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해수산 rotifer Brachionus rotundiformis의 유성생식유도에 관한 
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요  약  해수산 rotifer Brachionus rotundiformis의 내구란 대량생산을 위한 효과적인 유성생식자극요인을 구명하기 위해 염분
자극과 기사용배양수의 효과를 9일 동안 조사하였다. 각 염분에 노출된 후 모든 실험구에서 배양 3일째부터 유성생식률이 
증가하기 시작했으며 이후 배양 4-5일째 이후 감소하는 경향을 보였다. 내구란은 10‰, 15‰, 20‰, 25‰ 실험구에서 배양 

4일째에 출현하였으며 특히 20, 25‰ 실험구는 배양 6일째 수정률이 각각 33.3%와 31.3%로 다른 실험구에 비해 높게 나타났
다. 9일간 평균 유성생식률은 10‰와 20‰ 실험구에서 각각 25.3%와 20.2%로 높게 나타났다. 수정률은 25‰ 실험구에서 

14.0%로 가장 높았다. 각 기사용배지농도에 노출된 후 모든 실험구의 유성생식률은 염분실험결과와 유사한 경향을 보였고 
내구란은 0%과 25% 기사용배지에 노출되었을 때 만 출현하였다. 평균수정률은 모든 실험구가 차이를 보이지 않은 반면,
유성생식률은 25% 실험구가 22.3%로 대조구인 0%에 비해 높게 나타났다. 본 연구결과를 종합해보면, B. rotundiformis의 
내구란 대량생산을 위한 효과적인 유성생식유발요인으로 기배양수자극보다 염분자극이 더 효과적이며 최적 염분은 비교적 

높은 유성생식률과 수정률을 유도한 20-25‰로 판단된다. 본 연구결과는 차후 rotifer 내구란 대량생산을 위한 핵심적인 기초
자료로 활용될 수 있을 것으로 판단된다.

Abstract  This study examined the effects of salinity and medium used on the induction of sexual reproduction for
the mass production of the resting eggs in the marine rotifer Brachionus rotundiformis for 9 days. After exposure
to various salinities, the mixis rate in all treatments began to increase on the third day and decreased after the 4th
or 5th day. The resting eggs appeared on the 4th day at 10‰, 15‰, 20‰, 25‰. In particular, the fertilization rates 
with 33.3% and 31.3% at 20‰ and 25‰ on day 6 were higher than those of the others, respectively. Mean mixis
rate for 9 day at 0‰ and 20‰ were the highest with 25.3% and 20.2%, respectively, and the fertilization rate (14.0%)
at 25‰ was the highest. In the medium experiment used, the mixis rate in all treatments were similar to the results 
of the salinity experiment. The resting eggs were only found at 0% and 25% of the used medium treatments. While
there were no significant differences in the mean fertilization rate of all treatments, the mean mixis rate (22.3%) in
the 25% treatment was higher than that of the control (0% treatment). As a result, salt stress was more effective than
using the used medium to induce sexual reproduction in B. rotundiformis. The optimal salinity was considered to be
20-25‰, which caused a high mixis and fertilization rate in the rotifer. These results provide basic data for the mass 
production of rotifer resting eggs.

Keywords : Brachionus rotundiformis, Salinity, Used medium, Sexual production, Resting egg

본 논문은 한국연구재단(NRF-2014R1A1A2056055)의 연구과제로 수행되었음.
*Corresponding Author : Kyun-Woo Lee
Tel: +82-31-400-7827  email: kyunu@kiost.ac.kr
Received March 14, 2016
Accepted April 7, 2016

Revised (1st April 5, 2016, 2nd April 6, 2016)
Published April 30, 2016



해수산 rotifer Brachionus rotundiformis의 유성생식유도에 관한 염분 및 기사용 배양수의 효과

693

1. 서론

Brachionid rotifer는 무성생식과 유성생식을 번갈아 
하며 이러한 생식방법의 변화는 서식환경에 의해 영향을 

받는 것으로 알려져 있다. 요약하면, 보통 번식이 왕성할 
때는 무성생식을 하다가 외부로부터 환경적 자극을 받게 

되면 유성생식으로 전환되어 감수분열을 하는 mictic 
female이 출현하고 이 female의 난이 수정되지 않았을 
경우 단위발생해서 반수체(haploid)의 수컷이 부화한다. 
이 부화한 수컷은 이후 수정되지 않은 mictic female과 
교미하여 2배체(diploid)의 내구란을 생산한다. 이 내구
란은 서식환경이 번식에 적합한 조건이 되었을 경우 부

화하여 2배체의 무성생식하는 amictic female이 되어 전
체 생활사를 반복하게 된다[1-6]. 이러한 과정에서 생산
된 내구란은 장기간 보관이 가능하고 필요시 언제든지 

부화시켜 사용이 가능하기 때문에 현재 rotifer 종 확보/
유지나 해산어 양식에서 먹이생물로 배양하기 위한 대량

배양용 seed로 사용할 수 있다. 특히 특정조건에서 비교
적 일정한 시기에 부화하기 때문에 환경변화 및 독성물

질의 독성실험을 위한 표준실험생물로도 이용이 되고 있

다. 따라서 이러한 내구란을 대량생산하기 위한 연구가 
국내는 물론 세계적으로 다수 진행된 바 있다. 일반적으
로 rotifer 내구란은 여러 가지 요인에 의해서 형성되는
데 brachionid rotifer의 경우, 내구란 형성에 미치는 영
향으로 내인성요인과 외인성요인으로 나눌 수 있다. 내
인성요인으로는 strain과 clone 등을 들 수 있으며[1, 2, 
7], 외적요인으로는 수온, 염분, 광주기, 먹이종류, 먹이
량, 배양밀도, 배양수의 암모니아 농도 및 과밀집 등[1, 
8-10]이 있는 것으로 알려져 있다. 또한 최근 유성생식 
전환 요인으로 quorum sensing이 제시되었고 이러한 
quorum sensing의 매개물질로 progesterone이 발견된 
바 있다[9].  따라서 본 연구는 B. rotundiformis의 내구
란 대량생산을 위한 효과적인 유성생식자극요인을 구명

하기 위해 염분자극과 기사용배양수의 효과를 조사하였다.

2. 재료 및 방법

2.1 실험생물의 분리 및 유지

실험에 사용된 rotifer는 Brachionus rotundiformis로 
전라북도 영광군의 염전에서 2015년 6월에 채집되었으

며 현장에서 분리 후, 실험실로 이동하였다. CO1 유전자
서열을 이용해 종동정을 하였으며 현재까지 28℃, 15 
ppt, 12L:12D 조건에서 먹이로 담수산 농축 Chlorella를 
공급하면서 단일배양라인을 유지하고 있다. 

2.2 실험방법

2.2.1 염분 및 기사용배양수 자극

염분자극실험은 실험구로 5, 10, 15, 20, 25 및 30‰
를 두어 실시하였고 15 ppt에서 배양/유지되고 있는 
rotifer를 45 μm sieve를 사용해서 각 염분실험구에 접종
하였다. 
기사용된 배양수를 얻기 위해 250 mL 비이커(배양

수: 200 mL)에 rotifer를 10 개체/mL 접종하였고 3일 후 
0.2 μm filter를 사용하여 기사용배양수 150 mL를 취하
였다. 이때 최종 rotifer 배양밀도, 유성생식률 및 수정률
은 각각 120 개체/mL, 25% 및 6.2%였다. 얻어진 기사
용배양수는 여과해수(15‰)를 이용하여 0, 25, 50, 75 및 
100%로 농도를 조절하였다.

2.2.2 실험절차 및 번식특성조사

모든 실험은 12 wells culture plate에 배양수 3 mL로 
하였으며 무성생식란에서 갓 부화한 rotifer (<12 h)를 5 
개체/mL로 접종하여 28℃, 12L:12D로 유지되는 배양기
[11]에서 9일간 배양하였다. 모든 실험은 3반복 하였다. 
먹이로 담수산 농축 Chlorella (Daesang Co. Ltd.)를 하
루에 27×104 cells/rotifer (Park, 1998)을 공급하였으며
[12] 성장률, 유성생식률 및 수정률 계산을 위해 1일 1회 
Park et al. (1996)의 방법에 따라 4종류 (?♀, ♀♀, ♀♂ 
및 D♀)의 female을 계수하였다[12].

Rotifer의 성장률(specific growth rate, r)은 Lee et al. 
(2004)의 식에 의해 계산되었다[r = (1/T) ln(NT/N0) (T 
= 접종이후 rotifer가 최고밀도에 도달하기까지의 배양일
수; NT = T days의 rotifer 최고 밀도; N0 = rotifer 접종
밀도)][16]. 생식률 및 수정률은 Kim and Hagiwara 
(2011)에서 제시한 방법으로 계산하였다[유성생식률(%) 
= (♂♀+D♀)/(♀♀+♂♀+D♀)×100; 수정률(%) = (D
♀/(♂♀+D♀)×100][17]

2.3 데이터 분석

염분과 기사용배지 자극에 대한 B. rotundiformis의 
성장률, 유성생식률 및 수정률 결과는 One-way ANOVA 
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test를 실시하였으며, 처리평균간의 유의성(P＜0.05)은 
Duncan의 다중검정법(Duncan's multiple range test)으
로 분석하였다. 모든 통계 분석은 SPSS Version 17.0 
(SPSS Inc, Chicago, IL, USA)을 사용하여 실시하였다.

3. 연구결과

3.1 염분자극효과

각 염분에 노출된 후 모든 실험구에서 배양 3일째에 
수컷란을 다는 female이 출현하여 유성생식률이 증가하
기 시작했으며 이후 배양 4-5일째까지 증가하다 이후 감
소하는 경향을 보였다. 내구란은 10‰, 15‰, 20‰, 25‰ 

실험구에서 수컷출현 1일 이후인 배양 4일째에 출현하
였으며 특히 20‰, 25‰ 실험구는 배양 6일째 수정률이 
각각 33.3%와 31.3%로 다른 실험구에 비해 높게 나타
났다(Fig. 1). 

Table 1은 각 염분에 노출된 B. rotundiformis의 9일
간 성장률(r)과 평균 유성생식률 및 수정률을 나타내었
다. 성장률은 5‰ 실험구에서 1.29로 가장 높았고 다음
으로 10‰ 실험구가 0.98로 나타났으며(P<0.05) 다른 실
험구는 유의적인 차이를 보이지 않았다(P>0.05). 9일간 
평균 유성생식률은 10‰와 20‰ 실험구에서 각각 25.3%
와 20.2%로 높게 나타나 5, 25, 30‰ 실험구와는 유의적

인 차이를 보였다(P<0.05). 수정률은 25‰ 실험구에서 

14.0%로 가장 높았고(P<0.05) 다른 실험구는 모두 통계
적 차이가 없었다(P>0.05).

Salinity 
(‰)

Specific growth 
rate Mixis rate (%) Fertilization rate 

(%)

5 1.29 ± 0.061c 12.8 ± 1.57a  0.0 ± 0.00a

10 0.98 ± 0.079b 25.3 ± 3.48c  0.4 ± 0.10a

15 0.84 ± 0.052ab 15.0 ± 3.46ab  0.9 ± 0.89ab

20 0.83 ± 0.038ab 20.2 ± 1.50bc 11.4 ± 5.01ab

25 0.80 ± 0.035a 13.1 ± 0.66a 14.0 ± 8.51b

30 0.87 ± 0.060ab 12.8 ± 0.69a  1.4 ± 1.40ab

Table 1. Specific growth rate, mean mixis and 
fertilization rate of Brachionus rotundiformis
exposed to various salinities for 9 days*

 *Values (Mean ± S.E. of four replications) within a column with 
different superscript letters are significantly different (P<0.05).
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Fig. 1. Changes in culture density, mixis and fertilization
rate of Brachionus rotundiformis exposed to 
various salinities (A, B, C, D, E, F :　5, 10,
15, 20, 25, 30‰) for 9 days.

3.2 기사용배지 노출효과

각 기사용배지농도에 노출된 후 모든 실험구에서 배

양 3일째에 수컷란을 다는 female이 출현하여 염분실험
결과와 유사한 경향을 보였고 내구란은 0과 25% 기사용
배지에 노출되었을 때 만 출현하였다(그림 2).
성장률(r)과 평균수정률은 모든 실험구가 차이를 보

이지 않은 반면(P>0.05), 유성생식률은 25% 실험구가 
22.3%로 대조구인 0%에 비해 유의적으로 높게 나타났
다(P<0.05). 

Used 
medium (%)

Specific growth 
rate Mixis rate (%) Fertilization 

rate (%)

0 0.84 ± 0.052 15.0 ± 3.46a 0.9 ± 0.89

25 0.91 ± 0.036 22.3 ± 1.63b 1.7 ± 1.03

50 0.88 ± 0.011 19.3 ± 1.31ab 0.0 ± 0.00

75 0.87 ± 0.017 18.5 ± 0.95ab 0.0 ± 0.00

100 0.88 ± 0.011 17.2 ± 0.62ab 0.0 ± 0.00

Table 2. Specific growth rate, mixis and fertilization 
rate of Brachionus rotundiformis exposed to 
various concentrations of used medium*

 *Values (Mean ± S.E. of four replications) within a column with 
different superscript letters are significantly different (P<0.05).
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Fig. 2. Changes in culture density, mixis and fertilization
rate of Brachionus rotundiformis exposed to 
various concentrations of used medium (A, B, 
C, D, E :　0, 25, 50, 75, 100%) for 9 days.

4. 고찰

일반적으로 rotifer 배양에서, 번식에 따라 배양밀도가 
증가하는 밀집화는 rotifer의 유성생식을 유도한다[2, 9]. 
본 실험에서 대조구를 포함한 모든 실험구가 실험시작 

후 3일째에 수컷을 생산하는 유성생식 female이 출현하
였는데 이때 배양밀도는 18.7 ± 5.9 개체/mL였다. 따라
서 수컷 출현 전일 즉, 배양 2일째 밀도인 6.8 ± 2.0 개체
/mL부터 밀집화 영향을 받았을 것으로 판단된다(그림 1, 
2). Snell and Boyer (1988)은 B. plicatilis 배양연구에서 
0.14-7.4 개체/mL 이상의 밀도는 rotifer의 유성생식을 
촉진한다고 보고하였으며[14] 이는 본 연구결과와 일치
한다. 
밀집화에 의한 유성생식유발은 rotifer에 의해 생성된 

알려지지 않은 화학물질때문인 것으로 알려져 있다[5, 
14]. 최근 rotifer 배양수내에 존재하는 화학물질인 
progesterone이 B. manjavacas의 배양에서 밝혀졌으며 
rotifer 종에 따라 그 영향이 다르게 나타나는 것으로 보
고되었다[9]. 따라서 본 연구에서, 유성생식이 진행되었
던 기배양수가 유성생식에 미치는 영향에 대하여 조사한 

결과, 기배양수(25%)는 대조구에 비해 유성생식률을 높
이는 효과가 있었으며 기배양수의 농도가 높아질수록 낮

은 유성생식률과 수정률을 보이는 것으로 나타났다. 최
근 Snell et al. (2006)은 유성생식이 진행중인 rotifer (B. 
manjavacas, 이전엔 B. plicatilis로 명명됨) 배양수 내에
서 유성생식을 유발하는 후보 물질로 39 kDa의 단백질
을 분리하였으며[10], 이 후 계속적인 연구결과, 스테로
이드 호르몬인 프로게스테론이 유성생식과 관련이 있는 

것으로 보고하였다[9, 22]. 그러나 이 호르몬은 B. 
manjavacas에만 유성생식을 증가시키는 기능을 하며 다
른 종에는 작동하지 않는 것으로 나타나 종마다 유성생

식을 유발하는 특이적인 호르몬이 있는 것으로 판단된

다. 결과적으로 내구란 생산을 위한 유성생식전환물질로 
기배양수의 이용은 가능할 것으로 판단되며 차후 기배양

수의 적정농도와 기배양수내 정확한 물질규명을 위한 분

석 연구가 추가적으로 요구된다.
일반적으로 rotifer는 종과 strain 따라 염분에 의한 유

성생식률은 다르게 나타난다. 예를 들면, B. rotundiformis
는 염분이 높을수록 유성생식률이 높게 나타나는 반면
[1], B. plicatilis는 염분이 낮을수록 높은 것으로 알려져 
있다[14]. 또한 Park and Hur (1996)의 연구에서, 동일
종임에도 불구하고 염분에 의한 유성생식률은 strain에 
따라 다른 경향을 보였다[13]. 반면, 본 연구에서 염분자
극 즉, 15‰에서 다른 높거나 낮은 염분의 배양수에 
rotifer를 급격히 노출시켰을 때, rotifer의 유성생식률은 
급격한 염분변화가 없었던 10‰과 20‰ 실험구에서 가

장 높게 나타났다. 이러한 불규칙적인 경향은 Park and 
Hur (1996)의 연구[13]와 일치하지만 급격한 염분자극
에 의한 스트레스 반응의 가능성도 배제할 수 없으므로 

차후 보다 정밀한 연구가 필요할 것으로 판단된다. 
본 염분실험에서 5‰ 염분구와 기배양수실험에서 

50%, 75% 및 100% 실험구에서는 유성생식률이 다른 
실험구와 비슷하게 나타났으며 수컷의 출현이 관찰되었

으나 내구란이 발생되지 않았다. 이러한 원인으로 수컷의 
교미인식페로몬(암컷의 몸체표면에 있는 glycoprotein 
등) 인식의 오작동[20, 21]으로 인한 교미실패나 정자수 
부족 및 정자활력의 저하[15] 등을 예상할 수 있다. 

5. 결론

본 연구결과를 종합해보면, B. rotundiformis의 내구
란 대량생산을 위한 효과적인 유성생식유발요인으로 기

배양수자극보다 염분자극이 더 효과적이며 최적 염분은 
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비교적 높은 유성생식률과 수정률을 유도한 20-25‰로 
판단된다. 본 연구결과는 차후 rotifer 내구란 대량생산
을 위한 핵심적인 기초자료로 활용될 수 있을 것으로 판

단된다.
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