를 대상으로 목덜미(nape) 부분의 함몰,

등지느러미 부분의 함몰, 복부의 돌출 또는 함몰 그리고 척추골 형태이상 등 육

안적으로 구분하였다(Fig. 20)

자바리 외부 형태이상에 따른 출현 양상을 조사한 결과 조사 대상 실험어 600

마리 중 세 부분 이상 복합 형태이상 개체가 53.8%로 가장 많았으며, 다음으로

두 부분 이상 복합 형태이상 개체가 35.1%였다. 그리고 단순 형태이상 개체가

11.1%로 가장 적게 조사되었다(Fig. 21).

(2) X-ray 투과영상을 통한 골격계 형태이상

X-ray 투과영상 방법을 이용하여 골격계를 조사한 결과 정상적 자바리의 척추

골은 거의 직선형에 가까운 형태였다(Fig. 22A, B). 그러나 형태이상 개체는 척

추 부분이 만곡 및 유착되어 있었으며, 신경극 및 혈관극의 형태이상도 동반되었

다. 그리고 목덜미 부분과 등지느러미 극조부가 함몰된 부분의 담기골 형태이상

이 관찰되었다(Fig. 22C～F).
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Fig. 20. External features of normal and polymorphism juvenile of E. bruneus.

A, normal individual; B, C, polymorphism individual. Arrows showed

the polymorphism appearance.
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Fig. 21. Type of external polymorphism in E. bruneus juvenile produced

artificially.
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A B

C D

E F

Fig. 22. Lateral (left) and ventral (right) radiograph images of normal and

polymorphism E. bruneus juvenile produced artificially. A, B, Normal;

C, D, polymorphism of vertebral column; E, F, Multiple polymorphism.

Arrows showed the polymorphism site.
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(3) 척추골과 부속지 골격

자바리 형태이상 개체 41마리를 대상으로 척추골, 신경간극(supraneural bone),

등지느러미와 뒷지느러미 기조수의 중추골격과 부속지 골격 이상 유무를 조사하

였다. 그 결과 중추골격계 척추골수은 23.4±0.7개였으며, 부속지 골격으로서 신경

간극 수는 평균 1.3±0.7개였다. 그리고 등지느러미 극조수와 연조수는 각각 11.1±0.6

과 14.7±0.9개였다. 뒷지느러미 극조수와 연조수는 각각 2.9±0.2과 9.2±0.5개였다

(Table 19).
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Table 19. Number of axial skeletons and appendages in E. bruneus

Supra-neural Vertebral column Dorsal spine Anal spine

Spinous ray Soft ray Spinous ray Soft

1.3±0.7 23.4±0.7 11.1±0.6 14.7±0.9 2.9±0.2 9.2±0
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(4) 척주 형태이상

척주(vertebral column)의 형태이상은 대부분 척주 만곡(spinal curvature) 또는

유착(fusion)의 형태를 나타냈다(Fig. 23).

척주 형태이상 부위는 전반부, 중반부, 후반부 부위가 각각 39.0%, 27.3%, 33.7%

로 전반부와 후반부에서 중반부보다 많이 발생하였다(Fig. 24A).

척주 형태이상 유형은 척주와 신경극 복합 형태이상이 36.6%로 가장 많았으

며, 척주 단독 형태이상 26.8%, 복합적 형태이상 26.8%, 신경극 형태이상 9.8%

순으로 조사되었다. 그러나 혈관극 단독 형태이상 및 혈관극과 신경극 형태이상,

척주와 혈관극 단독 형태이상의 형태이상발생 개체는 없었다(Fig. 24B).

특히 골격계 형태이상의 출현비율은 척주와 등지느러미와 뒷지느러미 담기골

이 혼합된 형태가 56.1%로 가장 많았으며, 단순 척주골 이상이 43.9% 이었다. 형

태이상 개체 중 단순 등지느러미와 뒷지느러미 담기골 이상은 없었다(Fig. 25).
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Fig. 23. Lateral view of skeletal polymorphism in E. bruneus using transparent

fish-skeletal specimen. A, Vertebral curvature in anterior portion; B,

Vertebral curvature and fusion in anterior-middle portion; C, Vertebral

fusion in middle portion; D, Vertebral fusion in posterior portion. ds,

dosal spine; hs, haemal spine; ns, neural spine; pt, pterygiophore; ve,

vertebral.
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Fig. 24. Proportions of polymorphism site (A) and type (B) of vertebral column

at malformed individuals in E. bruneus juvenile. Hs, Haemal spine;

Multiple, Vertebral, aemal spine and neural spine; NH, Neural spine

and haemal spine; Ns, Neural spine; Ve, Vertebral; VH, Vertebral and

haemal spine; VN, Vertebral and neural spine.
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Fig. 25. Part of skeletal polymorphism in E. bruneus juvenile.
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Ⅳ. 고 찰

난 성숙 유도

어류의 성숙, 배란 및 산란은 생식 내분비계 지배에 의해 조절되지만 이들의

조절을 유도하는 것은 환경요인이며, 그 중에서도 광주기와 수온이 깊게 관여한

다(De Vlaming, 1975; Nish and Takano, 1979; Asahina and Hanyu, 1983). 어류

의 산란형태는 봄 산란형, 여름 산란형, 가을 산란형, 겨울 산란형, 봄여름 산란

형, 그리고 봄가을 산란형으로 구분한다(Aida, 1991). 이러한 산란기의 특징은 종

특유의 수온과 광주기에 대한 반응성으로 나타나며, 봄여름 산란형에 속하는 어류의

생식소 성숙과 산란 개시 요인은 주로 수온 상승에 의하여 유도된다(De Vlaming,

1975; Asahina et al., 1980; Shimizu and Hanyu, 1982; Asahina and Hanyu, 1983;

Baek and Lee, 1985). 봄 산란형인 점망둑 Chasmichthys dolichognathus의 생식소

활성과 산란 개시는 겨울철 저수온에서 봄철 수온 상승이 주로 작용하고, 광주기

가 보상적으로 작용한다(Baek and Lee, 1985). 봄여름(5월 중순～10월 초순) 산란형

인 그물코쥐치 Rudarius ercodes는 봄철 수온이 일찍 상승하더라도 단일조건에서는

생식소 발달이 일어나지 않으며, 성숙과 산란 개시를 유도하는 주요 요인으로는 광주

기(13L 이상)이고, 수온은 보상적으로 작용한다(Lee et al., 1984). 넙치 P. olivaceus

인 경우 성숙, 산란개시 요인으로는 장일처리와 함께 수온을 14～18℃로 유지하

는 것이 효과적이다(伊島 等, 1986). 봄여름 산란형인 감성돔 A. schlegeli에서 광

주기 및 수온조절을 통하여 자연조건보다 1～2개월 빠른 조기 성 성숙을 유도하

였으며, 산란개시 요인은 주로 광주기가 작용하고 수온이 보상적으로 작용하고

있다(Hwang, 1999). 능성어 E. septemfasciatus의 경우 장일 광주기(14L/10D) 조

건과 수온(21.0℃) 조절을 통해 자연에서의 성숙시기보다 2～3개월 빠른 4～5월

에 성 성숙된 개체를 유도하였다(Song, 2004).

자바리의 경우 자연에서 수온 20～25℃의 6～8월 사이에 성숙 산란하며, 실내

사육수조에서 자연해수와 지하해수를 일정 비율로 혼합한 혼합수(15.9～22.8℃)를

이용하여 사육한 경우도 주로 6월 이후에 배란유도가 가능한 성숙 난모세포를
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갖는 개체들을 확인할 수 있었다. 그러나 2005년 12월부터 자연광주기에서 수온

17～18℃ 이상의 제주도 지하해수를 이용하여 약 5개월 동안 사육한 지하해수

실험구(17.0～22.7℃)는 3월 15일경부터 배란유도가 가능한 400 ㎛ 전후의 난모세

포를 갖는 성숙 개체가 나타나기 시작하였다. 그리고 4월 25일에는 전체 실험어

의 66.7%가 400～600 ㎛ 사이의 난모세포를 갖고 있었다. 따라서 자바리의 성

성숙을 유도하는 요인은 수온이 주로 작용하고 있으며, 장일 광주기가 보상적으

로 관여하는 것으로 추정된다.

배란유도

안정적 어류 양식을 하기 위한 전제 조건은 사육 수조에서 성 성숙 제어로 필

요한 시기에 수정란 공급이 가능해야 한다(Bromage et al., 2001). 바리과 어류

양식을 하기 위한 수정란 대량 생산 방법으로서 orange-spotted grouper E. suillus,

camouflage grouper E. polyphekadion, 붉바리 E. akaara는 실내수조와 가두리에서

자연 산란을 유도하여 수정란 생산을 하고 있다(Toledo et al., 1993; James et al.,

1998; Okumura et al., 2002). 그러나 실내수조에서 greasy grouper E. tauvina,

brown-marbled grouper E. fuscoguttatus, 능성어 E. setemfasciatus와 자바리는

수조내 자연 산란이 이루어 지지 않거나, 자연산란을 하더라도 난질 저하 및 산란

량이 적어 이용이 부적합하다(Hussain and Higuchi, 1980; Lim et al., 1990;

Shein, 2000; Song, 2004). 어미사육에서 난질저하 원인은 어미의 건강상태, 성비

불균형 및 산란에 적합한 사육 수심 등 부적합한 환경요인으로 추정하고 있다

(Toledo et al., 1993; Kayano, 1996; Okumura et al., 2002).

이와 같은 문제점을 해결하기 위해 호르몬 처리를 통한 배란 유도 및 인공수

정을 실시하고 있다. 어류의 생식소 성숙을 제어하기 위해 사용되는 호르몬은 어

류의 뇌하수체, LHRHa/GnRHa 그리고 HCG 등이 있다. HCG는 사용이 간편하

고, 생식소에 직접적으로 작용하여 난모세포의 최종성숙 및 배란유도에 빠른 효

과를 나타내는 장점이 있어 어류의 성숙 및 배란유도에 많이 사용되고 있다(Lam,

1982; Donaldson and Hunter, 1983; Hodson and Sullivan, 1993).

바리과 어류에서 HCG를 사용한 배란 유도는 별우럭 E. fario, nassau grouper E.

striatus, camouflage grouper E. microdon, 능성어 E. septemfasciatus 등에서 HCG
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500～2,000 IU/kg BW 이상 처리했을 때 배란 유도가 가능하였고, 이때 채란 된

난이 자연 산란한 난보다 부상률과 수정률이 향상되었다(Kuo et al., 1988; Watanabe

et al., 1995; Tamaru et al., 1996; Song, 2004). 이 연구에서도 자바리에 HCG 500

IU/kg BW 농도로 1회 처리 후 48시간 이후에 양질의 난이 배란되었다.

난 성숙 및 배란 유도를 하기위한 호르몬 처리 시기는 어종에 따라 차이가 있

다(Harmin and Crim, 1992). 바리과 어류의 난경 분포에 따른 호르몬 처리가 성

숙 및 배란에 미치는 영향을 조사한 실험에서 white grouper E. aeneus와 humback

grouper Cromileptes altivelis는 난경 400～500 ㎛에 LHRHa와 GTH를 처리하

여 산란을 유도하였다(Hassin et al., 1997; Sugama and Ikenoue., 1999). 별우럭

E. fario, camouflage grouper E. microdon 및 능성어 E. septemfasciatus는 난경

이 각각 550 ㎛, 400 ㎛, 450 ㎛ 이상이었을 때 HCG 처리를 통해 최종 난 성숙

및 배란 유도가 가능하였다(Kuo et al., 1988; Tamaru et al., 1996; Song, 2004).

이 연구에서도 2005년부터 2006년까지 생식소내 난모세포의 크기(277～520 ㎛)

가 각각 다른 개체에 HCG 500 IU/㎏ BW 농도로 주사하여 배란 유무를 조사한

결과 400 ㎛ 이하의 난모세포를 가지는 개체에서는 배란이 이루어지지 않았지만,

400～600 ㎛ 사이의 난모세포를 가지는 개체에서는 81.8%가 정상적으로 배란이

이루어졌다. 사육수조내에서 자연산란이 어려운 자바리의 수정란을 대량으로 확

보하는 방법은 일정 크기(약 450 ㎛) 내외의 난을 가지고 있는 개체를 대상으로

호르몬 처리를 통한 최종 난 성숙 유도로 채란하는 것이 효과적이라고 생각된다.

수정란 및 자･치어 발달

어류 수정란의 크기는 부화 자어의 크기, 색이능력, 기아내성, 섭취할 수 있는

먹이 크기의 범위 및 포식자로부터의 도피 능력 등 자연 생태계에서 자어의 생

존 능력을 높일 수 있는 중요한 요인이다(Kayano, 1996). 일반적으로 해산 경골

어류의 수정란 크기는 산란 수온과 밀접한 연관성을 가진다. 동일종이라도 낮은

수온에서 산란한 수정란은 높은 수온에서 산란한 수정란보다 난경이 더 크다

(Kashiwaki et al., 1987; Imai and Tanaka, 1987). 홍바리 E. fasciatus의 경우 2

6℃와 22℃에서 산란한 수정란의 크기를 비교하면 각각 783 ㎛와 820 ㎛로 저수

온에서 산란한 수정란의 난경이 더 크다(Kawabe, 1999). Atlantic herring Clupea
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harengus와 atlantic cod Gadus morhua는 대형 수정란에서 유래한 부화자어의 생

존능력이 더 높다(Blaxter and Hempel, 1963; Knutsen and Tilseth, 1985). 지금까

지 보고 된 바리과 어류의 수정란 크기는 붉바리 E. akaara 0.71～0.82 ㎜, 능성어

E. septemfasciatus 0.88±0.22 ㎜, 홍바리 E. fasciatus 0.78～0.82 ㎜, 그리고 자바리

는 0.91 ㎜ 이었다(Watanabe et al., 1985; Kitajima et al., 1991; Kawabe, 1999;

Sawada et al., 1999). 이 연구에서 자바리의 수정란은 무색투명한 분리 부상란으

로 난경은 0.85～0.93 ㎜(평균 0.905±0.023 ㎜)이고, 유구경은 0.20～0.26 ㎜(평균

0.24±0.03 ㎜)이었다. 이러한 것은 다른 바리과 어류 보다 난경이 0.1～0.2 ㎜ 정

도가 커서 자바리 종묘생산이 다른 바리과 어류 종묘생산에 비해 유리할 것으로

생각된다.

난황이 큰 자어는 난황이 작은 자어와 비교해 볼 때 체조직과 난황에 많은 양

의 에너지를 보유할 수 있음으로 PNR (point of no return: 자어의 활력이 떨어

져 더 이상 먹이를 섭취하지 못하고 사망하게 되는 한계점)에 도달하기 전까지

먹이를 섭취할 수 있는 시간적 여유가 많고, 첫 먹이 섭취시 자어의 크기가 상대

적으로 크기 때문에 유영능력과 포식능력이 높아 생존에 유리하다(Hunter, 1981;

Bagarinao, 1986; Quattro and Weeks, 1991). 그리고 어류의 난황 흡수 속도는

사육조건에 따라 다르게 나타날 수 있으나, 일반적으로 아열대성 어류인 바리과

어류와 독가시치 Siganus guttatus는 온대성 어류에 비해 상대적으로 적은 난황

을 보유하면서, 난황의 흡수는 빠르게 진행된다(Bagarinao, 1986; Lee and Hur,

1997). 붉바리 E. akaara가 수온 25～29℃ 조건에서 부화 후 24시간 이내에 약

90%의 높은 난황 소모율을 보이고, 99% 이상 난황을 흡수하는 시점은 부화 후

60～84시간이었다(Lee and Hur, 1997). 이 실험에서 자바리의 난황 흡수율은 수

온 25.0℃ 조건에서 24시간 경과시 평균 79.1%였고, 48시간째는 97.1%로 대부분

의 난황이 흡수되었다. 그러나 22.0℃조건에서 난황 흡수율은 24시간 경과시

42.3%, 48시간 경과시 76.6%, 72시간 경과시 95.6%로 일부 난황이 존재하였다.

이와 같은 결과는 자바리도 다른 바리과 어류와 같이 난황흡수가 빠르게 진행되

는 것으로 생각된다.

어류의 부화 자어는 내인성 영양물질로 난황과 유구가 사용되어지며, 일반적으

로 유구가 난황보다 다소 늦게 흡수된다(Kuo et al., 1974). 이 실험에서 자바리
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의 유구 흡수율은 부화 후 25.0℃조건에서 24시간 경과시 44.4%였고, 48시간째는

64.2%, 96시간 이전에 모두 흡수되었다. 그러나 22.0℃조건에서 96시간 경과시

86.7%로 서서히 흡수되어 개구 후에도 일부 남아있었다 이러한 현상은 난황 흡

수기 동안 비교적 늦게 이용되는 것으로 알려져 있는 triglyceride와 깊은 관련이

있을 것으로 생각된다(Fyhn, 1989; Clyde et al., 1992).

부화자어의 개구시 작은 입은 부화자어의 사육시기에 높은 사망 원인 중에 하

나이며, 첫 먹이 섭취 시기 자어의 입 크기는 초기 생존율을 높이기 위한 적정 먹

이를 선택하는데 중요한 요소가 된다(Hussain and Higuchi, 1980; Kayano, 1988;

Kohno et al., 1997). 자바리 자어의 개구시 상악장 크기는 0.155±0.008 ㎜로 자어

의 입 크기 d는 0.219～0.223 ㎜, 0.75d는 0.164～0.167 ㎜, 0.5d는 0.109～111 ㎜이

었다. 이와 같은 결과는 붉바리 E. akaara 자어의 먹이 섭취시 구경은 최소 0.5d

로 가정한 경우 입 크기가 0.078～0.120 ㎜ 보다는 다소 컸다(萱野, 1988; Lee and

Hur, 1997).

자바리 자어는 다른 바리과 어류 자어들처럼 등지느러미와 배지느러미의 톱날

같은 극이 길게 신장한다. 이러한 극의 정확한 기능은 알려지지 않았지만 형태학적

극 특징에 따라 능성어속 어류의 종 동정에 이용할 수 있다(Johnson and Keener,

1984). 등지느러미 제2극과 배지느러미 극의 변화는 능성어 E. septemfasciatus에

서 체장 8 ㎜ 전후시기에 체장의 90%, 65%로 최대를 보이고, 이후 성어와 유사

한 상대성장을 보인다(Kitajima et al., 1991). 자바리의 등지느러미 제2극과 배지

느러미 극의 변화는 각각 부화 후 38일에 5.35±0.20 ㎜, 4.11±0.17 ㎜ 까지 성장하

였으며, 전장에 대한 상대성장은 전장 8 ㎜ 전후하여 전장의 40%, 35%로 최대치

를 보여 능성어 E. septemfasciatus와 유사한 경향이었다.

형태이상(polymorphism)

어류 종묘생산에 있어서 형태이상 개체의 발생은 생산성과 상품성을 저하 시

키는 원인 중에 하나이다. 어류의 골격계 형태이상은 척추, 지느러미, 턱 등에 주

로 나타난다. 척추전만(lordosis)의 원인으로는 크게 2가지로 구분할 수 있다. 첫

째 선천적 기원은 배 발생 시기부터 영향을 주며, 그 원인으로는 유전적 원인, 난

황 구성 물질, 빛, 온도, 물리적 자극, 오염, 병원균 감염 등의 환경요인이 어미
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(broodstocks) 또는 배(embryos)에 영향을 주어 발생한다(Paperna, 1978; Piron,

1978). 둘째 후천적 원인은 사육환경(Haya, 1989, Weis and Weis, 1989; Wiegand

et al., 1989; Caris and Rice, 1990)과 영양(Akiyama et al., 1989; Hinton et al.,

1992; Cahu et al., 2003)에 의해 발생한다. 골격계 형태이상은 부레 형태이상에

의하여 나타나는 하나의 형태이상으로서, 원인은 초기 부레형성 시기에 모체와

초기 영양성에 의한 생물학적 원인과 수온과 염분, 빛 등의 물리적 환경요인에

기인한다(Kitajima et al., 1994; Bailey and Doroshov, 1995). 그리고 이와 같은

물리적 환경뿐만 아니라 수표면의 물리적 변화, aeration, 수표면의 유막 등 사육

환경이 부레 형성에 영향을 미친다(Battaglene and Talbot, 1993; Kitajima et al.,

1994). 또 다른 원인으로 자어시기 부레형성이 제대로 이루어지지 않았을 때 부상

능력 부족에 따른 비정상 유영행동을 보이고, 이러한 유영행동 때문에 척추 형태

이상이 발생한다(Kitajima, 1978; Chatain, 1982; Andrades et al., 1996).

이 연구에서 자바리 치어의 형태이상 출현은 조사 개체 대상 중 3부분 이상의

복합적 형태이상이 53.8%로 가장 많이 나타났으며, X-ray 투과영상 방법을 이용

한 조사결과 대부분 척추 부분의 만곡, 유착과 같은 척추 형태이상으로 조사되었

다. 이와 같은 형태이상 원인이 HCG 호르몬 처리에 의한 난모세포 최종 성숙

및 인공 배란유도 과정에 영향을 받아 발생한 결과인지 또는 초기 사육과정에서

오일처리에 의한 유막형성, 조명, 먹이생물의 영양 불균형 등으로 부레 발달에

장애를 입어 부레 형태이상에 의한 척추 형태이상이 나타나는 것인지 정확히 알

수 없다. 따라서 자바리 종묘의 상품성을 저하시키는 형태이상 개체의 발생 원인

을 밝히기 위해서는 부레형성 시기에 자어 사육환경과 부레 형태이상과의 관계

를 밝힐 수 있는 체계적인 연구가 필요할 것으로 생각된다.
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제 3장 종묘생산

Ⅰ. 서 론

양식 산업은 빈번한 질병 발생으로 경제적 피해를 받고 있으며, 그 중 바이러

스성 질병은 세균성이나 기생충성 질병과 달리 수산용 약제에 의한 대처가 곤란

하다. 또한 종묘생산 시기에 바이러스성 질병 발생은 자･어의 대량폐사를 유발시

켜 종묘생산의 성패를 좌우하는 경우도 많이 발생한다.

자바리를 비롯한 바리과 어류 종묘생산과정에서 발생하는 VNN 질병은 자･치

어기에 대량폐사를 유발하는 대표적인 질병으로, 발생경로는 수직감염 또는 수평

감염에 의해 이루어진다(Munday and Nakai, 1997; Munday et al., 2002; Gomez

et al., 2004). 국내에서 바리과 어류의 VNN 감염은 여름철 고수온기 가두리에

양성중인 능성어 E. septemfasciatus에서 처음으로 보고되었지만, 종묘생산과정에

서 VNN 감염에 대한 연구는 찾아볼 수 없다(Sohn et al., 1998). 일본의 경우, 바

리과 어류의 종묘생산과 양성과정에서 VNN 감염이 가장 큰 문제로 지적되고 있

으며, 종묘생산 과정에서 VNN 방지는 요오드 또는 오존처리 해수에서 수정란을

소독하고, 오존처리된 살균 해수에서 종묘생산을 수행하고 있다(虫明･有元, 2000;

渡辺, 2000; Tsuchihashi et al., 2002; Tanaka, 2005).

이 연구는 바이러스성신경괴사증 감염을 방지하기 위하여 요오드를 사용한 수

정란 적정 처리 농도와 처리 시간을 조사하여 건강 종묘생산 방법을 탐색하였고,

자바리 종묘생산 과정 중에 발생한 VNN 원인 바이러스를 유전학적 계통분류로

동정하였다.
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Ⅱ. 재료 및 방법

1. 종묘생산

1) 요오드를 사용한 수정란 소독

자바리 종묘생산 과정 중에 발생하는 VNN을 방지하기 위하여 요오드를 사용

한 수정란 적정 소독 방법에 대하여 조사하였으며, 모든 결과의 유의성 검정은

ANOVA-test를 실시하여 Duncan's multiple range test (Duncan, 1955)로 평균

간의 유의성을 검정하였다.

(1) 요오드액의 적정 처리 농도 및 시간

VNN 질병 예방을 위하여 수정란 적정 소독 방법에 대하여 조사하였다. 수정

란 소독을 위한 소독제는 10％ 요오드용액(Povidon-Iodine, Korea Pharma Co.,

Korea)을 사용하였다.

수정란에 대한 적정 소독 농도 및 처리 시간을 조사하기 위하여 요오드 농도

를 대조구, 10 ppm, 20 ppm, 40 ppm, 80 ppm에서 15분과 30분간 소독한 후 부

화율을 조사하였다. 수정란은 각 실험구별 500 mL 비이커에 약 80개씩 수용하여

관찰하였다. 실험 시작 시 수정란의 발생단계는 안포형성 이후의 배체형성기 단

계의 수정란을 이용하였다.

부화율은 각 실험구의 총 수정란을 계수한 후 수정 후 60시간에 미부화란을

계수하여 구하였다. 비정상개체 발생은 각 실험구별 전체 부화자어 중 부화 직후

사망한 개체와 부화는 이루어졌지만 곧게 뻗지 못하는 개체를 비정상적인 개체

의 비율로 나타내었고, 모든 실험은 3반복으로 실시하였다.

(2) 요오드액 처리시기에 따른 영향

수정란 소독시기는 64세포기(64 cell), 상실기(morula stage), 포배기(blastra



- 94 -

stage), 낭배기(gastrula stage), 초기배체형성기(early embryo formation stage,

EEF), 안포형성기 이후(posterior of optic vesicle formation stage, POOV) 단계

로 구분하여 각 발생단계별 소독에 따른 영향을 조사하였다.

각 발생단계별 수정란은 대조구와 소독구로 나누어 500 mL 비이커당 약 80개

씩 수용하여 요오드 20 ppm 농도에서 15분간 소독 후 여과해수로 수정란을 세

척하여 미리 준비한 대조구와 같은 해수에 수정란을 수용하였다.

부화율은 각 실험구의 총 수정란에서 소독직후 백탁된 사란과 수정 후 70시간

에 미부화란을 제외한 부화자어의 수로 계산하였으며, 모든 실험은 3반복으로 실

시하였다.

2) 종묘생산

수정란 소독 유무에 따른 VNN 질병 발생여부와 부화 후 60일까지 최종 생존

율을 조사하였다.

2005년 6월의 종묘생산에서는 수정란을 소독하지 않고 사육수조에 수용하였고,

수온은 26.0±1.0℃내외를 유지하도록 하였다. 2006년 6월의 종묘생산에서는 인공

수정 24시간 후 안포형성이전단계의 배체형성기 수정란을 요오드 20 ppm에서 15

분간 소독 처리 후 사육수조에 수용하였고, 수온은 28.0±1.0℃내외로 설정하여 사

육하였다.

수정란과 사육수온을 제외한 모든 종묘생산과정은 동일한 방법으로 수행하였

다. 종묘생산 수조는 7 m 원형 PP수조(유효수량 30 ton)를 이용하였으며, 수정란

수용은 1×10
4
～3×10

4
개/ton의 밀도로 수용하였다. 사육수 환수는 수정란 수용 직

후부터 저층으로 액화산소가 들어있는 소량의 사육수(0.1회전/1일)를 주수하였으

며, 사육일수가 증가할수록 용존산소가 5 ppm 이상이 유지되도록 환수량을 점차

적으로 높여 주었다.

부화 직후부터 사육수조 내에 수질안정 및 로티퍼의 먹이를 제공하기 위하여 시

판용 농축 Nannochloropsis와 Pavlova를 각각 3×10
5
cells/mL과 2×10

5
cells/mL

농도로 매일 2회 첨가하였다. 유막 형성은 유화오일 1～2 mL를 1일 2회 부화 직

후부터 부화 후 7일까지 수조내 에어레이션 부근에 첨가하여 주었다. 사육수조

저면의 수질안정을 위하여 패화석(fish green, Japan)을 10 ppm 농도로 해수와
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희석하여 수조에 골고루 살포하였다.

조도는 부화 직후부터 일령 9일까지는 24시간 연속적으로 점등하여 주었으며,

일령 10부터는 오전 6시～오후 9시까지 점등하여 사육수조 수표면의 조도를 50

0～800 lux가 유지되도록 하였다.

로티퍼 공급은 부화 후 2일부터 수조내 로티퍼수가 항상 15개체/mL가 유지되도

록 공급하였다. 부화 후 2일부터 6일까지는 SS형 로티퍼(81～184 ㎛)를 공급하였

고, 부화 후 7일부터 35일까지는 S형 로티퍼(89～222 ㎛)를 공급하였다.

알테미아 유생 공급은 부화후 22일부터 50일까지 유화오일을 사용하여 영양강

화시킨 개체를 사육수조 내 0.5～2개체/mL 되도록 공급하였다. 부화 후 25일부

터 250 ㎛ 이하의 어류용 초기 인공사료를 로티퍼 및 알테미아 유생과 함께 공

급하였으며, 이후 자바리 자어가 성장함에 따라 점차 인공사료의 크기를 증가 시

켰다(Fig. 26).
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Fig. 26. Water management and feeding scheme during the larval rearing of

E. bruneus.
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2. 종묘생산 과정중 VNNV 검출과 유전학적 계통 분류

자바리 종묘생산 과정에서 빈번하게 발생하는 바이러스성신경괴사증 감염 여

부를 확인하기 위하여 인공수정란과 사육단계별 자･치어에 대하여 PCR법으로

VNNV 감염 여부를 조사하였으며, 검출된 VNNV에 대한 유전학적 계통분류를

실시하였다.

1) 실험재료

2005년 6월과 2006년 6월에 생산된 인공수정란과 자･치어 발달에 따라 10일 간

격으로 시료를 채취하여 -70℃에 보관 후 실험재료로 이용하였다.

2) RT-PCR 수행

Total RNA는 각각의 시료를 분쇄 후 Extractor RNA kit (Toyobo Co., Japan)

를 사용하여 자동 핵산추출기(MFX 6100, Toyobo Co., Japan)로 추출하였다.

cDNA는 시료로부터 분리된 total RNA 1㎕ (1～5 ㎍/㎕), random primer

(Invitrogen Co., USA) 1 ㎕, 그리고 DEPC water를 조합하여 최종적으로 12 ㎕

가 되도록 조절 후 70℃에서 10분간 처리하였고, 1분간 얼음에 방치 후 10초간

spin down하였다. 여기에 first strand buffer (5×) 4 ㎕, 10 mM dNTPs 1 ㎕,

0.1 M DTT 2 ㎕를 첨가하고 42℃에서 2분간 방치 후 superscriptTM Ⅱ RTase

(Invitrogen, USA) 1 ㎕를 첨가하여 42℃에서 1시간 동안 배양한 후 70℃에서

15분간 heating하여 합성하였다. 합성된 cDNA를 template로 하여 PCR 반응을

실시하였다(Table 20). 이때 PCR 반응에 사용한 primer는 Nishizawa et al.

(1994)이 보고한 F2/R3 primer set (Table 21)을 사용하였으며, 1.5% agarose

gel 전기영동을 실시하여 PCR 산물을 확인하였다.
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Table 20. Condition of the reaction steps and polymerase chain reaction (PCR)

cycles

PCR Step Temperature (℃) Reaction Time Cycle (sec)

Pre denature
72 10 min 1

95 2 min 1

Denature 95 40 sec

25Annealing 55 40 sec

Extension 72 40 sec

Post extension 72 5 min 1

Table 21. Primer set used for the diagnosis of VNNV infection

Primer name Sequence (5'→3') Product size (bps)

F2 CGTGTCAGTCATGTGTCGCT

426

R3 CGAGTCAACACGGGTGAAGA
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3) 염기서열 분석과 유전학적 계통 분류

VNNV의 coat protein gene 절편을 재조합하기 위해 증폭된 PCR 산물을

TOPOTA cloning kit (Invitrogen Co., USA)를 이용하여 cloning을 실시하였다.

형질전환은 TOP10F' Escherichia coli를 competent cell로 하여 형질전환을 실

시한 다음 40 ㎍/mL의 X-gal과 IPTG 및 50 ㎍/mL의 ampicillin을 포함하고 있

는 고체 LB배지를 이용하여 37℃에서 18 시간 동안 배양한 후 흰색 콜로니를 선

발하였다. 형질전환된 대장균은 ampicillin이 첨가된 LB broth (Difco, USA)에 접종

하여 37℃, 220 rpm에서 18시간 배양한 후, Wizard SV Mini-Prep DNA Purification

System (Promega, USA)를 이용하여 plasmid를 분리하였다.

형질전환 확인은 분리된 plasmid에 제한 효소 EcoRⅠ을 처리하여 37℃에서 4시

간 반응시킨 후 1.2% agarose gel 전기영동에서 클로닝 여부를 확인하였고, 염기서

열분석은 Solgent (Korea)에 의뢰하여, 분석된 gene sequence를 NCBI의 GenBank

balst search 및 clustal W program을 이용하여 유전적 계통을 확인하였다.
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Ⅲ. 결 과

1. 종묘생산

1) 요오드액을 사용한 수정란 소독

(1) 요오드액의 적정 처리 농도 및 시간

요오드 20 ppm 이하 농도에서 15분과 30분간 소독 처리한 수정란의 부화율은

95.8～100%로 대조구(100%, 99.3%)와 유의차가 없었다(P>0.05). 그러나 40 ppm

과 80 ppm 농도에서 15분과 30분 소독 처리한 수정란의 부화율은 53.0～84.7%로

대조구에 비해 낮았다(P<0.05, Fig. 27A).

요오드 처리 농도 및 처리 시간에 따른 비정상개체 발생은 20 ppm 이하의 농

도에서 15분간 처리한 경우 0～6.8%, 30분간 처리한 경우 0～8.3%로 비교적 낮게

나타났다(P>0.05). 그러나 40 ppm 이상의 농도에서 15분과 30분간 처리한 경우의

비정상 개체 발생은 11.1%～65.1%로 대조구에 비해 높았다(P<0.05, Fig. 27B).

(2) 요오드액 처리시기에 따른 영향

안포형성 이전 단계의 수정란에 소독한 수정란의 부화율은 9.9～45.3%로 대조

구(98.2%)에 비해 낮게 나타났다(P<0.05, Fig. 28). 그러나 안포형성이후 배체형성

기 단계의 수정란에 소독한 수정란의 부화율은 95.8%로 대조구와 유의차가 없었

다(P>0.05, Fig. 28).
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2) 종묘생산

2005년 종묘생산에 사용된 인공수정란의 평균 크기는 905±24.8 ㎛이고, VNN

검사결과 음성으로 조사되었으며, 부화자어의 크기는 1.83±0.02 ㎜이었다. 사육수

조에 수정란 수용시 수온은 20.5℃이었고, 부화율은 88.9%이었다. 2006년 종묘생

산에 사용된 인공 수정란의 평균 크기는 920±22.2 ㎛이고, VNN 검사결과 음성

으로 조사되었으며, 부화자어의 크기는 1.92±0.16 ㎜이었다. 사육수조에 수정란

수용시 수온은 19.8℃이었고, 부화율은 58.1％이었다.

자바리 부화자어는 부화 직후 수조 내에 넓게 분포하다가 부화 3일째부터 수

면위로 부상하기 시작하고, 자어의 복부부분에 흑색소포가 선명하게 나타나면서

개체식별이 가능하게 되며, 성장이 빠른 개체에서는 개구가 시작되었다. 자어의

먹이 섭식은 부화 3일째에 처음으로 확인하였으며, 소화관 위쪽으로 흑색소포가

짙게 침적되는 것이 관찰되었다. 부화 5일 이후부터 자어는 수표면 바로 아래에

군집을 형성하며 넓게 분포하기 시작하였다.

종묘생산 기간 중 자‧치어의 대량폐사는 2005년 종묘생산에서 부화 후 28일째

이상유영을 하다가 바닥으로 가라앉고, 등이 굽어지면서 수표면 위에 누워있는

개체들이 나타나기 시작하면서 계속적으로 폐사가 일어났다. 폐사 원인은 노다바

이러스 원인균에 의한 VNN으로 나타났으며, 부화 후 10일째의 수조에서도

VNN 발생에 의하여 전량 폐사하였다. 2005년도 종묘생산 결과 부화 후 60일까

지의 평균 생존율은 0.06％이었다(Table 22).

2006년도 종묘생산은 수정란 단계에서부터 10일 간격으로 VNN검사 결과 음성

으로 조사되었으며, 부화 후 60일까지 VNN에 의한 폐사는 나타나지 않았지만

부화 후 45일부터 빠른 성장으로 변태가 완료된 개체들이 소형개체를 잡아먹는

공식현상으로 생존율이 저조하였으며, 부화 후 60일째까지의 최종 생존율은 10.

1％이었다(Table 22).

자바리 종묘생산 과정 중 자어의 전장은 부화 후 1일째 2.3～2.4 ㎜에서 개구

후 먹이를 섭취하기 시작하는 4～5일째 2.6～2.7 ㎜로 크기 변화는 거의 없었다.

이후 자어는 완만한 성장을 하기 시작하여, 지느러미 변태가 시작되면서 알테미

아를 섭취하기 시작하는 부화 후 20일째 6.1～7.6 ㎜까지 성장 후 빠른 성장을

하였다. 부화 후 50일째 자어는 전장 30.7～41.1 ㎜로 성어와 유사한 채색을 띄면
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서 치어로 성장하였다. 이후 배합사료를 계속적으로 섭취하면서 빠른 성장을 하

여 부화 90일 전후 치어는 93.8 ㎜까지 성장하였다(Fig. 29).
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Table 22. Effects of fertilized egg disinfection on the survival of larvae in the mass seed productio

Year Rearing

tank (m
3
)

Number of

fertilized egg

(×10
3
)

VNN detection

in fertilized eggs

Fertilized egg

disinfection

Hatching

rate (％)

VNN detecti

in larvae and

juvenile

2005 30 900 ND
1)

No 88.9 D
2)
(H28)

3)

30 900 ND No 88.9 D(H10)

2006 30 600 ND Yes 58.1 ND(H60)

30 300 ND Yes 58.1 ND(H60)

1)
ND: no detection of VNN.

2)
D: detection of VNN.

3)
( ): days after hatching



- 106 -

0

20

40

60

80

100

0 1 2 3 4 6 8 11 14 17 20 23 26 30 33 38 44 48 54 58 66 73 92

Day after hatching

L
en

g
th

 (
㎜

)

Total length

Anal length

// //// //

Fig. 29. Growth patterns of the total length and anal length of E. bruneus

larvae by days after hatching. Vertical bars denote standard error of

means.
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2. 종묘생산 과정중 VNNV 검출과 유전학적 계통 분류

1) VNNV 검출

2005년도 자바리의 종묘생산 과정중에서 수정란 및 부화 후 10일, 20일, 30일,

40일 자어를 각각 채취하여 PCR방법을 이용하여 VNNV 감염여부를 확인한 결

과 수정란에서 20일령까지는 VNNV 감염이 확인 되지 않았으나, 부화 후 30일과

40일 자‧치어 시료에서는 426 bps의 증폭산물 밴드가 나타남으로써 VNNV의 감

염이 확인되었다(Fig. 30). 또한 28일령 이후 급속한 자어의 폐사 현상이 발생하

기 시작하여 부화 후 50일에는 대부분의 자어가 폐사하여 폐사율이 약 99.9%에

달하였다. VNNV 감염의 증상은 척추 측만증상, 이상유영 행동 및 입 벌림 증상

등이 관찰되었으며, 일부개체는 부레팽창이 관찰되었다.

2) 계통분류학적 비교

VNN에 감염된 자바리 치어에서 분리된 VNNV의 coat protein gene에 대한

유전자형 분석결과 dragon grouper (E. lanceolatus, accession NO. 721615), 붉

바리 (E. akara, accession NO. DQ116038)의 VNNV coat protein gene과 각각

99.2%와 98.0%의 homology를 나타냈다(Fig. 31).

이 결과로 이 연구에서 발생한 자바리의 VNNV는 red-spotted grouper nervous

necrosis virus (RGNNV)와 동일한 계통으로 조사되었다.
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Fig. 30. Detection of VNNV from fertilized eggs and larvae of E. bruneus by

RT-PCR. M, 100-bp DNA ladder; lane 1, fertilized egg; lane 2, 10 days

old; lane 3, 20 days old; lane 4, 30 days old; lane 5, 40 days old.
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Alphanodavirus(Flock House Virus coat protein precursor alpha gene)/X15959

Japanese flounder NNV/AB045980

Redspotted grouper NNV/DQ116038

Redspotted grouper NNV/DQ116036

Dragon grouper NNV/AY721615

Longtooth grouper-Jeju, Korea 

Dragon grouper NNV/D38527

Atractoscion nobilis NNV/AY620368

Epinephelus aeneus NNV/AY284964

Lates calcarifer NNV/AY284974

White star snapper NNV/AY835642

Yellow grouper /AF283554

Epinephelus coioides NNV/AF534998

Epinephelus aeneus NNV/AY284967

Redspotted grouper NNV/AY140798

Redspotted grouper NNV/AY510457

Guppy NNV/AF499774

Epinephelus tauvina NNV/AF281657

Chinese catfish NNV/AY140794

Chinese catfish NNV/AY140795

Dicentrarchus labrax NNV/AY284969

Redspotted grouper NNV/AY744705

Dicentrarchus labrax NNV/AY284972

Dicentrarchus labrax NNV/AY284971

Lates calcarifer NNV/AY284973

Malabaricus NNV/AF245003

Malabaricus  NNV/AY140796

Epinephelus aeneus NNV//AY284963

Sevenband grouper NNV/AY324870

Mugil cephalus NNV/AY2849620.1

Alphanodavirus(Flock House Virus coat protein precursor alpha gene)/X15959

Japanese flounder NNV/AB045980

Redspotted grouper NNV/DQ116038

Redspotted grouper NNV/DQ116036

Dragon grouper NNV/AY721615

Longtooth grouper-Jeju, Korea 

Dragon grouper NNV/D38527

Atractoscion nobilis NNV/AY620368

Epinephelus aeneus NNV/AY284964

Lates calcarifer NNV/AY284974

White star snapper NNV/AY835642

Yellow grouper /AF283554

Epinephelus coioides NNV/AF534998

Epinephelus aeneus NNV/AY284967

Redspotted grouper NNV/AY140798

Redspotted grouper NNV/AY510457

Guppy NNV/AF499774

Epinephelus tauvina NNV/AF281657

Chinese catfish NNV/AY140794

Chinese catfish NNV/AY140795

Dicentrarchus labrax NNV/AY284969

Redspotted grouper NNV/AY744705

Dicentrarchus labrax NNV/AY284972

Dicentrarchus labrax NNV/AY284971

Lates calcarifer NNV/AY284973

Malabaricus NNV/AF245003

Malabaricus  NNV/AY140796

Epinephelus aeneus NNV//AY284963

Sevenband grouper NNV/AY324870

Mugil cephalus NNV/AY2849620.10.1

Fig. 31. Phylogenic tree of nodaviruses isolated from E. bruneus larvae.
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Ⅳ. 고 찰

종묘생산

종묘생산과정에서 수정란이나 자어의 VNN 감염을 예방하기 위해 자외선이나

오존수 등의 물리적 처리와 차아염소산나트륨, 차아염소산칼슘, 요오드 등의 화

학적 살균제가 사용되고 있다(Nakai et al., 1995; Arimoto et al., 1996; Tsuchihashi

et al., 2002). 요오드는 살균제의 하나로 수정란에는 상대적으로 독성이 적지만 수

정란 표면에 감염된 병원균에는 살균력이 강하며, 연어과 어류의 수정란 소독용으

로 광범위하게 사용되고 있다(Amend and Pietch, 1972; Ross and Smith, 1972;

Inoue et al., 1991). 최근 해산어류를 대상으로 요오드의 처리 시기와 처리 농도

등에 관한 연구가 진행되고 있다. Humpback grouper C. altivelis의 경우 VNN

을 예방하기 위하여 20 ppm 요오드에서 15분간 수정란을 소독하여 종묘생산에

이용하고 있으며(Sugama et al., 2001), RGNNV를 인위적으로 감염시킨 능성어

E. septemfasciatus 수정란을 요오드 50 ppm 농도에서 15분간 소독한 후 수정란

및 부화자어에 대한 nested PCR 검사에서 RGNNV 유전자가 검출되지 않았다

(高見 等, 2003). 또한 발생단계별 요오드의 처리 효과와 안정성을 비교한 실험에

서 orange-spotted grouper E. coioides는 신경배단계에 7.5 ppm 농도에서 10분

간 소독하는 것이 적합하다(Tendencia et al., 2001). 그리고 spotted halibut

Verasper variegatus의 경우 부화 1일전 심장박동시기에 75 ppm 농도에서 15분,

참돔 Pagrus major의 경우 상실기 단계에 100～200 ppm 농도에서 5분간 소독

하는 것이 적합하며, 적정 유효 농도에서는 성장과 부화 후 비정상개체가 출현하

지 않았지만, 고농도에서는 부화율이 낮았다(Hirazawa et al., 1999).

이 연구에서 자바리 수정란 각 발생단계별 요오드 20 ppm 농도에서 15분간

소독 결과 안포형성 이후 배체형성기 단계에서는 소독 후 백탁되는 수정란이 없

었고, 부화율도 95.8%로 대조구와 비교하여 유의차가 없었다(P>0.05). 또한 처리

농도와 처리시간별 실험에서 농도와 처리시간이 증가할수록 부화율이 감소하였

고, 비정상개체 발생도 증가하였다(P<0.05). 따라서 요오드 용액을 사용한 자바리

수정란을 소독할 경우 안포형성 이후 배체형성 단계의 수정란을 20 ppm 농도에
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서 15～30분간 처리하는 것이 적당하며, 발생단계에 따른 부화율의 차이는 난할

단계보다 배체형성 이후가 요오드와 같은 외부 자극 인자에 대한 강한 내성에

기인한 것으로 생각된다.

바리과 어류의 종묘생산은 자어 초기사육시기에 높은 사망률이 큰 문제점으로

지적되고 있다(Sawada et al., 1999). 첫 먹이 섭취 시기 자어의 입 크기는 초기

생존율을 높이기 위한 적정 먹이를 선택하는데 중요한 요소가 된다(Hussain and

Higuchi, 1980; Kayano, 1988; Kohno et al., 1997). 이 연구에서 자바리 자어의

개구시 상악장 크기는 0.155±0.008 ㎜로 첫 먹이 섭취시 개구각을 75～50°로 가

정할 경우 자어의 구경은 0.109～0.164 ㎜이었다. 청보리멸 Sillag japonica의 경

우, 첫 먹이 섭취시 입 크기는 0.128～0.156 ㎜인데 먹이생물의 적정 크기는 113～

159 ㎛라고 보고 하였다(塚島 等, 1983).

바리과 어류의 종묘생산에서 초기 먹이생물은 로티퍼와 요각류 유생 그리고 굴

유생을 혼합 또는 단독으로 이용하고 있다. Orange-spotted grouper E. suillus

자어에 부화 후 2일부터 로티퍼를 20개체/mL 밀도로 공급한 5일째 100% 섭식하

였다(Duray, 1994). 그러나 부화 후 5일된 greasy grouper E. taurina 자어에 로

티퍼를 5개체/mL 밀도로 공급한 경우 위는 대부분 비어 있었다(Randall and

Heemstra. 1991).

자바리 종묘생산 과정에서 로티퍼 공급은 부화 후 2일부터 6일까지는 SS형 로

티퍼(81～184 ㎛), 부화 후 7일부터 35일까지는 S형 로티퍼(89～222 ㎛)를 수조내

로티퍼 수가 항상 15개체/mL가 유지되도록 공급하였는데, 부화 후 3일째 수조내

전장 2.82 ㎜ 자어의 소화관내에서 처음으로 섭취한 것으로 보이는 로티퍼를 확

인할 수 있었다. 그러나 이 연구에서 로티퍼 첫 먹이생물로서 SS형 로티퍼를 자

어에 공급하였으나, 자바리 자어의 경우 청보리멸 S. japonica과 구경이 비슷하여

150 ㎛ 내외의 일반 S형 로티퍼도 충분히 섭취가 가능할 것으로 생각된다.

능성어 E. septemfasciatus 초기 먹이생물의 원활한 섭식을 유도하기 위하여

부화 후 10일까지 24시간 점등을 통한 종묘사육 관리가 자어의 초기 생존율을

향상시켰다(Tsuchihashi et al., 2003b). 이 연구에서도 부화자어의 첫 먹이 섭취를

원활히 해주기 위하여 24시간 점등을 통한 종묘생산을 수행하였지만, 초기 생존율

변화에 대해서는 조사하지 못하였다. 따라서 앞으로 자바리 자･치어 사육과정에서
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24시간 점등에 따른 초기 생존율 변화와 부화자어의 stress 등으로 인하여 발생할

수 있는 형태이상 발달 개체와의 상관관계 등 자어 사육생태 특성에 대한 연구가

지속적으로 이루어져야 할 것으로 생각된다.

자바리 자어의 성장은 난황 흡수가 빠르게 진행되는 부화 후 24시간까지는 급

격한 증가를 하였으나, 이후 먹이를 섭취하는 부화 후 5일 이내에는 성장이 완만

한 증가 또는 거의 정지 상태를 보였다. 이후 자‧치어의 성장은 변태시기부터 서

서히 증가하기 시작하여 변태 완료 후에 빠른 성장을 보인다. 성장은 변태 시작

시 4.12±0.09 ㎜에서 변태 완료 시기에 30.74±0.95 ㎜까지 성장하였으며, 이후 급

격한 성장을 하여 부화 후 93일째 93.78±1.98 ㎜까지 성장하였다. 이와 같은 성장

은 능성어 E. septemfasciatus, orange-spotted grouper E. suillus, camouflage

grouper E. polyphekadion, humpback grouper C. altivelis,의 성장과 유사하였다

(Kitajima et al., 1991; Duary et al., 1997; James et al., 1998; Sugama and

Ikenoue. 1999).

VNN

바리과 어류 종묘생산과정에서 발생하는 바이러스성신경괴사증 바이러스(viral

nervous necrosis virus, VNNV)는 돌돔 Oplegnathus fasciatus에서 처음으로 보

고되었다(Yoshikoshi and Inoue, 1990). VNN의 원인 바이러스는 노다바이러스속

(Nodaviridae)에 속하는 positive-sense single strand RNA를 genome으로 가지

고 있으며, 곤충에 감염되는 노다바이러스와는 다른 특성을 보여 betanodavirus

로 분류하였다(Tang et al., 2002). 전 세계적으로 약 30여종의 어류가 이 바이러

스에 감염되어 피해를 유발하는 것으로 알려졌으며, 해산어류뿐만 아니라 담수어

류에서도 노다바이러스의 감염이 보고되었다(Munday and Nakai, 1997; Chi et

al., 2001; Munday et al., 2002; Athanassopoulou et al., 2003; Hegde et al., 2003;

Gomez et al., 2004).

어류에서 VNN 질병의 원인바이러스인 노다바이러스는 coat protein gene인

RNA2의 부분적인 nucleotide sequence를 바탕으로 한 분자생물학적 분류기법에

의해 복어류 tiger puffer nervous necrosis virus (TPNNV), 전갱이류 striped jack

nervous necrosis virus (SJNNV), 가자미류 barfin flounder nervous necrosis virus
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(BFNNV), 능성어류 red-spotted grouper nervous necrosis virus (RGNNV) 등 네

개의 type으로 분류하고 있다(Nishizawa et al., 1999; Chi et al., 2001; Tanaka et

al., 2001).

이 연구에서 VNN에 감염된 자바리 치어에서 분리된 VNNV coat protein

gene에 대한 유전자형 분석결과는 dragon grouper E. lanceolatus (accession

NO. 721615), 붉바리 E. akaara (accession NO. DQ116038)의 VNNV coat protein

gene과 각각 99.2%와 98.0%의 homology를 보여 RGNNV 계통으로 확인되었다.

이러한 결과는 한국에서 양식되는 넙치 P. olivaceus, 돌돔 O. fasciatus, 능성어

E. septemfasciatus에서 분리된 노다바이러스의 분류학적 계통이 RGNNV이라고

보고한 것과 일치한다(Cha, 2005).
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제 4장 종합고찰

바리과 어류는 연령과 체중 성장에 따라 암컷으로 먼저 성숙한 후에 개체 중

일부가 수컷으로 성 전환하는 자성선숙형 자웅동체 어종이다. 실내사육 중인 바

리과 어류의 성 전환은 체중과 성의 분포에 따른 social control로 일어날 수 있

다. 대형의 orange-spotted grouper E. coioides 암컷을 소형의 암컷과 함께 사육

하면 대형의 암컷이 수컷으로 성 전환이 일어나고(Quinitio et al., 1997), 붉바리

E. akaara의 암･수 성비가 1 : 1인 경우 수컷의 크기가 암컷보다 크면 암컷이 수

컷으로의 성 전환이 억제된다(野上․福永, 1990).

이 연구에서 육상수조에 사육중인 자바리의 자연적 성 전환은 전장 63～99 ㎝,

체중 4.4～13.2 ㎏ 사이에서 일어났으며, 어체중에 따른 성비 조사 결과 5 ㎏ 이

하에서는 25마리 중 암컷 개체가 19마리(76.0％)로 대부분 암컷의 성 특성을 보

였지만, 어체중 5 ㎏ 이상의 개체 19마리 중 수컷이 9마리(47.4％)로 암컷(36.8％)

에 비해 높게 나타나, 실내 사육수조 내 자바리의 성 전환 시기는 보통 5 ㎏ 이

상에서 성 전환이 일어남을 알 수 있다. 그러나 실내수조에서 1.5～3.0 ㎏ 12마리

를 1년간 사육한 경우 암컷으로 성숙된 개체가 3마리, 수컷으로 성 전환이 일어

난 개체가 1마리로 자바리의 성 현상은 실내수조내 암･수 성 분포에 따라 social

control에 의한 성 전환이 일어난다는 것을 암시한다. 앞으로 실내수조에서 자바

리의 성 전환 요인과 연령에 대한 지속적인 연구가 필요할 것으로 생각된다.

바리과 어류는 수컷을 구하기가 쉽지 않을 뿐 아니라 실내수조에서 자연산란

이 어려워 안정적인 수정란 확보가 어려운 실정이다. 바리과 어류의 종묘생산 기

술개발을 위한 수정란 생산 방안은 정자를 생산할 수 있는 수컷을 확보하거나,

소형 개체에 웅성호르몬을 투여하여 기능적 수컷을 만들어 정자를 안정적으로

생산해야 한다. 바리과 어류의 인위적 웅성화유도는 주로 웅성호르몬인 MT와

방향화효소 억제물질인 AI 둥이 사용되고 있고(Tsuchihashi et al., 2003a: Song,

2004; Alam et al., 2006), 처리 방법은 경구투여, 주사 그리고 implants 방법이

이용되고 있다(Chen et al., 1977; Tukashima and Kitajima, 1983; Hwang et al.,

1998; Tsuchihashi et al., 2003a; Song, 2004). 이 연구에서 자바리 소형개체에
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implants 방법으로 MT를 2 ㎎/㎏ BW로 처리했을때 인위적 웅성화 유도가 가능

하였다. 따라서 자바리 종묘생산을 하기 위한 정자 확보 방안으로 자연적 성 전

환된 수컷 개체를 확보하기 어려운 경우, 소형개체를 웅성화시켜 정자를 확보하

는 것이 효과적인 방안으로 생각된다.

MT 경구투여 또는 주사방법에 의하여 수컷으로 성 전환된 개체가 다음 산란

시기에 수컷으로 지속되지 않고, 일부 암컷으로 되돌아간다(Marino et al., 2000;

Sarter et al., 2006). 이 연구에서 수컷으로 성 전환된 개체 중 2～3년 후에 암

컷으로 복귀한 개체는 미성숙 시기(1.8～2.3 ㎏)에 호르몬을 처리한 개체들에서

볼 수 있었다. 이와 같이 미성숙 시기에 MT silastic capsule을 처리한 개체에서

암컷으로의 복귀는 silastic capsule에 들어 있는 웅성호르몬이 지속적으로 작용

하다가 capsule내 MT가 없어지자 암컷으로 복귀되는 것으로 판단된다.

어류의 정자 동결보존 연구에서 해동정자를 사용한 인공수정란의 비정상개체

발생은 유전적 구조 변화에 원인이다(Julia et al., 2004). 특히 catfish의 정자는

동결과 해동과정에서 염색체(chromosome set) 변화가 일어나며, 염색체 변화는

비정상개체 발생 원인으로 추정된다(Miskolczi et al., 2005). 초어 C. idellus의

정자 동결보존에서 동해방지제 DMSO 농도가 높을수록 비정상개체 발생이 높았

고, 그 원인은 동결보존에 따른 정자의 유전적 구조 변화에 기인하는 것으로 추

정된다(Dang et al., 2006).

자바리 정자 동결보존에서 각기 다른 DMSO 농도(5.0％, 7.5％, 10.0％)에서 정

자동결 후 해동정자를 사용한 인공수정 결과 수정률과 부화율에 있어 DMSO 농

도에 따른 유의차는 없었다(P>0.05). 그러나 DMSO 농도가 증가할수록 해동정자

를 사용한 수정란에서 정상개체 발생은 대조구보다 낮게 나타났다(P<0.05). 동결

정자 보관기간에 따른 수정 능력 실험 결과 동결보관 3년째의 해동정자를 사용

한 수정란의 수정률과 부화율이 66.8%와 82.0%로 대조구보다 낮았으나(P<0.05),

다른 어종들의 신선한 정액을 사용한 수정률 또는 부화율 보다 높게 나타나고

있다(Gwo, 1993; Zhang et al., 2003; Dang et al., 2006). 따라서 자바리 정자의

장기보관방법으로 해수어류용 링거액과 10.0％ 이내의 DMSO 동해방지제를 사용

하여 자바리 정자를 동결보존 한다면 오랜 기간동안 보관할 수 있을 뿐만 아니

라 종 보존 차원의 정자보존 방법으로 유용할 것이라고 생각된다.
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제주산 능성어 E. septemfasciatus에서 12월부터 4월까지 수온을 점차적으로

상승시켜 최종 수온을 21.0℃로 설정하고, 광주기는 12월 9.5L에서 3월에 14L이

되도록 조절하여 조기 성 성숙 유도가 가능하였다(Song, 2004). 이 연구에서

2005년 12월부터 자연광주기에서 17～18℃내외의 제주도 지하해수만을 이용하여

자바리 15개체를 5개월간 사육한 결과 4월에 15개체 중 10개체에서 400～600 ㎛

의 난모세포를 가지는 성숙개체로 유도가 가능하였다. 이와 같은 결과는 제주도

지하해수와 광주기 조절을 통한 적정 어미관리가 이루어진다면 수온조절에 소요

되는 경비부담 없이 조기 성 성숙 유도가 충분히 가능한 것으로 판단된다.

그리고 생식소내 난모세포의 크기(277～520 ㎛)가 각각 다른 개체에 HCG 500

IU/㎏ BW 농도로 주사하여 배란 유무를 조사한 결과 400 ㎛ 이하의 난모세포를

가지는 개체에서는 배란이 이루어지지 않았지만, 400～600 ㎛ 사이의 난모세포를

가지는 개체에서는 81.8%가 정상적으로 배란이 이루어졌다. 따라서 자바리의 경

우 양질의 수정란을 확보하는 방법으로는 사육수조내 자연산란을 유도할 수 있

는 사육환경 시설을 구비하는 것이 최선책이지만, 인위적 성 성숙 유도에 의한

400 ㎛ 이상의 성숙 난모세포를 가지고 있는 개체를 대상으로 호르몬 처리를 통

한 난모세포 최종 성숙 및 인공 채란에 의하여 수정란을 확보하는 것도 효과적

이라고 생각된다.

어류 형태이상 개체의 발생 원인은 배발생 시기에 유전적 원인, 또는 초기 자･

치어의 사육환경 부적합과 영양적 결핍 요인에 의하여 발생한다. 골격계 형태이

상은 부레 형태이상으로 초래되며, 부레 형태이상은 부레 형성 초기에 수온과 염

분, 빛 등의 물리적 환경요인에 기인한다(Kitajima et al., 1994; Bailey and

Doroshov, 1995).

이 연구에서 자바리 치어의 형태이상 부위는 주로 척추골 형태이상과 외부 등

지느러미 함몰 같은 복합적 형태이상이었다. 이와 같은 형태이상의 원인은 크게

3 가지로 나누어 보면 첫째 HCG 호르몬 처리가 난 성숙 및 배란유도 과정에서

최종 난 성숙 과정에 영향을 주었던지, 둘째 자어시기에 유막처리 또는 24시간

연속 점등 등과 같은 사육환경이 부레형성에 장애를 주었던지, 셋째 초기 먹이생

물의 영양성분 불균형이 형태이상 개체를 유도한 것으로 생각되나 정확한 발생

원인은 불분명하다. 자바리 종묘의 생산성과 상품성을 저하시키는 형태이상 발생
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원인을 정확히 규명하기 위해서는 위에서 언급된 원인들에 대한 지속적인 연구

가 요구되며, 특히 부레형성 시기에 자어 사육환경과 부레 형태이상과의 인과관

계를 밝힐 수 있는 체계적인 연구가 필요할 것으로 생각된다.

자바리를 비롯한 바리과 어류 종묘생산과정에서 발생하는 VNN 질병은 자･치어

시기에 대량폐사를 유발하는 대표적인 질병으로 알려져 있으며, 국내에서는 가두리

에 사육중인 능성어 E. septemfasciatus 치어의 여름철 대량폐사 원인을 VNN

감염이라고 보고하였다(Sohn et al., 1998). 일본의 경우도 바리과 어류 종묘생산

과정에서 VNN 감염에 의한 안정적 종묘생산이 이루어지지 않고 있다(Tsuchihashi

et al., 2002; Tanaka, 2005). 이러한 VNN 발생 예방을 위하여 최근 들어 요오드

또는 오존수에 수정란을 소독하고, 자외선조사 해수나 오존살균수에서 자･치어를

사육을 권장하고 있다(室賀 等, 1993; Nakai et al., 1995; 虫明･有元, 2000; 渡辺,

2000; Tsuchihashi et al., 2002).

이 연구에서 자바리 종묘생산과정에서 발생하는 VNN 발병을 예방하기 위하여

요오드 20 ppm 농도에서 15분간 수정란 소독 후 종묘생산을 수행한 결과

VNNV 음성으로 조사되었고, VNN 증상에 의한 폐사는 일어나지 않았다. 이와

같은 결과로 바리과 어류 종묘생산과정에서 가장 큰 문제점 중에 하나인 VNN을

예방하기 위해서는 VNNV 음성인 수정란을 오존수 또는 요오드액 등 적정 소독

액에서 소독 후 종묘생산에 이용할 경우 VNN 감염을 방지할 수 있을 것으로 생

각된다.

결론적으로 자바리의 안정적 수정란 대량생산을 위한 정자확보 방법은 자연에

서 정자를 생산할 수 있는 수컷을 확보하거나, 미성어를 기능적 수컷으로 유도하

여 정자를 생산하고, 생산된 정자를 동결보존 하는 시스템을 구축한다면 원하는

시기에 수정란을 생산할 수 있을 것으로 사료된다. 그리고 종묘생산과정에서 빈

번하게 발생하여 대량 종묘생산을 저해하는 VNN 방지 대책과 상품성을 저하시

키는 형태이상 개체의 발생 원인을 분석하고, 형태이상 개체의 발생을 줄일 수

있는 방법에 대한 연구가 이루어진다면 새로운 양식품종 및 제주 특산어종의 자

원회복 방안으로 각광받고 있는 자바리 종묘생산기술이 확립될 것으로 생각된다.
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Ⅴ. 요 약

자바리 E. bruneus는 수심 10～20 m의 암반지역에 서식하며, 제주도에서 자원

이 지속적으로 감소하는 가장 중요한 어종 중의 하나이다. 우리나라에서 바리과

어류의 자원회복과 상업적 양식을 위한 종묘생산은 1993년부터 시작하였다. 그러

나 수정란 확보문제, 부화자어의 구경에 적합한 초기 먹이생물 부재, VNN같은

바이러스 감염 등으로 인하여 안정적인 대량생산 체제는 이루어지지 않고 있다.

이 연구는 바리과 어류의 일종인 자바리의 완전양식 기술개발을 위하여 실내

사육수조에서의 성 전환과 성 성숙 및 배란 유도, 그리고 수정란, 자･치어 발달

과 형태이상발생 개체를 조사하였다. 또한 종묘생산 과정 중 발생한 바이러스성

신경괴사증 바이러스의 유전학적 계통분류를 실시하였다.

1. 성 전환과 정자 동결보존

자연산 자바리 어미 61마리(전장 47～110 ㎝, 체중 1.5～21.4 ㎏)를 2002년부터

2006년까지 실내수조에서 사육하면서 성 전환을 조사한 결과 8마리가 암컷에서 수

컷으로 성 전환이 일어났다. 성 전환이 일어난 개체의 크기는 전장 63～99 ㎝, 체중

4.4～13.2 ㎏이었다. 실내사육수조에서의 안정적 정자 확보를 위해서 MT 2 ㎎/㎏

BW implants 방법에 의한 인위적 수컷유도 결과 실험어 20개체 중 13개체에서

기능적 수컷으로 성 전환이 일어났다.

동해방지제 DMSO의 각기 다른 농도(5％, 7.5％, 10％)에서 정자동결 후 해동

정자를 사용한 인공수정 결과 DMSO 농도에 따른 수정률과 부화율은 유의차가

없었다(P>0.05).

2. 성 성숙, 배란 유도, 난 발생과 자･치어 형태 발달

자연 광주기 조건에서 지하해수의 수온 특성을 이용한 조기 성 성숙 및 배란

유도 가능성을 조사하였다. 실험구는 겨울철 사육수온이 15℃ 이상을 유지하기

위하여 지하해수와 자연해수를 혼합한 혼합수 실험구(15.9～22.8℃)와 지하해수
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실험구(17.0～22.7℃)로 나누어 실시하였다.

혼합수를 이용하여 사육한 실험구의 경우 6월 20일 cannulation에 의한 성 성

숙도 조사 결과 400 ㎛ 이상의 난모세포를 갖는 성숙 개체는 24마리 중 14마리

로 조사되었다. 이들 개체에 HCG (500 IU/㎏ BW) 투여에 의한 난모세포 최종

성숙 및 배란 유도 결과 14마리 중 9마리에서 배란이 이루어졌다.

지하해수만을 이용하여 사육한 실험구의 경우 4월 25일 cannulation 방법에 의

한 성 성숙도 조사 결과 난모세포의 평균크기는 400 ㎛ 이상의 난모세포를 갖는

성숙 개체는 전체 15마리 중 10마리로 조사되었다. 이들 개체에 HCG (500 IU/㎏

BW) 호르몬 투여에 의한 난모세포 최종 성숙 및 배란 유도 결과 10마리 중 7마

리에서 배란이 이루어졌다.

HCG 호르몬 처리에 의해 난 최종 성숙 및 배란 유도된 자바리 암컷의 난과

MT 처리에 의한 기능적 수컷 및 자연적 성 전환된 수컷에서 얻은 정액을 사용

하여 습식법으로 인공수정을 유도하였다. 혼합수 실험구의 평균 수정률은 87.1±

8.4%이었고, 지하해수 실험구의 평균 수정률은 90.2±6.5%이었다.

자바리의 수정란은 보통 1개의 유구를 가지고 있으며, 수정란의 평균 크기는

906.5±27.5 ㎛ (n=100)이었다. 인공수정에 의한 자바리 수정란의 부화시간은 보통

20℃에서 약 48시간 정도 소요되었다.

부화 후 개구시까지 소요된 시간은 25℃조건에서 난황이 거의 흡수하는 부화

후 3일째, 22℃에서는 부화 후 4일째 개구가 되기 시작하였다. 부화 후 3일부터

4일까지 자바리 자어의 구경 d는 0.219～0.223 ㎜, 0.75d는 0.164～0.167 ㎜, 0.5d

는 0.109～111 ㎜이었다.

등지느러미 제2극과 배지느러미 극의 출현은 부화 후 11일부터 나타났으며, 등

지느러미 제 1, 3극은 부화 후 17일부터 나타났다. 등지느러미와 배지느러미는

부화 후 48일째 성어와 비슷한 지느러미로 분화되었고, 등지느러미 제2극과 배지

느러미 극의 상대 성장은 전장 8 ㎜ 전후시기에 전장의 40%와 35%로 최대를 보

였다.

자바리 외부형태에 따른 형태이상 출현 양상을 조사한 결과 형태이상발생 부

위가 두 곳 이상의 복합 형태이상은 88.9%, 단순 형태이상은 11.1%이었다. 척추

골의 형태이상 부위는 척주의 전반부, 중반부, 후반부 부위가 각각 39.0%, 27.3%,
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33.7%이었다.

3. 종묘생산과 VNN

안포형성이후 배체형성기 단계의 수정란에 소독 농도별과 소독 시간에 따른

부화율을 조사한 결과 요오드 농도 5, 10, 20 ppm에서 15분과 30분 소독 처리한

경우 부화율은 95.8～100%로 대조구와 유의차가 없었다(P>0.05). 그러나 40 ppm

과 80 ppn 농도에서 15분과 30분 소독 처리한 경우의 부화율은 53.8～84.7%로

대조구에 비해 낮았다(P<0.05). 그리고 각 소독 농도 및 소독 시간에 따른 비정

상 개체 발생률은 40 ppm 15분 처리구에서는 12.1%, 80 ppm 15분과 30분 처리

구에서는 각각 33.1%와 65.1%로 대조구에 비해 높게 나타났다(P<0.05). 안포형

성 이전 단계의 수정란에 소독한 경우 부화율은 9.9～45.3%로 대조구(98.2%)에

비해 낮게 나타났다(P<0.05). 그러나 안포형성이후 배체형성기 단계에 소독한 경

우 부화율은 95.8%로 대조구와 유의차가 없었다(P>0.05).

자바리 대량 종묘생산과정에서 수정란 소독 유무에 따른 VNN 발병 여부를 조

사한 결과 2005년 수정란 소독을 하지 않고 부화시킨 수정란에서 부화 후 10일

과 28일에 VNN이 검출되었으며, 부화 후 60일까지의 최종 생존율은 0.06％이었

다. 2006년 유효 요오드 20 ppm 농도에서 15분간 수정란을 소독한 후 종묘생산

결과 부화 후 60일까지 VNN이 검출되지 않았으며, 부화 후 60일까지의 최종 생

존율은 10.1％이었다. 2005년도 발생한 바이러스성신경괴사증에 감염된 실험어로부

터 분리된 VNNV의 coat protein gene에 대한 유전자형 분석결과 dragon grouper,

E. lanceolatus, 붉바리 E. akaara의 VNNV coat protein gene과 각각 99.2%와 98.0%

의 homology를 보여 이 연구에서 조사된 VNNV는 red-spotted grouper nervous

necrosis virus와 동일한 RGNNV type으로 조사되었다.
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