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Abstract : Single cell PCR analysis and light and scanning electron microscopic techniques were utilized to
identify free living bivalve larvae in the coastal waters of Tae-an, on the west coast of Korea. Through DNA
sequencing, venerid clam larvae were isolated and identified as Ruditapes philippinarum (99% similarity)
and Meretrix lusoria (99%). Under microscopic observation, the D-veliger stage of R. philippinarum

exhibited symmetrical shoulder angles and an elliptical ventral form. In contrast, M. lusoria displayed
asymmetrical shoulder angles and a round ventral form in the umbonal stage. Size of the R. philippinarum

larvae was 156±22 µm in length, 126±12 µm in height, 92±14 µm in width with a length: height ratio of
1.23. Meretrix lusoria was 202±44 µm in length, 161±35 µm in height, 96±38 µm in width with a length:
height ratio of 1.25. Experimental results indicate that morphological and molecular characteristics provide
evidence for the larval identification of these two venerid clam larvae species in nature.
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1. 서  론

바지락(Ruditapes philippinarum) 및 백합(Meretrix lusoria)

은 백합목(Oder Veneroida), 백합과(Family Veneridae)

에 속하는 중요 식용 이매패류로 한국, 일본열도, 필리핀

제도를 포함하여 중국, 인도차이나 반도 동부 연안에 이

르기까지 아시아 대륙의 사질 및 니사질 조간대에 주로

서식하고 있다(Jayabal and Kalyani 1986; Chew 1989;

Ho and Zheng 1994; Liu et al. 2006). 특히, 바지락은

북미 대륙의 태평양 연안, 하와이 제도, 이탈리아 등에서

도 분포를 한다(Yap 1977; Chew 1990). 이는 1920년대

이후 일본에서 들여온 참굴의 이식용 종묘에 혼입되어

반출된 바지락에서 유래된 것으로 보고되고 있다(Chew

1990).

우리나라 서해 및 남해안 조간대 사질과 니질에 주로

분포하는 백합과의 패류들은 고급 품종으로 각광받고

있다(송 등 2008). 특히 식용 이매패 중에서 참굴

(Crassostrea gigas) 다음으로 생산량이 많은 바지락은 주

로 조간대에서 양식이 이루어지고 있으며, 연간 패류 총

생산량의 약 18%를 차지하는 중요 이매패류이나, 전체 생

산량은 1990년대 초반 이후로 점차 감소하고 있으며, 특

히 전체 패류 생산량의 50% 이상을 차지하는 서해안의

경우 지속적으로 생산량의 감소를 보이고 있다(해양수산

부 2006). 우리나라 패류에 관한 연구는 산지별 특성, 서

식환경, 이차생산 및 성장, 개체군 역학, 비만도 및 치패

출현, 폐사 현상 등 성체의 생산량 증대와 관련된 연구가

주를 이루고 있다(유 등 1978; 김 1986; 윤 1992; 조 등

1995; 김 2005; 송 등 2008). 그러나, 해양 무척추동물 개

체군의 성체 분포가 부유 유생기와 매우 밀접한 연관성을

가짐에도 불구하고, 아직까지 이매패류의 유생 생태뿐만

아니라 유생 동정에 대한 연구도 매우 미비한 실정이다

(허와 허 2000; Sastry 1965; Underwood and Fairweather

1989; Sekiguchi et al. 1995; Garland and Zimmer 2002).

이와 같이 부유 유생에 대한 연구가 전반적으로 부족한

원인은 바지락을 비롯한 이매패류의 부유유생 중 담륜자

(trochophora stage) 및 변태기(pediveliger stage)가 각각

다르며 다른 이매패류와 크기 및 모양이 비슷하여 동정이

어렵기 때문이다. 그러나 유용 이매패류의 생산성 증대라

는 측면에서는 부유유생 기간 동안의 이들의 환경요인의

변동에 따른 개체군 동태를 밝히는 것은 매우 중요하며

이를 위해 현미경적인 크기의 유생에 대한 정확한 동정은

필수요건이다. 따라서, 본 연구는 태안 갯벌형 바다목장

해역에서 출현한 이매패 유생을 채집하여 single cell PCR

및 미세 형태구조를 통한 종 동정을 실시하였다. 

2. 재료 및 방법

이매패 유생의 채집

태안 갯벌형 바다목장 해역 내 이매패류 유생의 채집

은 태안군 고남면 소재 옷점 연안의 조하대 정점

(36o24'38.99"N, 126o24'21.83"E)에서 채집하였다. 조사기

간은 Chung et al. (2005) 및 Choi et al. (2005), 일본의 全

國沿岸漁業振興開發協會 (1996) 등의 바지락의 봄철 산란

의 보고에 맞추어 2006년 12월부터 2007년 7월까지 8개월

동안 월 2회, 대조기의 만조시에 실시하였다. 이매패 유생

의 채집은 이들이 다양한 공간에 걸쳐 불균일한 패치상으

로 분포하며, 각정기 및 성숙기 유생이 거의 항상 저층이나

해저 직상층에 분포함을 고려하여 망목 50 µm 크기의

Kitahara형 플랑크톤 네트로 수평 및 수직 정량 예인하였

다. 채집 후 시료는 선상에서 80% 에탄올로 고정 후 냉장

보관하였다. 이렇게 채집된 이매패류의 부유 유생은 해부

현미경(SZX9, Olympus, Japan)에서 계수하였다(Table 1). 

Single Cell PCR

시료는 실험실로 운반하여 Capillary method를 통하여

광학 현미경(Axioskop 40, Zeiss, Germany) 하에서 한 개

체씩 분리하여 PCR tube에 보관하였다. 이때 PCR 비증폭

및 분석오류를 최소화하기 위하여 10회 반복 실험하였

다. PCR tube에 보관된 유생들은 single cell PCR을 수행

하기 위하여 lysis buffer[SDS(0.005%) and proteinase K

Table 1. Collection of free-living bivalve larvae in bi-weekly sampling periods

Year 2006 2007

Month 12 12 1 1 2 2 3 3 4 4 5 5 6 6 7

Abundance (×103 ind./m3) 0 0 0 0 0 0 0 0 1 4 37 12 4 7 1

DNA analysis

R. philippinarum × × × × × × × × × × ○ ○ × × ×

M. lusoria × × × × × × × × × ○ × ○ ○ ○ ×

Morphological analysis

R. philippinarum × × × × × × × × × × ○ ○ × × ×

M. lusoria × × × × × × × × × ○ × × ○ ○ ×
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(400 ng µl−1)] 5 µl를 넣고 액체 질소(10분)와 60oC water

bath(30분)간 동결 및 용해를 3회 반복하여 세포를 파괴하

였다. 이후, proteinase K의 활성을 억제하고자 95oC 10분

동안 가열 후, 실험 전까지 Deep freezer(−80oC)에서 보관

하였다(Kai et al. 2006).

바지락과 백합 유생에 대한 PCR은 이매패류 특이적

유전정보가 있는 Internal Transcribed Spacer(ITS) 부위

를 증폭하였다(Heath et al. 1995). Primer는 ITS 부위

(Forward; 5'-dGTTTCCGTAGGTGAACCTG-3', Reverse;

5'-dCTCGTCTGATCTGAGGTCG-3')로 각각 0.3µM, MgCl2

(1.5 mM), dNTP (each 200 1.5 µM), 2.5 units의 Taq

DNA polymerase (EX taq, Takara, Japan)와 PCR buffer

를 넣어 총 부피를 50 µl에 맞춰서 투입하여 thermal

cycler(TP-600, Takara, Japan)를 이용하여 증폭하였다. 이

때 증폭 조건은 94oC(5 min) 1회, 94oC(30 sec) - 55oC

(40 sec) - 72oC (50 sec) 30회, 72oC(7분)로 하였다. 증

폭된 PCR 산물은 Qiaquick PCR purification Kit

(Qiagen, 28104)으로 정제하였다. 정제된 산물은 Thermo-

SequenceTM 2.0 sequencing kit(USB, Ohio, USA)과 Dual

Dye automated sequencer(Model 4200, LI-COR, USA)로

Fig. 1. Phylogenetic tree constructed by the neighbor-joining method using the Kimura 2-distance model and ITS1

partial sequences, 5.8s rDNA complete sequences and ITS2 partial sequences based on the present study and

Genbank database. The complete deletion option was selected for gaps/missing data. Numbers above branches

represent percentages of 1,000 bootstrap replications; bootstrap values are shown above the internodes. 
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염기서열을 분석하였고, 얻어진 염기서열은 Genbank의

BLAST search를 통해 가장 근접한 종들을 찾아 database

하였다. 이렇게 정리된 database의 염기서열의 정렬은

clustal W 방법으로 Bio-edit 7.0.5.2(Hall 1999)을 통해 분

석하였다. 계통수 분석은 neighbor-joining (NJ) algorithm

으로, genetic distance는 Kimura 2-parameter distance

model과 1000 replications의 bootstrap으로 분석하였다.

Pairwise distance는 0.5 γ distributed rate로 Kimura 2-

parameter model을 통해 분석하였다. 계통수 및 pairwise

distance 분석은 MEGA 2.0 program을 이용하였다

(Charrel et al. 1999).

현미경 관찰 

광학현미경(LM) 및 주사전자현미경(SEM) 관찰을 위하

여 시료는 capillary를 통하여 이매패 유생을 분리하였다.

이렇게 분리된 시료는 Axioskop 40 광학현미경에서

MRc5 CCD camera로 촬영하였다. SEM 관찰을 위한 시

료는 Osmium tetroxide와 saturated mercuric chloride 고

정액(5:1 v/v)으로 10분간 고정 및 tert-butanol로 10분간

치환 후 Hexamethyldisilazane로 건조하였다. 이렇게 건조

된 시료는 aluminum stub에 올려놓은 뒤 gold-palladium

으로 코팅(MSC-101, Jeol, Japan) 후 주사전자현미경

(5600LV, Jeol)으로 관찰하였다(Jung et al. 2010).

Table 2. Genetic distance of analyzed sequences of Ruditapes philippinarum and Meretrix lusoria larvae as estimated

by the Kimura 2-parameter model. All results are based on pairwise analysis. G.D; genetic distance, S.E;

standard error. Full genus names are shown in Fig. 1

Analyzed sequences
R. philippinarum M. lusoria

G.D S.E G.D S.E

R. philippinarum EF035087 0.00362 0.00363 0.47627 0.05524

R. philippinarum DQ399404 0.00362 0.00363 0.47627 0.05524

R. philippinarum EF035086 0.00000 0.00000 0.48368 0.05605

R. philippinarum AY498758 0.02202 0.00904 0.51250 0.05895

R. philippinarum EF035088 0.00000 0.00000 0.48368 0.05605

R. philippinarum AY498755 0.01092 0.00632 0.48290 0.05580

R. variegata AY695803 0.36571 0.04461 0.45930 0.05286

P. jedoensis DQ220291 0.30578 0.03990 0.44079 0.05148

D. corrugate DQ346656 0.40767 0.04821 0.41447 0.04895

S. gigantean EF035111 0.39465 0.04690 0.47225 0.05392

C. sinensis DQ273168 0.40428 0.04857 0.49120 0.05690

M. lusoria AB499129 0.48368 0.05605 0.00727 0.00516

M. meretrix DQ399410 0.45600 0.05335 0.03708 0.01182

M. meretrix AY695801 0.46319 0.05413 0.04870 0.01369

M. meretrix DQ399409 0.46319 0.05413 0.04092 0.01246

P. amurensis EF035108 0.55838 0.06195 0.59012 0.06520

P. subtruncatum DQ062601 0.52993 0.05958 0.57084 0.06433

P. amnicum DQ062573 0.53664 0.06006 0.57084 0.06433

P. supinum DQ062608 0.54493 0.06106 0.58036 0.06570

P. personatum DQ062595 0.52993 0.05958 0.57084 0.06433

P. nitidum DQ0625593 0.53768 0.06041 0.57932 0.06534

P. moitesserianum DQ062591 0.52229 0.05878 0.56439 0.06399

P. henslowanum DQ062585 0.54493 0.06106 0.58036 0.06570

P. casertanum DQ062582 0.55287 0.06193 0.58690 0.06603

M. arenaria EF035092 0.53565 0.05972 0.56625 0.06276

T. capax EF035100 0.65647 0.07409 0.71379 0.08360

N. obscurata EF035095 0.52866 0.05915 0.64821 0.07329

P. milium DQ062588 0.53768 0.06041 0.57932 0.06534

P. subtruncatum DQ062587 0.52993 0.05958 0.58594 0.06570

P. lilljeborgi DQ062587 0.55287 0.06193 0.57181 0.06466
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3. 결  과

채집된 이매패류 유생의 개체수 및 PCR 분석 결과는

Table 1과 같다. 조사기간 중 바지락은 5월에 집중적으로

출현하였고, 백합 유생은 4월에서 6월까지 장기적으로 출

현하였다. 분석된 시료의 1108 bp의 염기서열들은 바지락

(Ruditapes philippinarum, Accession number: EF035088)

과 99%의 상동성을 보였다(Fernández et al. 2000). 이를

가지고 백합과(Veneridae)를 구성하는 종들의 계통을 분석

한 결과 R. philippinarum과 동일 계통을 형성하였다(Fig.

1). 또 다른 시료의 904 bp의 염기서열은 백합(Meretrix

lusoria, AB499129)와 99% 상동성으로, 0.007의 유전거

리를 가지고 있었다(Table 2). 

형태학적 특징에서, 바지락 유생은 D-veliger stage로

직선상 인대(straight-hinge)를 띄고 있었으며, 백합 유생은

prodissoconch I, II가 형성된 후 edged 된 umbonal stage

를 나타내고 있었다(Fig. 2). 바지락 유생의 평균 크기는

각장이 156±22 µm, 각고가 126±12 µm로 각장과 각고의

비율은 1.23을 나타내었다. 또한 각폭은 92±14 µm이었다

(Table 3). 백합 유생의 평균 길이는 각장이 202±44 µm,

Fig. 2. Morphology of Ruditapes philippinarum in a D-veliger stage (A-F) and Meretrix lusoria in an umbonal stage (G-

L) as observed by LM (A-B and G-I) and SEM (C-F and K-L). R. philippinarum. (A-B) External view ; (C)

Lateral view, showing hinge (h), prodissoconch I shell (p1), prodissoconch II shell (p2), and prodissoconch I/II

boundary (b); (D) Dorsal view, showing straight hinge (h); And, (E-F) Internal view, showing denticles (d). The

crown of each denticle bears a groove (gc). M. lusoria. (G-I) External view ; (J) Lateral view, showing pro-

dissoconch I shell (p1), prodissoconch II shell (p2), and prodissoconch I/II boundary (b); (K) Shell surface in

area of prodissoconch II; and, (L) Dorsal view, showing edged hinge (h). (A-E, G-J and L) Scale bar: 50 µm;

(F and K) scale bar: 10 µm. 

Table 3. Morphological characteristics of isolated bivalve larvae (unit: µm)

Species
Length 

(n)

Height

(n)

Width

(n)

Length/ 

Height
Morphological characters

Ruditapes philippinarum
156±22

(62)
126±12

(94)
92±14

(4)
1.23

D-shape: yellow color, symmetrical shoulder angles, 
elliptical ventral form, straight hinge shell

Meretrix lusoria
202±44

(43)
161±35

(33)
96±38

(9)
1.25

Umbonal shape: yellow color, asymmetrical shoulder 
angles, round ventral form, knobby umbone, edged 
hinge plate
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각고가 161±35 µm, 각폭이 96±38 µm을 나타내었고, 각

장과 각고의 비율이 1.25로 바지락 유생보다 크기가 컸다

(Table 3).

4. 고  찰 

Single-cell PCR 결과, 채집된 이매패류 유생은 바지락

(Ruditapes philippinarum)과 백합(Meretrix lusoria)과

99% 이상의 높은 유전적 상동성을 가지고 있었다. 그러

나, 바지락은 R. variegata(AY695803)의 genetic distance

와 0.37로 큰 유전적 차이를 보였다(Table 2). 이는 미토콘

드리아 16s rRNA 계통분석시의 유전적 차이와도 유사하

였다(Canapa et al. 2003). Canapa et al. (2003)은 Ruditapes

속의 종들은 다중계통(Polyphyletic lineage)으로 종간(種

間)의 유전적 차이가 커서, 분류체계의 재정립이 필요하다

고 주장하였다. 따라서 Ruditapes 속의 분류체계에 있어,

향후 심도 있는 연구가 제기되는 부분이다. 본 조사해역인

태안 갯벌형 바다목장은 바지락의 주 서식지이며, 백합도

채집됨을 감안할 때, 본 연구에서 분석된 염기서열은 바지

락과 백합의 유생의 것이라 판단된다. 그러나, Meretrix

species에 속하는 종 중 M. lusoria는 M. petechialis, M.

meretrix의 genetic distance는 본 연구와 같이 (Table 2),

각각 0.0460과 0.0438로 차이가 거의 없을 뿐만 아니라,

유생의 형태도 유사하여, sister group 간의 정확한 분류기

준이 마련되어야 한다(Liu et al. 2006; Pan et al. 2006;

Chen et al. 2009). 

이매패류 유생은 각장(length), 각고(height), 각폭(width)

및 각장과 각고의 비율, anterior와 posterior의 형태, umbo

모양 및 색깔, 그리고 접번(hinge)과 인대(ligament)의 형

태에 의존하여 동정하고 있다. 특히 접번(hinge)의 이빨

(denticle) 또는 인대의 생김새(ligament shape)는 유생의

동정에 중요한 분류학적 기준이 된다(Sakai and Sekiguchi,

1992; Evseev et al. 2001). 이매패 유생의 생활사는 수온에

따라 다르나 가리비류(Aequipecten irradians concentricus)

의 경우 산란에서부터 담륜자기(trochophore stage)까지

약 24시간이 소요되며(Sastry 1965), 이후 prodissoconch I

과 II가 형성되는 D-veliger stage(L2) (Martel et al.

1995), metamorphosis를 준비하는 피면자기(pediveliger

stage) (L3), CaCO3 침적에 의한 불투명한 larval shell이

형성되는 단계(L4)로 구분이 된다(Nichols and Black

1994). 채집된 바지락 유생은 D-veliger stage로 관찰된 개

체들은 크기가 대부분 유사하여 동시적인 산란후의 부유

유생기를 거치고 있음을 판단할 수 있었다. 특히 접번중

이빨은 8-10개를 보여 Sakai and Sekiguchi (1992)가 보고

한 D-shape상의 바지락 유생의 접번 이빨의 모양과 일치

하였다. 기존 문헌에 따른 크기와 비교하면, Hur (2005)는

각장이 평균 104 µm라고 보고하였고, Holland and Chew

(1974)는 100-110 µm로 보고하여 본 결과보다 50 µm 이

상 작았다. 이와 같은 차이는 비록 본 연구에서는 각 생활

사별 크기를 측정하지는 못하였으나, 성장 상태, 지역 및

채집 시기에 따른 차이라 판단된다(Sakai and Sekiguchi

1992). Holland and Chew (1974)는 바지락의 경우 산란

후 12시간이 지나면 담륜자 유생이 되며, 48시간 후에는

유각이 완성되어 각장이 100-110 µm가 된다고 보고하였

다. 이때의 유생은 Nano-Pico size의 식물플랑크톤을 섭식

하며 3-5일이 지나면 각장이 130-140 µm가 되어 각정기

로 들어가며, 2-4주일 지나면 변태기(Pediveliger stage)로

각장이 180 µm 이상이 되며, 착저를 위해 저층에 분포한

다고 보고하였다. 따라서, 본 조사해역에서 5월 초에 가장

높은 개체수를 보이다가 5월 중순에 개체수가 급감했던

점으로 미루어 볼 때(Table 1), 동시적인 산란과 함께 빠

른 부유 유생 생활사를 가지고 있음을 판단할 수 있었다. 

백합 유생은 4월과 6월에 출현하고 있음을 관찰하였으

며, 4월의 유생은 각장 196±30 µm, 각폭 153±19 µm를

보였고, 6월의 유생 각장은 219±12 µm, 각폭은 176±

10 µm로 각장과 각폭이 각각 23 µm의 차이를 보였다(해

양수산부 2007). 이는 Sakai and Sekiguchi (1992)와 Hur

(2005)의 평균 각장이 각각 200 µm와 198 µm로 본 연구

와 유사 하였으나, 최 (1975)의 163 µm와는 차이를 보였

다. 일반적으로 백합 유생은 D-veliger stage부터 착저

(post settlement)까지 8일이 소요된다는 연구 결과에 비추

어 볼 때(Liu et al. 2006), 태안바다목장 해역에서 백합은

동시적으로 산란하지 않고, 장기간에 걸친 산란이 일어남

을 시사하고 있었다. 백합은 우리나라 남, 서해연안에서

수온이 25-27oC 사이의 8월에서 9월 사이에 주로 산란한

다고 보고하였으나(유 2000), Chung (2007)에 의하면 산

란은 6월에서 9월까지 지속되나 수온이 22oC 이상으로 상

승하는 7-8월이 산란 성기로 나타났다고 하였다. 따라서

본 연구에서는 4월에서 6월까지의 수온의 범위가 15.9~

22.5oC로 나타나고 있어 본 연구에 출현한 부유 자패는

6월 산란군에 속하는 것으로 보인다.

현미경을 통한 이매패류 부유유생의 종 동정은 가장 널

리 이용되고 있는 방법이다(Garland and Zimmer 2002).

그러나 숙련된 전문가라 하더라도 형태가 유사한 유생들

을 정확히 동정하기에는 어려움이 따르고 있다. 단적인 예

로, 미국 동부 연안의 200여종 이상의 패류들이 서식하고

있으나(Gosner 1971), 각 유생의 형태를 파악한 종들은

1/4에 지나지 않는다(Lutz et al. 1982). 더욱이 한 속

(genus)에 속하는 종들은 형태학적으로 유사성이 매우 높

기 때문에 정확하게 동정하기에는 어려움이 따른다. 이러

한 문제를 해결하기 위하여 면역학, DNA 또는 RNA를

이용한 분자생물학적 방법이 도입되었다. 그 중 이매패류
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를 대상으로 한 유전자 연구는 Rice (1990)에 의해 처음

시도된 후, 항체에 의한 종 판별기술(monoclonal antibody

technique) 개발(浜口昌巳, 1999) 등 많은 연구자들에 의해

종 동정이 실시되었다(e.g. Hare et al. 2000). 이와 같이

이매패류 유생의 정확한 종 동정을 위한 다각적 방법론들

의 도입은 형태학적 동정의 오류를 보완할 수 있으며, 나

아가 형태, 분자, 면역학적인 종 특이적 분류체계를 구축

하는데 기여할 수 있을 것이다. 

5. 결  론

태안 갯벌형 바다목장해역에서 출현하는 이매패류 유

생의 동정을 위하여 single cell PCR 및 현미경 관찰한

결과, 바지락(R. philippinarum)과 백합(M. lusoria) 유생

으로 동정되었다. D-veliger stage의 바지락은 각장이

156±22 µm, 각폭 126±12 µm, 각고 92±14 µm를 나타낸

반면, umbonal stage의 백합 유생은 각장이 202±44 µm,

각폭이 161±35 µm, 각고가 96±38 µm를 나타내었다. 비

록 본 연구에서는 2종의 유생이 선별되었으나, 바다목장

해역 내 다양한 이매패류의 유생이 출현할 것으로 예상되

어, 이를 규명하기 위해 장기간에 걸친 조사에 따라 정량

및 정성 분석의 연구가 필요하다. 또한 single cell PCR 기

법은 배양이 어려운 micro-size 생물을 가지고 효과적인

동정을 할 수 있는 기술이라 판단되나 각 분류군에 맞는

동정 방법론 개발 등 다각적인 연구가 계속적으로 이루어

져야 된다.
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