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            초록
          
        

        
          We are conducting research on the artificial seeding production of the giant Pacific octopus (Enteroctopus dofleini) for the first time in Korea, and studies have been conducted on the Vibrio spp. that occur during this process. In the artificial seeding production process of the giant Pacific octopus, Vibrio splendidus, V. chagasii, V. kanaloae, and V. pelagius were detected in the mortalities of giant Pacific octopus paralarvae and Artemia. It is widely known that V. splendidus is mostly isolated from Pacific oysters (Crassostrea gigas), and there have been no reports of its discovery in giant Pacific octopus paralarvae. V. chagasii, V. kanaloae, and V. pelagius have been reported to belong to the clade of V. splendidus. After the challenge experiment the survival rate of giant Pacific octopus paralarvae in the group injected with V. splendidus without antibiotic treatment sharply decreased to the 50% range on days 2. In contrast, the group treated with antibiotics and injected with V. splendidus showed a survival rate of over 80% on days 2. Vibrio spp. were observed in both Artemia and giant Pacific octopus paralarvae, however, research is deemed necessary to investigate the impact of these Vibrio spp. on giant Pacific octopus paralarvae in the future.
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      I. 서 론
      우리나라의 연안어업 생산량은 조사가 시작된 1970년 816천 톤을 시작으로 1987년 2,465천 톤을 기점으로 2021년에는 1,422천 톤으로 감소하였다(KOSIS, 2022). 연안어업 생산량 감소요인으로는 기후변화로 인한 어업환경 변동, 무분별한 남획으로 인한 수산 자원량 감소 등이 그 원인으로 주목되고 있으며(Kim, 2022), 이를 위한 대책으로 양식기술 개발을 통한 수산물 공급이 대안으로 활용되고 있다. 현재 우리나라는 어류, 해조류, 패류, 갑각류 등 다양한 양식기술을 개발하여 경제적 효과와 식생활에 중요한 역할을 담당하고 있다.

      동해 특산품종 중 하나인 대문어(Enteroctopus dofleini)는 두족강, 문어목, 문어과의 연체동물로 우리나라, 일본, 알래스카 등 북태평양에 주로 서식한다(Lee et al., 2014; NFRDI, 2005). 크기는 약 3m까지 성장하고 최대 무게는 272kg까지 보고된 바 있다(NFRDI, 2005). 동해안의 대문어는 1990년대 후반에 약 5,400톤이 어획되었으나, 기후변화와 남획으로 인하여 한때 3,500톤까지 어획량이 감소하였고 수요와 공급의 원칙에 따라 어획량이 감소하면서 대문어의 어업 생산금액은 지속해서 증가하고 있다(Choi et al., 2018). 대문어는 어획량의 감소로 인해 높은 시장가격을 형성하고 있으며, 이에 따라 2012년에는 자원회복사업 대상 종으로 선정되어 다양한 연구사업이 진행되고 있다. 현재 대문어와 참문어와 같은 문어류의 초기 먹이생물에 관한 연구 개발은 아직 성공하지 못하고 있다(Villanueva and Norman, 2008). 이러한 문제와 자원회복 문제를 해결하기 위한 대안으로 대문어 양식기술 개발에 대한 중요성이 대두되고 있다.

      한편, 양식생물의 초기 먹이생물로 로티퍼(Brachionus sp.)와 알테미아(Artemia sp.)가 양식산업 현장에서 이용되고 있다(Kim et al., 1996; Gallagher and Brown, 1975; Watanabe et al., 1983; Léger et al., 1986; Bengtson et al., 1991; Jung and Rho, 2007). 특히 초기 먹이생물(로티퍼와 알테미아)의 안정적인 배양 기술 개발과 활용은 우리나라의 넙치 양식산업의 오늘날 발전에 중요한 요소기술 중 하나로 자리 잡았으며, 수산생물의 양식산업 현장에서는 적합한 먹이생물의 활용 가능 여부가 양식산업의 성공 여부를 좌우하는 중요한 요인이다(Jung, 2014).

      그 가운데, 알테미아는 수산생물의 초기동물 먹이생물로의 이용 방법이 비교적 편리하여 다양한 방법으로 다양한 수산 생물에게 먹이생물로 활용되고 있다(Kim et al., 1996; Léger et al., 1986). 이처럼 양식생물의 초기 먹이생물로 알테미아는 그 가치와 효과가 입증된 바 있다(Kim et al., 1996). 하지만 알테미아의 시스트와 부화 유생에서는 양식 생물에게 해로운 영향을 미칠 수 있는 다양한 종류의 Vibrio spp.가 확인되었다(Gomez-Gil et al., 2004; Igarashi et al., 1989 Lopez-Torres and Lizárraga-Partida, 2001; Gomez-Gil et al., 1994; Muroga et al., 1994; Pector et al., 1994; Verdonck et al., 1994). 알테미아의 시스트 상태에서는 비교적 적은 양의 Vibrio spp.가 검출되지만(Gomez-Gil et al., 2004; Austin and Allen, 1982; Dehasque et al., 1991), 부화 직후의 유생 단계에서는 106~108 CFU/ml (Artemia nauplii homogenate)로 높은 농도의 Vibrio spp.가 검출되고 있다(Gomez-Gil et al., 2004; Lopez-Torres and Lizárraga-Partida, 2001).

      본 연구의 목적은 대문어(Enteroctopus dofleini)의 인공 종자 생산과정에서 발견되는 Vibrio spp.와 대문어 유생의 생존율과의 상관관계를 통해, 안정적인 대문어 인공 종자 생산기술의 기반을 마련하는 데 있다.

    

    

  
    
      Ⅱ. 연구 방법
      
        1. 대문어 유생 확보
        우리나라 동해안에서 대문어(Enteroctopus dofleini)의 산란 시기는 2월에서 5월 사이로 알려져 있으며(Lee et. al., 2014), 실험에 이용한 대문어(암컷)는 2월과 4월에 걸쳐서 강원도 고성군과 경상북도 포항시 연안에서 어획한 암컷 개체를 활용하였다.

        실험용 어미 대문어의 선별은 먼저 교접완의 유무로 암컷임을 확인한 후 암컷의 군 성숙 체중으로 알려진 12.2kg 이상의 개체를 먼저 선별하고(Lee et. al., 2014), 그중에서 생식소가 있는 몸통 부위를 손으로 만져보았을 때 난괴가 발달 된 개체 중 중량이 높은 개체를 선택하였는데, 이와 같은 과정을 거쳐 체중 20∼29kg의 암컷 7마리를 확보하였다.

        자연에서 확보된 포란 상태의 암컷 개체는 수온 10∼14℃, 염분 27∼33 PSU, 용존산소 4 mg/L 이상을 유지하면서 유수식과 순환 여과 사육이 함께 운전 가능한 산란용 사육 수조에서 반 순환 여과 사육방식으로 사육하였다.

        산란 수조에 수용된 암컷 개체는 산란이 이루어진 후 산란 된 알에서 유생이 부화 될 때까지 대게(Chionoecetes opilio), 새우(Litopenaeus vannamei), 가리비(Patinopecten yessoensis)를 먹이로 공급하면서 사육하였다. 한편, 산란 후 알을 관리하는 과정에서 어미가 폐사하였을 때는 수류를 교반(aeration)하는 방법으로 알에서 대문어 유생이 부화 될 때까지 인위적으로 관리하였다. 부화 된 대문어 유생은 물과 함께 산란 수조에서 분리하여 같은 수질 조건으로 미리 준비된 유생사육 수조로 옮긴 후, 인공 종자 생산기술 개발 연구에 활용하였다.

        부화 된 대문어의 유생에게는 살아있는 양성 알테미아와 신선한 조갯살을 포함하여 냉동먹이(알테미아, 곤쟁이, 새우살, 실지렁이)를 먹이로 혼합 공급하면서 사육하였다. 사육수는 냉각장치를 통해 수온을 10∼14℃로 조절하여 사용하였다.

      

      
        2. 알테미아 배양
        대문어 유생을 위한 먹이생물로써 양성 알테미아의 배양은 알테미아 시스트(Separt, Inve)로부터 부화 된 알테미아 유생을 배양 용기(7.6 L와 1.94 m3)에서 온도 26∼28℃, 염분 30∼33 PSU, 용존산소 4 mg/L 이상으로 조절하여, 식물 먹이생물(Tetraselmis sp.)을 먹이로 공급하면서 7∼12 mm까지 배양하였다.

      

      
        3. Vibrio spp. 생균수 측정 및 동정
        Vibrio spp.의 생균수 측정을 위해 2 ml 마쇄 튜브(Autoclaved homogenizer kit, InnogeneTech)에 4종의 냉동먹이(알테미아, 곤쟁이, 새우살, 실지렁이)와 조갯살 그리고 알테미아의 부화 유생과 성체, 알테미아를 배양하는데 사용된 식물 먹이생물(Tetraselmis sp.)과 함께 대문어의 유생(정상 개체 및 폐사체)을 균질화기기(SpeedMill plus, analytikjena)로 마쇄하였다. 샘플은 0.85% NaCl을 첨가한 PBS (Phosphate buffered saline, Samchun)에 10배 희석하여 TCBS (Difco, USA) 100 ul를 도말한 후, 25℃에서 48시간 배양하였다. 배양 후 선별된 균주는 1.5% NaCl을 첨가한 Brain Heart Infusion Broth (BHIB, Difco, USA)에 접종하여 25℃에서 48시간 배양시킨 후, -80℃에 20% (v/v) glycerol에 보관하였다.

        Vibrio spp.의 동정을 위해 AccuPrep® Genomic DNA Extraction Kit (Bioneer, Korea)를 이용하여 DNA를 추출하였다. PCR 분석을 위해 Accupowre® PCR PreMix (Bioneer, korea)를 사용하였으며. primer는 Lane (1991)을 참고하여 27 Forward (5`-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3`) primer와 1492 Reverse (5`-GGTTACCTTGTTACGACTT-3`)를 사용하였다. PCR 반응은 94℃에서 pre-denaturation 2분, 94℃에서 denaturation 30초, 55℃에서 annealing 45초, 72℃에서 extension 1분을 40 cycle 수행한 후, 72℃ extension 7분간 반응하였다. 증폭된 PCR product는 1.5% agarose에서 전기영동(mupid-2plus, Optima)하여 확인하였다. 염기서열 결정은 Bionics에 의뢰하여 분석하였다.

        분석된 염기서열은 NCBI (National Center Biotechnology Information)의 BLAST (Basic Local Alignment Search Tool)에서 유사한 염기서열과 비교하고, 가까운 종으로 나타나는 서열을 확인하였다. 분리된 균주의 염기서열과 BLAST에서 나타난 염기서열의 multiple alignment 방법은 Mega 11.0 software에 포함된 Clustal W를 이용하였다. Tree topology의 작성은 neighbor-joining 방법으로 작성하였다. Tree topology의 신뢰성 평가를 위해 1,000회의 replication을 적용한 bootstrap 분석을 하였다.

      

      
        4. 공격 실험(Challenge test)
        대문어 인공 종자 생산과정에서 Vibrio spp.가 가장 많이 관찰된 알테미아와 Vibrio spp. 중 가장 많이 동정 된 V. splendidus가 대문어 유생에게 미치는 영향을 알아보기 위해 공격 실험을 진행하였다. 사육 수조의 조건은 수온 10.3±0.2℃, 염분 33.25±0.12 PSU, 용존산소량 6.47±1.03 mg/L로 설정하였다. 수조당 41일령 대문어 유생 3마리를 수용하였으며, 실험구 조건은 알테미아와 V. splendidus의 유무, 항생제의 유무로 나누었다. 실험은 3 반복으로 진행하였다. Fato et al.(2003)을 참고하여 V. splendidus의 농도를 1.0x108 CFU/ml로 조정하여 대문어 유생을 1시간 침지하였다. 항생제는 양식 생물에게 일반적으로 사용되는 수산용 항생제 중에서 감수성 테스트에 가장 유효한 결과가 관찰된 florfenicol (Aqua Powercall, DaehanNupharm)을 사용하였으며(Zhai et al., 2019), 10 ppm에 1시간 약욕하였다. 실험은 2주간 진행하였다.

      

      
        5. 통계 분석
        분석 결과의 통계처리는 SPSS (SPSS INC, Version 18.0) 프로그램을 이용하여 독립검정을 시행하여 T-test (P<0.05)로 평균 간의 유의성을 검정하였다. 통계 분석을 일원분산분석(ANOVA)과 Tukey 테스트를 사용하여 평균을 비교함으로써 수행되었다. 결과값은 평균값 ± 표준편차 (mean ± SD)로 나타내었고 백분율 값은 arcsine 변형 값으로 계산하여 통계 분석하였다.

      

    

    

  
    
      Ⅲ. 연구 결과
      
        1. Vibrio spp. 생균수 및 동정
        대문어 인공 종자 생산과정에서 대문어 유생 폐사체와 알테미아로부터 동정 된 Vibrio spp. 세균은 V. splendidus, V. chagasii, V. kanaloae, V. Pelagius가 확인되었다([Fig. 1]). 이 중에서 대문어 유생 폐사체에서 V. splendidus가 2종, V. kanaloae가 1종, 알테미아에서 각각 V. chagasii, V. Pelagius가 동정 되었다. V. splendidus의 경우 대부분 참굴에서 분리되는 것으로 알려졌으며, 대문어 유생에서 발견된 보고는 없었다. 배양학적 특성으로 TCBS에 배양 후 sucrose를 분해하여 노란색의 집락을 보이는 균주는 V. splendidus, V. kanaloae, V. pelagius이며, sucrose를 분해하지 못해 초록색 집락을 보이는 균주는 V. splendidus, V. chagasii 이었다. V. splendidus의 경우 노란색과 초록색의 집락이 관찰되었다.

        
          
          

          [Fig. 1] 
				
          

          
            Phylogenetic tree based on partial nucleotide sequence showing the position of Vibrio spp. within the radiation of the genus Vibriosis. The distinct Vibriosis species determined by neighbour-joining methode using Mega 11 program. The numbers indicate the percentages of bootstrap support from 1,000 replicates.
          
          

          

        

        알테미아 부화유생(노플리우스)과 성체, 조갯살, 냉동먹이(알테미아, 곤쟁이, 새우살, 실지렁이), 알테미아 배양용 식물 먹이생물(Tetraselmis sp.) 그리고 사육 해수에 대하여 Vibrio spp.의 생균수를 확인한 결과는 [Fig. 2]와 같다. 사육 해수, 조갯살, 냉동먹이(알테미아, 곤쟁이, 새우살, 실지렁이), 알테미아 배양용 식물 먹이생물(Tetraselmis sp.)에서는 Vibrio spp.가 검출되지 않거나, 비교적 적은 양이 검출되었다. 이에 비해 알테미아의 경우, 노플리우스에서 6.1x102~4.9x106 CFU/ml, 성체에서 1.9x103~5.9x106 CFU/Artemia의 Vibrio spp.가 검출되었다. 대문어 유생 폐사체와 부화 유생에 대한 Vibrio spp.의 생균수를 확인한 결과는 [Fig. 3]과 같다. 대문어 유생 폐사체에서 1.1x102~7.6x108 CFU/GPO의 Vibrio spp.가 검출되었다. 대문어 부화 유생의 경우 내재 세균으로 Vibrio spp.를 가지고 있는 것으로 확인되었으며, 이는 어미로부터 수직 감염에 의한 것으로 판단된다.
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            Measurements of Vibrio spp. colonies count isolated from 8 different used feed organisms for the giant Pacific octopus, Enteroctopus dofleini paralarvae proceeding.
          
          

          

        

        
          
          

          [Fig. 3] 
				
          

          
            Measurements of Vibrio spp. colonies count isolated from mortalities at different ages of giant Pacific octopus, Enteroctopus dofleini paralarvae.
          
          

          

        

      

      
        2. 대문어 유생의 생존율
        공격 실험 후 대문어 유생의 생존율은 항생제를 처리하지 않고 V. splendidus를 접종한 그룹에서 2일 차에 생존율이 50%대로 급격하게 감소하였다([Fig. 4]).

        
          
          

          [Fig. 4] 
				
          

          
            Survival rates of giant Pacific octopus, Enteroctopus dofleini paralarvae infected with V. splendidus. (A-1: antibiotics x, Artemia sp. x, V. splendidus x; A-2: antibiotics x, Artemia sp. x, V. splendidus o; A-3: antibiotics x, Artemia sp. o, V. splendidus o; B-1: antibiotics o, Artemia sp. o, V. splendidus o; B-2: antibiotics o, Artemia sp. x, V. splendidus o)
          
          

          

        

        이에 비해 항생제를 처리하고, V. splendidus를 접종한 그룹에서는 2일차에 80%가 넘는 생존율을 보였다. 시간이 지남에 따라 항생제의 유무에 따라 대문어 유생 생존율의 차이가 벌어지는 양상을 보였다. 이전 연구에 따르면 florfenicol, cefaclor, gentamicin, ampicillin, nalidixic acid, oxytetracycline중에서 florfenicol이 in vitro 상에서 V. splendidus에 가장 큰 항균 활성을 가진 것으로 보고되었다(Yi et al., 2017).

        또한, 항생제, 알테미아, V. splendidus를 처리하지 않은 대조구는 4일간 폐사가 없었으나, 8일째 전량 폐사하였는데, 이것은 무급이가 원인으로 판단된다.

      

    

    

  
    
      Ⅳ. 결 론
      이 연구에서 추진 중인 대문어의 인공 종자 생산기술 연구에서 대문어 유생에게 필요한 초기 먹이생물에 관한 연구가 이루어지지 않은 현 상태에서 각국의 연구자들은 기존 개발된 동물 먹이생물로서 쉽게 접근이 가능한 알테미아를 대문어와 같은 두족류의 인공 종자 생산 기술개발을 위한 초기 먹이생물로 이용하고 있다. 특히 대문어와 참문어와 같은 문어류의 초기 먹이생물에 관한 연구 개발은 아직 성공하지 못하고 있다(Villanueva and Norman, 2008). 이러한 가운데, 대문어 인공 종자 생산을 방해하는 요인으로 지금까지 주목해 온 적합한 먹이 탐색 이외의 방해 요인으로서 인공 종자 생산과정에서 관찰되는 Vibrio spp.의 영향에 관한 연구는 이 보고가 첫 보고로 판단된다.

      Vibrio spp.는 다양한 해양 동물에게 주요 병원균으로 널리 알려져 있으며(Reichelt et al., 1976), 수온, 숙주의 면역상태, 수질 등 다양한 요인에 영향을 받는 기회감염 병원균으로 분류된다(Liuet al., 2013).

      수산생물의 인공 종자 생산과정에서 초기 먹이생물로 사용되는 알테미아에서 Vibrio spp.가 검출된다는 보고가 있었다(Gomez-Gil et al., 2004). 대문어의 인공 종자 생산기술을 개발하고자 이 연구에서는 대문어의 초기 폐사 원인 분석을 위하여 Vibrio spp.의 동태에 관한 연구를 진행하였다. 연구 결과, 알테미아 부화 유생(노플리우스)에서 6.1x102~4.9x106 CFU/ml, 성체에서 1.9x103~5.9x106 CFU/Artemia가 검출되었고, 이러한 결과는 기존의 연구에서 나타나듯이 알테미아의 부화 유생과 배양된 성체에서 많은 Vibrio spp.가 검출된다는 결과와 일치하였다(Gomez-Gil et al., 2004; Lopez-Torres and Lizárraga-Partida, 2001). 대문어 인공 종자 생산과정에서 알테미아가 중요한 요인이므로, 알테미아에서 Vibrio spp.를 효과적으로 줄이는 방법이 모색되어야 한다. 또한, 검출된 Vibrio spp.가 대문어 유생에 어떠한 영향을 미치는지에 관한 연구는 향후 진행되어야 할 것이다.

      대문어 부화 유생에서 관찰된 Vibrio spp.는 어미로부터의 수직 감염에 의한 것으로 판단되는데, 관련 선행 연구로서 두족류의 어미로부터 수정란에 질병이 전파된다는 이전 연구 결과가 있다(Barbieri et al., 1996; Barbieri et al., 1997; Grigioni et al., 2000). 하지만 어미로부터의 Vibrio spp.에 대한 생균수 검사를 하지 못하여, 수직 감염에 관한 연구는 향후 진행되어야 할 것이다.

      V. splendidus는 그람 음성 세균으로 우리나라 연안에서 비교적 쉽게 관찰되는 세균이며, 해양생물의 상태에 따라 기회감염을 일으키는 것으로 알려져 있다 (Zhang and Li, 2021; Torresi et al., 2011; Li et al., 2021). 또한 V. splendidu는 참굴(Crassostrea gigas) (Cao et al., 2018; Li et al., 2021; Sugumar et al., 1998; Lacoste et al., 2001; Waechter et al., 2002; Gay et al., 2004), 참문어 (Octopus vulgaris) (Farto et al., 2003; Gay et al., 2004), 큰가리비 (Pecten macimus) (Sugumar et al., 1998; Gay et al., 2004)등에서 검출되는 것으로 보고되었다.

      이 연구에서는 동정 된 V. splendidus의 경우 대부분 참굴에서 분리되었다고 알려져 있으며, 대문어 유생에서 발견되었다는 보고는 없었다. 이에 대문어 유생에서 검출된 V. splendidus가 어미로부터의 수직 감염에 의한 것인지, 해수 유입 혹은 먹이생물(알테미아 등)에서 수평감염 되었는지 세밀한 연구가 필요한 것으로 판단된다.

      또한, 이 연구에서 분리된 V. chagasii, V. kanaloae, V. pelagius는 V. splendidus의 clade에 속하는 것으로 보고되었다 (Lasa et al., 2013; Saulnier et al., 2017). TCBS에서 V. splendidus를 배양하였을 때 나타나는 집락의 색이 노란색과 초록색으로 관찰되는데, 이전의 연구 결과에 따르면 분리된 V. splendidus에 따라 sucrose 분해의 차이가 있다고 한다 (Lee, 1996; Lacoste et al., 2001; Kesarcodi-Watson, et al., 2009). V. splendidus의 sucrose 분해능의 차이가 발생하는 이유와 기전은 향후 추가 연구가 필요하다고 판단된다.

      공격 실험의 경우 항생제 유무에 따른 유의적인 차이가 존재하였지만, 알테미아와 V. splendidus에 대한 상관관계를 확인하지 못하였다. 또한, 먹이를 공급하지 않은 대조구에서 대문어 유생끼리 공식이 일어남에 따라 향후 연구를 진행할 시, 이에 대한 문제점을 보완해야 할 것이다. 연구에서 진행한 연구를 기초로 향후 연구에서는 문제점을 보완하여 추가적인 결과가 도출되어야 할 것으로 판단된다.

      본 연구의 결과는 대문어(Enteroctopus dofleini)의 인공 종자 생산과정에서 관찰되는 Vibrio spp.가 대문어 유생의 생존에 영향을 줄 수 있음을 배제할 수 없었다. 향후 안정적인 대문어 양식산업을 위해 두족류의 인공 종자 생산과정에서 Vibrio spp.의 영향에 관한 추가적인 연구가 필요할 것이다.
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