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Population genetic analysis and genetic kinship investigation of

domestic sea cucumber (Apostichopus japonicus)

Han Ji Sung

Department of Fisheries Biology, The graduate School,

Pukyong National University

Abstract

Marine biological resources are economic resources as an important component of natural

ecosystems. In addition, The genetic diversity of living things creates various values in the

ecosystem. Marine biological resources are managed worldwide for diversity management and

conservation. In 1992, the Convention on Biological Diversity (CBD) was signed and has the right

to biological resources. Recently, although the Access to genetic resources and Benefit-Sharing

(ABS) agreement was signed, most of the studies related to the ecological characteristics, habitat,

and seed production of marine organisms are conducted, and there are few studies for population

structure and characteristics and kinship analysis. In this study, genetic diversity and population

structure analysis, and kinship analysis were conducted on sea cucumbers. Genetic diversity and

population structure analysis were performed using the developed 13 Microsatellite marker for sea

cucumber. As a result of analyzing the genetic diversity of sea cucumbers by region in Korea,

the average number of alleles was highest in KJ(13.92). The observed heterozygosity(Ho) was

highest in YY(0.660). The FIS was the lowest in the YY(0.104) and the highest in the KS(0.231).

The high inbreeding coefficients are likely to genetic decline and rapid change in the genetic

characteristics. In the genetic distance analysis, YY was found to be relatively far from GJ(0.101)

and KJ(0.099). The Fst was 0.006 to 0.034 in all groups, which is within the low level (0.000 to



viii

0.050) suggested by Wright (1978). In the STRUCTURE analysis, It was divided into the YY and

other groups(KJ, GJ, WD, DH, KS). This result was similar to that of genetic distance and PCoA.

PIC and Exclusion power were calculated using the genotyping results of 943 sea cucumbers. The

Power of discrimination was 6.886X10-16, the Power of exclusion was 3.468X10-10, and the Power

of sibling discrimination was 5.21X10-06. And we calculated false-positive and false-negative error

rates. In the parent/child, the relationship could be identified in likelihood ratio ‘1’. In sibling

relationships, the relationship could be identified in likelihood ratio of‘10’. Taken together, this

study can be used as basic data on releasing effect and genetic management for conservation by

confirming the genetic diversity, current status, and genetic structure of sea cucumbers designated

as endangered by IUCN.
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Chapter I

종합 서론

생물자원은 인류의 중요한 경제적 자원인 동시에 지구 환경을 구성하는 생태계 요

소로서 각 생물 종(및 생물집단)은 고유의 가치를 지닌다. 전 지구적 생물 다양성 감소

및 멸종에 대응하기 위해서 1992년 생물다양성협약(Convention on Biological Diversity,

CBD) 체결 이후 생물다양성 손실률 감소를 목표로 하고 있으나 생물 다양성은 남획, 기

후변화, 멸종 위험, 환경오염, 외래종 유입, 자원 소비 등의 원인으로 지속적인 감소를

하고 있다(Butchart, 2010). 특히 해양생태계의 경우 상기 원인 이외에도 바다 사막화 등

과 같은 서식지 상실, 인류의 해양생물 소비량 증가에 따른 특정 수산품종들의 빠른 생

물 다양성 손실이 빈번히 야기된다(Duncan and Lockwood, 2001).

전 세계적으로 해양생태계의 보전 및 수산생물자원의 복원을 위한 서식지 보전,

남획 방지, 환경오염 관리 등이 있으며(Bruton, 1995), 유전적 다양성 관리와 집단구조분

석 및 인공 종자 방류를 통한 유전학적 보전 연구가 진행되고 있다. 그러나 대부분 생물

에서는 자연생태계에서 생존에 위협을 받기 때문에 인공증식을 통한 종 보전방법이 필요

하며(Ralls and Ballou, 1986), 인공종자 방류의 목적은 유전적 다양성이 확보 및 관리가

이루어진 종자를 생산하고 이를 다시 자연환경으로 방류함으로써 자연집단의 다양성 유

지 및 증대와 동시에 개체 수를 확보하는데 있다(Ford, 2002).

우리나라도 예외는 아니어서 현재 수산자원관리법 및 기본계획 수립을 토대로 방

류종자인증제, 보전유전학적 관리, 방류사업, 인공어초사업, 바다목장조성 등 수산자원의

회복을 위해 여러 노력을 기울이고 있는 중이며, 65종 이상의 해수면 또는 내수면 방류

품종이 관리되고 있다(한국수산자원관리공단, 2019). 해양수산 품종의 방류에서는 무엇보
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다도 유전적 다양성 관리가 매우 중요시되는데, 제한된 어미에서 생산한 인공종자(민간

양식 종자 등)는 자연집단에 비해 적은 유전자원(gene pool)과 낮은 다양성을 갖는 것이

일반적이며, 특히 여러 세대가 한정된 어미로부터 생산된 경우 근친교배, 비계획적 교배

및 인위적 선발 등의 원인으로 자연집단뿐만 아니라 생산에 이용한 어미 집단보다도 유

전적 다양성이 감소한다고 알려져 있다(Jeong et al., 2006, 2007; Kim et al., 2007).

이에 방류종자에 대한 오랜 관리 경험을 가진 외국의 경우 방류 종자의 유전적 다양성 유지

를 위하여 기술적 지침을 제시하고 유전적 관리를 추진하고 있으며(일본 수산 종합연구센터 및 수

산청, 2015), 열성화, 폐사, 근친약세를 예방하기 위한 유전학적 연구와 선발육종, 친자확인

등을 통해 종 보전을 위한 연구를 시행하고 있다(Puebla O, et al., 2008; Fukuan Du1 et

al, 2017; Srivastava et al, 2016; Ismail et al., 2018; Kashiri et al., 2018). 국내에서도 최근

빠르게 발전하고 있는 분자생물학적인 방법들을 이용하여 다양한 어패류에서 유전자 마커

(genetic marker)의 개발을 통한 유전적 특성 규명, 집단구조분석, 유전적 다양성 조사, 개체식

별 및 친자확인, 선발육종 등 유전적 다양성 소실을 예방하기 위한 노력들이 이루어지고 있으

며 환경부에서는 2002년부터 멸종위기 어류의 보전 및 생물다양성 확보를 목적으로 인공

증식 및 방류 연구를 추진해 오고 있다(13종 인공증식 후 자연방류 효과 조사 등; 환경

부 2018; 국립수산과학원, 2011). 또한 국립수산과학원은 2009년 넙치의 자연집단과 양식집

단의 유전적 다양성 비교를 통해서 효율적인 선발육종과 근교약세 방지를 위한 연구와 우

리나라에 수입되는 중국산 젓새우(Acetes chinensis)의 원산지 판별을 위한 유전학적 연구

를 수행한 바 있다(Kang et al., 2014). 한국수산자원공단에서는 자원량이 감소하고 있는

해삼(Apostichopus japonicus)에 대해 2012년 유전적다양성 모니터링 대상품종 지정 이후

2017년도 21,448,848마리, 2019년도 20,042,246마리, 2020년도 19,940,256마리 방류를 해오

고 있으며(https://seed.fira.or.kr, 2021년 한국수산자원공단 방류통계) 인공종자 방류사업
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의 효과 평가와 모니터링 전략을 수립하고 있다(한국수산자원공단, 2017). 이에 대한 유

전적 평가를 위해 다양한 DNA 분자 마커들이 활용되었으나(Song et al., 2009; Song et

al., 2010) 현재까지 대부분 Microsatellite 마커가 실효성 및 활용성 측면에서 가장 활발히

이용되고 있다. 이러한 Microsatellite 마커는 게놈상 짧은 반복 염기서열로 대부분 non-

coding 영역에 존재하며 실험이 간단하고 재현성이 뛰어난 장점으로 인해 국내외에서 집

단 유연관계, 유전적 다양성(Kanno et al., 2005; Chen and Li, 2007; Kang et al., 2011), 근

교약세 등 종 보존 연구 뿐만 아니라(Brown et al., 2003; Kim, 2011; Limei Chen et al.,

2012; Hong, 2014; Zhiguo Dong et al. 2018), 친자 검증(Herbinger et al., 1995; Estoup et

al., 1998; Beheregaray et al., 2000; Gheyas et al., 2007), 생존율(Mcginnity et al., 2003),

어류의 기원 확인(Glover et al., 2010) 연구에서도 유용하게 활용되고 있다. 그러나 마커

의 유효성을 위해서는 집단유전학에서 유전다양성지수인 기대치 이형접합율(expected

heterozygosity; HE), 무효대립유전자(null allele), 하디·바인베르크 평형(HWE)에 대한 검

증이 필요하며(Dakin et al, 2004; Wordley et al., 2011), 친자확인에서는 마커의 높은

PIC(Polymorphism information, 다형성정보지수)와 우수한 누적개체식별력(combined power

of discrimination)과 누적부권배제력(combined power of exclusion)이 필수적이다(Turrina

et al., 2014). 또한, 마커의 식별력에 대한 과대평가는 매우 빈번하게 일어나기 때문에

(Vandeputte et al., 2011), stuttering 또는 size shift(사이즈 밀림현상) 등의 유전형 오류

(Yue et al., 2014)에 대한 추가 검증도 필요하다. 이러한 오류의 가능성을 보완하기 위해

서 개인식별이나 혈연관계 확인에서 통계적 확률 값을 산출하고 평가하는데, 이때 짝확

률(match probability)과 우도비(likelihood ratio; LR)를 사용하여 임계값(Threshold values)

을 설정하는 것이다(양 et al., 2013). 현재 해양생물에서의 친자확인률은 넙치에서

86%(Seikino et al., 2003), 멸치에서 93%로 보고되고(Borell et al., 2011), 국내 일부 방류
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대상종에서도 혈연관계확인을 통해 효과조사를 진행 중이긴 하나 이는 우도비의 임계 값

이 고려되지 않아 판정 오류의 가능성이 높다. 따라서 신뢰도 높은 혈연관계 검증 기법

연구와 유전적 다양성 비교 연구(Kanno et al., 2005; Chen et al., 2007, Kim et al., 2008;

Kang et al., 2011)이외에도 국내 해삼 집단에 대한 집단구조적 특성과 관리 방안에 대한

세부적인 연구가 필요한 실정이다.

따라서 본 연구에서는 국내 13마커를 활용하여 해삼(Apostichopus japonicus)에 대

한 유전적 다양성 및 집단구조분석을 통해 국내 해삼의 유전적 특성과 현황을 파악하고

방류인증제의 친자확인과 방류효과조사에서의 정확한 혈연관계 검증을 위한 통계적 기준

연구를 통해 종합적인 관리 방안을 제시하고자 하였다. 이는 향후 국내 해삼뿐만 아니라

다양한 해양생물에 대한 유전적 특성과 선발육종, 교배지침, 방류효과조사 등 종 보존을

위한 유전학적 기초자료로서 활용이 가능할 것으로 여겨진다.
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Chapter Ⅱ

국내 해삼의 유전적 다양성 분석 및 집단유전학적 분석

Ⅰ. 서 론

해삼(Apostichopus japonicus)은 극피동물문 해삼강 (Holothuroidea)에 속하는 무척추

동물로 전세계적으로 외부 형태와 지리적 분포 특성에 따라 1,714종으로 분류되며(Paulay

2014), 우리나라에는 돌기해삼(Apostichopus japonicus)을 포함하여 홍해삼(Stichopus

japonicus), 가시닻해삼(Protankyra bidentata), 개해삼(Holothuria manacaria), 흰해삼

(Paracaudina chilensis), 오각광삼(Eupentacha chronhjelmi) 등 29종이 서식하고 있으나

(Lee et al., 1999) 청해삼, 홍해삼, 흑해삼의 명칭은 일본에서 구분하는 이름으로 모두 돌

기해삼이다(수산기술지 해삼종묘생산, 2004). 해삼은 수온이 8~10°C에서 성장이 빠르고

먹이활동이 활발한 최적 수온이며 17~18°C 이상에서는 먹이 활동을 중지하고, 25°C 이

상 고수온일 경우 활동을 멈추고 하면(夏眠, aestivation)이라는 생태적 특성을 갖는다(Lee

et al., 1999; Park et al., 2006). 산란 시작 수온범위는 13~16℃이며 18∼22℃에서 산란을

거의 종료한다. 성장과 관련하여, 자연에서 유생 부착 후 1년째 5.9cm(15.5g), 2년

13.3cm(122.5g), 3년 17.6cm(307.0g), 그리고 4년에 20.8cm(472.5g)의 크기와 무게에 도달한

다고 보고된 바 있다(수산기술지 해삼종묘생산, 2004). 또한 체중 2~3g의 어린 해삼은 주

로 부착성 미세조류 등을 섭이하고 성장함에 따라 해조류와 유기물, 원생동물 및 갑각류,

연체동물의 유생, 분해과정에 있는 어류의 사체 등을 섭이한다. 생활사는 수정란, 난할기,

포배기, 낭배기의 초기 발생단계와, 초기, 중기, 후기 유생기를 거쳐 저서생활로 들어가
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약 3~4일후에 백색 반투명한 새끼해삼으로 7~12개월 이후에 약 50mm(5cm)의 해삼 종자

상태로 성장한다(수산기술지 해삼종묘생산, 2004).

해삼은 전세계적으로 널리 분포하며 주된 상업적 소비는 중국‧대만‧싱가포르‧홍콩

등 일부 아시아 국가들에서 이루어지고 있으나 지속적인 수요증가로 인해 여러 국가들에

서 무분별한 남획과 포획으로 자연집단 크기 축소 및 자원량의 감소가 야기되고 있는 실

정이다. 이에 중국과 일본 등 주요 아시아 국가에서는 1980년대 이후부터 해삼 종자생산

을 시작하고 있으며(Zhang et al., 1998), 우리나라에서는 1990년대부터 양식산업 및 종자

생산기술 개발로 인해 매년 종자생산과 연안지역에 방류를 해오고 있어(해양수산부 2005)

생산량은 2010년 3,110,634톤, 2015년 3,337,383톤, 그리고 2020년 3,711,412톤으로 점차

증가하고 있는 추세이다(https://kosis.kr, 2021년 어업 품종별 생산량). 이러한 인공종자방

류 및 양식생산의 노력에도 불구하고 아직까지 유전적 열성화 예방, 다양성 확보 등 유

전적 관리의 중요성에 대한 인식은 상대적으로 미미한 실정으로 인공 방류종자에서 생식

력 감소, 생존율 저하, 난 크기 감소, 유효집단 크기 감소, 유전적 다양성이 감소한 사례

가 보고되었다(Araki et al., 2007; Heath et al., 2003; Tessier et al. 1997Prez Enrique et

al., 1999, Hara et al., 2003, Lindrigan et al., 2005; Sugaya et al., 1999; Norris et al., 2000).

따라서 현재 FAO((Food and Agriculture Organization of the United Nations, 1981)에서는

해양생물의 유전적다양성을 보호하고 근친교배를 방지하기 위해 인공종자생산 시 유효

어미 개체 수(Effective number of population size)와 근교계수(inbreeding coefficiency)를

각각 50개체와 0.10을 기준으로 정하였으며 자연집단의 유전적 다양성 감소 및 영향을

최소화할 수 있는 가장 중요한 방법이라고 하였다(Sekino et al., 2002).

해삼을 대상으로 한 집단유전학적 연구 또는 인공증식 방류종자의 분석의 경우 국

내에서는 2012년 이후 한국수산자원공단에서 유전적 다양성 저하의 우려로 자연집단, 종
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자 방류에 따른 자연집단, 인공종자에 대한 유전적 다양성 모니터링을 수행하고 있으며

(한국수산자원공단, 2017), Kanno et al., (2005)의 마커를 활용한 다양성 비교 연구도 진

행하였다(Kim et al., 2008; Kang et al., 2011). 또한 해외에서는 해삼에 대한 인공종자 방

류에 있어 유전적 연구의 필요성을 언급하였으며(Purcell et al., 2012), 인공종자와 자연산

에 대한 유전적 다양성 비교 연구도 진행하였다(Kanno et al., 2005; Chen et al., 2007;

Chen et al., 2008; Dong et al. 2018). 그러나 현재까지는 유전적 다양성 모니터링 측면에

서의 연구가 대부분이며 이는 다양성 확보에 집중되어 있어 유전적 특성과 집단구조적

분석에 대한 연구는 거의 없는 실정이다. 따라서 향후 해삼에 대한 지속적인 이용과 경

제적 효과를 유지하기 위해서는 유전적 다양성 뿐만 아니라 각 집단에 대한 구조적 특성

과 산출된 유전변수를 연계하여 원인을 예측하고 이에 대해 향후 연구 방안과 사업 계획

을 수립할 필요성이 있다.

따라서 본 연구에서는 우리나라의 경제성 품종인 해삼의 종 보존학적 연구를 위해

유전적 다양성 및 집단유전학적 분석을 진행하고 동해, 남해, 전남에 서식하는 해삼에

대한 유전적 특성 및 집단구조적 특성에 대한 종합적인 결과를 도출하여 원인 예측과 향

후 관리 방안을 제시하고자 하였으며 국내 해삼의 지역적 차이를 통해 향후 국내 해삼의

방류 계획수립 시 유전적 현황에 대한 기초자료로서 제공하고자 하였다.
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Ⅱ. 재료 및 방법

2.1. 시료의 확보

본 연구에 사용된 시료의 경우 한국수산자원관리공단과 올인원진텍에서 수집한 동

해, 전남과 경남 지역의 해삼을 활용하였으며 2020년 자연에서 채집된 강원 양양(YY)

220개체, 경북 경주(KJ) 181개체, 경남 거제(GJ) 75개체, 전남 완도(WD) 155개체, 강원 동

해(DH) 230개체, 강원 고성(KS) 93개체에 대한 총 954개체(6 그룹)를 분석하였다(Table 1,

Fig 1.).
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Table 1 Details of Apostichopus japonicus samples examined in this study.

Sampling site Abbreviation Sample size Date sampled

Yangyang YY 220 2020

Kyongju KJ 181 2020

Geoje GJ 75 2020

Wando WD 155 2020

Donghae DH 230 2020

Koseong KS 93 2020
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Fig. 1. Map showing locations and abbreviated names for Seven Apostichopus

japonicus samples in Korea. (For population abbreviations see Table 1)
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2.2. Microsatellite DNA marker를 이용한 집단유전학적 분석

2.2.1 Genomic DNA extraction

DNA 추출 시약의 경우, E.Z.N.A. mollusc DNA kit (Omega, USA) 또는 Genomic

DNA Extraction Kit (Promega, USA)를 이용하였다. High quality DNA를 추출하기 위해 샘플

수령 후 채취된 조직의 약 1 cm
2

내외로 절단하고 멸균 3차 증류수로 세정 후 Proteinase

K (20mg/ml)와 lysis buffer에 조직을 60°C에서 4시간 이상 완전히 녹이고 OMEGA 사의

E.Z.N.A mollusc kit 추출 메뉴얼에 따라 추출하였다. 추출한 DNA는 Spectrophotometer

(Nano-400A)을 이용하여 QC(Quality control) 확인하였다.

2.2.2 Microsatellite multiplex PCR set

Microsatellite multiplex PCR set은 기 개발된 해삼의 13쌍 multiplex PCR set 정보

를 이용하였으며 Applied Biosystems사의 DS-33 Matrix Standard Set(FAM, NED, VIC, PET)

의 형광물질을 표지한 Microsatellite 증폭용 Primer를 이용하였고 라벨링 형광 물질 정보

및 각 마커에 대한 repeat motif, sequence 정보는 표 2에 나타내었다. PCR 조건은 Pre-

Denaturation step은 95℃ 10min, 1
st

step(5cycle)의 경우 94℃ 60sec, 59℃ 60sec, 72℃

60sec, 2nd step(5cycle)의 경우 94℃ 60sec, 58℃ 60sec, 72℃ 60sec, 3rd step(25cycle)의 경

우 94℃ 60sec, 57℃ 60sec, 72℃ 60sec, Final step은 65℃ 10min 후 4℃에 보관하였다.
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Table 2. Information of Apostichopus japonicus microsatellite multiplex set primers

Dye Locus Repeat Motif Size range (bp)

FAM
AJ19640 (CAG)6 100-160

AH132 CA 240-380

VIC
AH076 GA 100-170

Contig21099 (AG)11 230-250

NED
AJ17 (CTGT)12 130-230

C70 CT 230-330

PET AJ91732 (AT)6 200-300

FAM HG26I (AT)13 100-150

VIC
HC416 (CA)12 250-310

4S02 (AG)10GTG(GA)22 120-220

NED
ACaj052 CT 260-360

Contig36873 (TG)10 210-230

PET DKO7S (AT)10 260-280
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2.2.3 유전형 데이터 분석

국내 해삼 954개체의 Microsatellite multiplex PCR을 위해 TaKaRa PCR Thermal

Cycler Dice Gradient 장비를 이용하여 유전자를 증폭하고, 증폭이 완료된 PCR 산물은

30X dilution 시킨 후, 증폭산물 1ul와 Standard size standard GeneScan LIZ 500(Applied

Biosystems, USA)및 Hi-Di Formaide (AppliedBiosystems, USA) 혼합물을 1:9로 희석하고

95℃에서 5분간 변성시킨 후 분석을 위한 시료로 사용하였다. 각 시료에 맞춰 판독력이

우수한 자동염기서열분석기 AB3730XL(Applied Biosystems, USA)을 사용하여 크기별로 분

류되도록 하고 데이터를 생산하였다. 생산된 Raw data는 GeneMapper version 4.0(Applied

Biosystems, USA) 분석프로그램을 이용하여 Labeling 별 allele scoring 분석하였다.

2.2.4 유전적 다양성 통계 분석

유전적 다양성 분석 및 통계 분석의 경우는 각 유전자 좌위(locus)에 대한 대립유

전자 빈도(allele frequency), 다형성정보지수(PIC; Polymorphic Information Content), 관측

치 및 기대치 이형접합체율(Ho, He)은 Cervus 3.07 software (Marshall et al., 1998)를 통

해 확인하였으며 FSTAT ver2.93 software (Goudet, 1995)에서는 최소 샘플 수를 기준으로

대립유전자 수를 보정하는 allelic richness(대립유전자수)와 gene diversity(유전적 다양성),

FIS(근교계수)값을 구하였다. Hardy-Weinberg equilibrium (HWE)에 대한 유의성 검증은 adjusted

p 값인 Bonferroni correction을 적용하도록 하였다. (Table 3.) 각 대립유전자의 실제

빈도를 구간 추정해 보면 다음과 같은 식으로 나타낼 수 있다.
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여기서 Pii는 대립유전자 i 두 개로 이루어진 동형접합자 유전자형의 관측빈도를,

Pij는 대립유전자 i를 하나 포함하는 이형접합자 유전자형 관측빈도를 나타낸다. 대립유

전자 빈도 추정치 Pi에 대한 표준오차는 분산 Var(pi)을 이용하여 구할 수 있다.

이형접합체(Heterozygosity)은 분석 집단 내에 나타나는 유전형 및 대립유전자에

대한 변이 및 다양성 정도를 측정하기 위한 기본적인 지수이다. 그 중 집단에서 실제로

관측되는 이형 접합자의 발현 빈도인 이형접합체관측치(observed heterozygosity)과 대립

유전 자 빈도를 이용하여 집단에서 추정하는 이형접합체기대치(expected heterozygosity)

로 구분한다(Nei 와 Roychoudhury, 1974). 이는 n을 관측된 표본 수, k를 대립유전자 개

수, p를 대립유전자 빈도라고 할 때, 이형접합체율(obs-H) = (이형접합자 관측 수)/n의 식

으로 추정한다. 이는 특정 마커에 대하여 집단에서 그 마커에 대해 나타난 이형접합개체

의 비율을 나타내며 그 값은 0~1사이의 값을 나타낸다. 이형접합체율 값이 클수록 마커

의 다형성이 크고 마커의 유용성이 높다고 말 할 수 있다. 이형접합체율은 다음 같이 정

의된다.

HetE : 기대 이형접합률 (expacted heterozygosity)

Pi = i번째 대립 유전자로부터의 측정된 빈도 값
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유전적 다양성분석에서 사용되는 PIC 값은 특정 집단의 유전적 다형성을 나타내는

각 마커의 일반적인 지표로 사용되며 계산식은 다음과 같다.

k: 대립유전자의 수

Pi, Pj: I 번째와 j 번째의 대립유전자의 빈도

PIC: 다형성 정보량(polymorphism information content)

다양성 정보량(PIC, Polymorphism information content)은 부모로부터 자손에 전달

되는 대립유전자를 정확히 구별해 낼 수 있는 확률이며 이는 다시 말하면 유전자형을 이

용하여 부모, 자식 관계를 확인하는 것으로 여기서 마커의 다양성 정보력이란 개체식별

의 측면에서 보았을 때 다양성 값이라고 할 수 있다. 따라서 마커 연구에서의 다양성 정

보량은 정보력의 척도로서 활용하며 유용한 marker를 선별 기준으로 사용할 수 있다.

하디-와인버그 평형(Hardy-Weinberg Equilibrium)은 다음과 같이 설명할 수 있다.

두 개의 대립유전자 A, a로만 이루어진 유전자좌의 경우 Aa의 유전 자형을 가지고 있는

부모에게서 나올 수 있는 자식의 유전자형은 AA, Aa, aa 의 3가지로 각각 1 : 2 : 1의 분

리 비를 가진다. 여기에 집단의 개념을 도입하여 부모 집단에서 대립유전자 A의 빈도를

p, a의 빈도를 q라 가정하였을 때, 단지 두 개의 대립 유전자로 이루어진 유전자 좌이므

로 p + q = 1 이라는 등식이 성립하게 된다. 이때 AA의 유전자형을 지니는 자손은 p
2
의

빈도로 존재할 것이고 Aa의 유전자형을 지니는 자손 은 2pq의 빈도로 존재할 것이기 때

문에 A 대립유전자의 빈도는 p
2
+ 2pq / 2가 된다.
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따라서 자손집단에서 A 대립유전자의 빈도는 p
2

+ pq = p(p+q) = p 로 정리가 된

다(p+q=1). 결국 자손집단에서 A 대립유전자의 빈도는 p가 되며 이것은 부모 집단의 빈

도와 동일한 값이다. 마찬가지로 자손집단에서의 a대립유전자의 빈도는 q로 결론지어진

다. 즉, 특정 유전자좌에 대한 대립유전자의 빈도는 세대에 관계없이 늘 일정한 값을 유

지한다는 하디-와인버그 평형이론은 외적인 요인 또는 환경적 요인이 배제될 경우 유전

자와 유전자형 빈도가 변하지 않고 평형상태에 있다는 것을 말하며 유전자좌 내에서의

독립성 검정(Chi-square)은 각 유전자형 빈도에 대한 실제 관측빈도와 기대빈도와의 비교

를 통해 다음과 같은 식으로 구하였다.

Fis(Inbreeding coefficient)는 각 개체들의 근친도를 나타내는 것으로 집단의 크기에

영향을 받는 대립유전자 빈도가 특정 집단에서 고정되는 정도를 나타내며, 특정 집단

내에서 개체 간의 근친도가 높으면 그 집단은 다른 집단과 유전적 차이가 급속도로

빨리 고정되고 이형접합도(heterozygosity)값이 낮아진다. 이는 유전적으로 다른

집단으로 변해갈 뿐만 아니라 열성화, 근교약세(inbreeding depression) 등이 일어나게

되어 집단의 유전적 상태를 유추해 볼 수 있다.

따라서 본 연구에서는 생태계 다양성을 유지하기 위한 가장 기본적인

구성요소인(Spielman et al., 2004) 유전적 다양성 및 집단 구조분석을 통해 유전 변이

정도를 파악하고 유전적 다양성 보존을 위한 효율적인 전략을 제시하고자 하였다

(Hughes et al., 2008).



17

Table 3. Genetic Diversity Analysis Tool

구분 분석 내용

Cervus 3.07

(Marshall et al., 1998)

Allele frequency, Allele No, observed heterozygosity, expected

heterozygosity, PIC(Polymorphic Information Content), Hardy-

Weinberg equilibrium(HWE)

FSTAT ver2.93

(Goudet, 1995)
Allelic richness, Gene Diversity, FIS

POPGENE Hardy-Weinberg equilibrium(HWE), Genetic Distance, UPGMA

GenAlEx 6.501 PCoA(Principal Coordinates Analysis)

POPTREE Fst(Latter 1972), Genetic Distance(Nei et al, 1983)

Structure 2.3.4

(Pritchard et al., 2000)
Analysis of genetic population structure
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2.2.5 유전적 집단구조 분석

각 집단 간 유전적 분화도 (genetic differentiation, FST)는 Genepop 3.4 software를

이용하며 (Raymond and Rousset, 1995) 유전적 거리((Nei's Genetic distance) 수준 및 유

사도 matrix를 도출하도록 하며 UPGMA (unweighted pair-group method with arithmetic

mean(Sneath and Sokal 1973), Bootstrap tests(Felsenstein, 1985)의 경우 POPTREE를 이용

하여 유전적 거리를 그림으로 나타내어 분석하고 PCoA 분석의 경우 GenAlEx (Ver.6.501)

을 이용하여 도출한다. 각각을 군집화(clustering) 및 유전적 거리를 측정함에 있어 두 개

의 유전자형을 비교하고 이 두 서열 간의 거리를 측정한다.

유전적 구조 분석 및 집단 별 distribution analysis 위해 집단의 유전적 균일도는

STRUCTURE software (Pritchard et al., 2000)을 이용하였다. 각 집단의 모수를 추정하기

위해 ‘model-based clustering method' 클러스터링기법을 이용하며 구분 가능한 집단 수

(K값)을 추정하기 위해서 K를 최소 1부터 6까지 설정하고, 각 값에 대한 평균 추정치

Pr(X│K)와 표준편차를 계산하여 데이터 수집하기 전 시뮬레이션 횟수인 burn-in 5000회,

정확한 모수추정을 위한 burn-in 후 시뮬레이션 횟수인 MCMC(Markov Chain Monte Carlo)

반복 수 50,000회를 적용하여 계산된 결과를 STRUCTURE HARVESTER(Earl and von-

Holdt, 2012)를 사용하여 ΔK 값 산정 및 최적의 K값을 결정하였다. 도출된 최적의 K값

에 대한 cluster별 유전적 균일도를 계산하고 CLUMMP(Jakobsson and Rosengerg, 2007)를

이용해 3회 반복하여 나온 cluster에 대한 집단의 실제 분포를 DISTRUCT(Rosenberg,

2004)를 이용하여 도식화하였다.
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Ⅲ. 결 과

3.1. Microsatellite 마커를 이용한 집단유전학적 분석

3.1.1 유전자형 분석 (Genotype analysis)

99% 에탄올이 들어있는 해삼의 조직을 통해 추출한 DNA의 경우, 흡광도

(Spectrophotometer)를 통해 DNA의 QC(Quality control) 확인하였으며 260/280nm에서 순

도 1.8 ~ 2.1 ratio 조건에 부합되는 개체들에 대해 유전형분석을 진행하였다. 유전형분석

은 기 개발된 13개의 primer를 활용하여 유전자형 분석 및 Allele scoring을 실시하였으며

최종 분석 결과 각각의 Locus(유전자좌위)에서 효율적인 증폭이 이루어졌으며 동시 다중

분석을 수행하기에 적합함을 확인하였다.
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3.1.2 유전적 다양성 분석

해삼 집단 954개체에 대한 분석 시료 수(N), 대립유전자수(A), 보정 대립유전자수(Ar;

allelic richness), 이형접합율관측치(Ho; observed heterozygosity), 이형접합율관측치(He; expected

heterozygosity), 다형성정보지수(PIC; polymorphism information contents), 하디-와인베르크 평형

Hardy-Weinberg equilibrium (HWE) tests 과 이에 대한 유의성 검증(Bonferroni correction (p)(NS :

not significant, * : significant at the 5% level, ** : significant at the 1% level, *** : significant

at the 0.1% level, ND : not done), inbreeding coefficient (FIS), 유전자 다양성(Gene diversity) 등

유전적 변수에 대한 결과는 아래의 표에 나타내었다(Table 4~10).

DNA상 반복되는 염기서열 횟수에 대한 변이를 확인하는 대립유전자 수는 양양

(YY)집단에서 6~23개로 평균 12.54개, 경주(KJ)는 7~25개로 평균 13.92개, 거제(GJ)는 6~18개

로 평균 10.69개, 완도(WD)는 6~24개로 평균 13.00개, 동해(DH)는 8~22개로 평균 12.69개, 고

성(KS)은 7~20개로 평균 11.85개가 산출되었으며 전제적으로 높은 값을 나타내었으나 고성과

거제의 경우는 소규모 집단에 대한 분석으로 비교적 낮은 값을 나타내었다.

각 마커에 대한 개체수의 편차에 따른 대립유전자 수 보정치(allele richness)를 적용

하여 분석한 결과는 양양(YY)집단에서 6~22.84개로 평균 12.49개, 경주(KJ)는 7~24.64개로

평균 13.92개, 거제(GJ)는 5.92~17.93개로 평균 10.55개, 완도(WD)는 6~23.72개로 평균 12.83개,

동해(DH)는 5.99~21.98개로 평균 12.62개, 고성(KS)은 7.87~19.72개로 평균 11.68개가 산출되어

대립유전자 수 결과와 유사하게 나타났다.

한 개체의 Loci에서 두 개의 대립유전자가 서로 다르게 나타나는 비율에 대한

예상 기대값인 이형접합체율기대치(He)는 양양(YY)집단에서 평균 0.735, 경주(KJ)는 평균

0.750, 거제(GJ)는 평균 0.733, 완도(WD)는 평균 0.733, 동해(DH)는 평균 0.741, 고성(KS)은 평

균 0.756으로 모든 집단에서 높은 값을 나타내었다. 한 개체의 Loci에서 두 개의 대립
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유전자가 서로 다르게 나타나는 비율에 대한 실제 관측값인 이형접합체율관측치(Ho)는

양양(YY)집단에서 평균 0.660, 경주(KJ)는 평균 0.621, 거제(GJ)는 평균 0.600, 완도(WD)는

평균 0.567, 동해(DH)는 평균 0.576, 고성(KS)은 평균 0.576으로 모든 집단에서 이형접합체

율기대치와 관측치 값의 차이를 확인할 수 있었으며 이는 근친교배(Inbreeding), 인위적인

교배(non-random mating) 및 왈런드(Wahlund) 효과, 특정집단에 대한 분석 등 여러가

지 원인을 예상해 볼 수 있다. 유전적 다형성정보지수(PIC)는 양양(YY)집단에서 평균

0.7032, 경주(KJ)는 평균 0.7252, 거제(GJ)는 평균 0.7002, 완도(WD)는 평균 0.7075, 동해(DH)는

평균 0.7128, 고성(KS)은 평균 0.7254로 모든 집단에서 높은 값을 나타내었다.

유전적 평형상태에 관한 HWEp(하디와인버그) 평균값은 adjusted p 값인 Bonferroni

correction을 적용하였으며 양양집단에서 최소 0.0717 ~ 거제집단에서 최대 0.1643으로

모든 집단 수준에서는 통계적으로 유의하지 않은 것으로 나타났다(p>0.05). 그러나 대

부분 집단에서 세부적으로 각 마커 유의성검정 결과를 보면 유의적 차이가 있

는 것으로 확인되었다(p<0.05).

집단 내 유전적 변화를 알 수 있는 근교계수(FIS)는 양양집단에서 최소 0.104, 고성집단

에서 최대 0.231로 양양집단을 제외하고 대부분 집단에서 다소 높은 값을 나타내었다. 이는

양양집단을 제외한 나머지 집단의 경우 유전적으로 불안정한 상태로 유전적 감소 및 특징이

급변할 가능성이 있다고 볼 수 있다.
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Table 4. Summary of genetic diversity indices in six populations of Apostichopus japonicus

Population

Microsatellite locus

4S0 ACaj05 AH07 AH13 AJ1 AJ1964 AJ9173 C7 Contig2109 Contig3687 DKO7 HC41 HG26 Mean

YY

(N=220)

A 12 23 9 15 16 6 13 12 10 7 11 15 14 12.54

Ar 11.91 22.84 8.90 15.00 16.00 6.00 13.00 11.96 9.93 7.00 10.94 15.00 13.85 12.49

Ho 0.859 0.811 0.593 0.886 0.633 0.620 0.736 0.560 0.468 0.709 0.472 0.810 0.421 0.660

He 0.795 0.883 0.592 0.861 0.861 0.630 0.734 0.801 0.563 0.812 0.645 0.865 0.509 0.735

Fis 0.080 0.082 0.001 0.029 0.265 0.016 0.002 0.302 0.169 0.127 0.268 0.065 0.174 0.104

p 0.000 *** 0.000 *** 0.271 0.000 *** 0.000 *** 0.646 0.000 *** 0.000 *** 0.000 *** 0.000 *** 0.000 *** 0.000 *** 0.015 * -

KJ

(N=181)

A 12.00 25.00 11.00 16.00 18.00 9.00 12.00 12.00 8.00 7.00 12.00 16.00 23.00 13.92

Ar 11.714 24.643 10.759 15.695 18.000 8.646 11.885 11.970 7.979 7.000 11.770 15.868 22.081 13.693

Ho 0.750 0.847 0.705 0.740 0.462 0.670 0.569 0.764 0.178 0.636 0.429 0.834 0.492 0.621

He 0.790 0.917 0.676 0.825 0.905 0.645 0.816 0.835 0.291 0.803 0.682 0.892 0.671 0.750

Fis 0.051 0.076 0.043 0.104 0.491 -0.039 0.303 0.086 0.389 0.208 0.372 0.065 0.268 0.179

p 0.488 0.442 0.728 0.000 *** 0.000 *** 0.309 0.000 *** 0.016 0.000 *** 0.001 ** 0.000 *** 0.010 0.000 *** -

GJ

(N=75)

A 8.00 18.00 9.00 12.00 15.00 6.00 10.00 13.00 7.00 7.00 8.00 15.00 11.00 10.69

Ar 7.912 17.935 8.707 11.880 15.000 5.926 9.787 12.786 6.747 6.997 7.930 14.926 10.613 10.550

Ho 0.781 0.732 0.662 0.865 0.433 0.708 0.444 0.689 0.233 0.437 0.375 0.833 0.608 0.600

He 0.722 0.915 0.641 0.816 0.904 0.647 0.817 0.843 0.295 0.739 0.736 0.856 0.597 0.733

Fis 0.083 0.200 0.033 0.060 0.523 0.096 0.457 0.184 0.211 0.411 0.493 0.026 0.018 0.170

p 0.072 0.004 ** 0.532 0.242 0.000 *** 0.555 0.000 *** 0.002 ** 0.151 0.000 *** 0.000 *** 0.101 0.479 -
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Table 4-1. (Continued)

Population

Microsatellite locus

4S0 ACaj05 AH07 AH13 AJ1 AJ1964 AJ9173 C7 Contig2109 Contig3687 DKO7 HC41 HG26 Mean

WD

(N=155)

A 10.00 24.00 10.00 15.00 19.00 6.00 14.00 15.00 6.00 7.00 10.00 14.00 19.00 13.00

Ar 9.851 23.721 9.753 14.780 19.000 5.990 13.536 14.755 6.000 7.000 9.964 13.998 18.501 12.835

Ho 0.642 0.538 0.619 0.830 0.504 0.592 0.444 0.708 0.149 0.569 0.451 0.813 0.510 0.567

He 0.747 0.921 0.621 0.824 0.910 0.594 0.787 0.856 0.236 0.812 0.668 0.903 0.652 0.733

Fis 0.141 0.417 0.002 0.008 0.448 0.004 0.437 0.173 0.369 0.300 0.326 0.101 0.218 0.225

p 0.001 ** 0.000 *** 0.716 0.665 0.000 *** 0.041 * 0.000 *** 0.000 *** 0.000 *** 0.000 *** 0.000 *** 0.000 *** 0.000 *** -

DH

(N=230)

A 11.00 22.00 9.00 13.00 18.00 6.00 12.00 13.00 9.00 8.00 10.00 18.00 16.00 12.69

Ar 10.855 21.981 8.860 12.994 18.000 5.999 11.930 12.920 8.961 7.934 10.000 17.854 15.803 12.622

Ho 0.732 0.607 0.583 0.809 0.458 0.659 0.478 0.754 0.177 0.529 0.408 0.782 0.518 0.576

He 0.766 0.921 0.597 0.815 0.904 0.646 0.801 0.854 0.353 0.774 0.684 0.900 0.619 0.741

Fis 0.043 0.341 0.023 0.008 0.494 0.021 0.404 0.117 0.498 0.317 0.404 0.131 0.164 0.225

p 0.149 0.000 *** 0.747 0.908 0.000 *** 0.240 0.000 *** 0.000 *** 0.000 *** 0.000 *** 0.000 *** 0.001 ** 0.002 * -

KS

(N=93)

A 10.00 20.00 8.00 13.00 16.00 7.00 10.00 12.00 8.00 9.00 11.00 14.00 16.00 11.85

Ar 9.848 19.722 7.870 12.870 16.000 6.987 9.861 11.785 7.916 8.870 10.937 13.893 15.289 11.681

Ho 0.796 0.573 0.677 0.806 0.434 0.624 0.393 0.645 0.267 0.591 0.420 0.750 0.511 0.576

He 0.782 0.920 0.647 0.855 0.920 0.676 0.796 0.851 0.472 0.807 0.695 0.880 0.521 0.756

Fis 0.017 0.379 0.048 0.057 0.53 0.078 0.507 0.243 0.436 0.268 0.396 0.148 0.02 0.231

p 0.153 0.010 0.826 0.283 0.000 *** 0.621 0.000 *** 0.000 *** 0.000 *** 0.000 ** 0.000 *** 0.004 0.175 -
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Table 4-2. (Continued)

Population

Microsatellite locus

4S0 ACaj05 AH07 AH13 AJ1 AJ1964 AJ9173 C7 Contig2109 Contig3687 DKO7 HC41 HG26 Mean

Mean

A 10.50 22.00 9.33 14.00 17.00 6.67 11.83 12.83 8.00 7.50 10.33 15.33 16.50 12.53

Ar 10.35 21.81 9.14 13.87 17.00 6.59 11.67 12.70 7.92 7.47 10.26 15.26 16.02 12.31

Ho 0.760 0.685 0.640 0.823 0.487 0.646 0.511 0.687 0.245 0.579 0.426 0.804 0.510 0.600

He 0.767 0.913 0.629 0.833 0.901 0.640 0.792 0.840 0.368 0.791 0.685 0.883 0.595 0.741

Fis 0.069 0.249 0.025 0.044 0.459 0.042 0.352 0.184 0.345 0.272 0.377 0.089 0.144 0.189

p 0.144 0.076 0.637 0.350 0.000 0.402 0.000 0.003 0.025 0.000 0.000 0.019 0.112 -

A, allele No; Ar, allelic richness; He, expected heterozygosity; Ho, observed heterozygosity; Fis, inbreeding coefficient; P, probability of

significant deviation from Hardy-Weinberg equilibrium.
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3.1.2.1 강원도 양양

양양 해삼 집단 220개체에 대한 분석결과 대립유전자수는 6~23개로 평균

12.54로 나타났으며, 보정대립유전자수(allelic richness)도 평균 12.49로 높은 유전형

분석율로 대립유전자수와 유사하게 나타났다. 두 개의 대립유전자가 서로 다른 이형

접합개체의 비율로 계산되어지는 이형접합체율관측치(Ho)의 평균은 0.6598로 나타났으며,

이형접합체율기대치(He)의 경우 평균 0.7347로 나타났다. 다형성정보지수(PIC)의 경우 평

균 0.7032로 나타났으며, 유전적 다양성(gene diversity)도 평균 0.7348로 높은 값을

나타내었다. 집단 내 근친도(Inbreeding coefficient (Fis))는 높을수록 열성화 및 유전

자 소실로 이어지게 되는데 양양집단에서는 0.1043로 낮은 값을 나타내어 유전적

열성화 및 특성이 변화될 가능성이 낮다는 것을 알 수 있었다. Hardy-Weinberg 평형

(HWE)에 대한 Bonferroni correction 검증결과 집단 수준에서는 통계적으로 유의하지 않았

으나 (p>0.05), 일부 마커의 경우 Hardy-Weinberg 평형에 벗어난 결과를 보였다(p<0.05).
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Table 5. Genetic diversity indices in 13 microsatellite loci of Apostichopus japonicus

population

Locus N A Ar HObs HExp PIC HW FIS Gene diversity

4S0 220 12 11.91 0.859 0.795 0.764 0.000 *** -0.080 0.795

ACaj05 217 23 22.84 0.811 0.883 0.872 0.000 *** 0.082 0.883

AH07 221 9 8.90 0.593 0.592 0.520 0.271 NS -0.001 0.592

AH13 211 15 15.00 0.886 0.861 0.844 0.000 *** -0.029 0.861

AJ1 210 16 16.00 0.633 0.861 0.844 0.000 *** 0.265 0.861

AJ1964 221 6 6.00 0.620 0.630 0.572 0.646 NS 0.016 0.630

AJ9173 212 13 13.00 0.736 0.734 0.698 0.000 *** -0.002 0.734

C7 218 12 11.96 0.560 0.801 0.776 0.000 *** 0.302 0.802

Contig2109 218 10 9.93 0.468 0.563 0.516 0.000 *** 0.169 0.563

Contig3687 220 7 7.00 0.709 0.812 0.785 0.000 *** 0.127 0.813

DKO7 216 11 10.94 0.472 0.645 0.607 0.000 *** 0.268 0.645

HC41 210 15 15.00 0.810 0.865 0.850 0.000 *** 0.065 0.865

HG26 221 14 13.85 0.421 0.509 0.493 0.015 * 0.174 0.509

Average 216.54 12.54 12.49 0.6598 0.7347 0.7032 0.0717 - 0.1043 0.7348

※시료 수(N), 대립유전자수(A), 집단 크기를 보정한 대립유전자수(Ar; allelic richness), 이형접합체율관찰치(Ho;

observed heterozygosity), 이형접합체율기대치(He; expected heterozygosity), 다형성 정보지수(PIC; polymorphism

information contents), probability of Hardy-Weinberg equilibrium (HWE) tests with Bonferroni correction (p)(NS :

not significant, * : significant at the 5% level, ** : significant at the 1% level, *** : significant at the 0.1% level,

ND : not done), inbreeding coefficient (FIS), 유전자 다양성(Gene diversity)
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3.1.2.2 경북 경주

경북 경주 해삼 집단 181개체에 대한 분석결과 대립유전자수는 7~25개로 평

균 13.92로 나타났으며, 보정대립유전자수(allelic richness)도 평균 13.69로 높은 유전

형 분석율로 대립유전자수와 유사하게 나타났다. 두 개의 대립유전자가 서로 다른 이

형접합개체의 비율로 계산되어지는 이형접합체율관측치(Ho)의 평균은 0.6212로 나타났

으며, 이형접합체율기대치(He)의 경우 평균 0.7498로 나타났다. 다형성정보지수(PIC)의

경우 평균 0.7252로 나타났으며, 유전적 다양성(gene diversity)도 평균 0.7503으로 높

은 값을 나타내었다. 집단 내 근친도(Inbreeding coefficient (Fis))는 높을수록 열성화

및 유전자 소실로 이어지게 되는데 0.1793으로 다소 높은 값을 나타내어 유전적 열

성화 및 특성이 변화될 가능성이 있는 것으로 여겨진다(Table 6). Hardy-Weinberg 평

형(HWE)에 대한 Bonferroni correction 검증결과 집단 수준에서는 통계적으로 유의하지 않

았으나 (p>0.05), 일부 마커의 경우 Hardy-Weinberg 평형에 벗어난 결과를 보였다(p<0.05).
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Table 6. Genetic diversity indices in 13 microsatellite loci of Apostichopus japonicus

population

Locus N A Ar HObs HExp PIC HW FIS Gene diversity

4S0 180 12 11.71 0.750 0.790 0.761 0.488 NS 0.051 0.790

ACaj05 170 25 24.64 0.847 0.917 0.908 0.442 NS 0.076 0.917

AH07 176 11 10.76 0.705 0.676 0.633 0.728 NS -0.043 0.675

AH13 173 16 15.70 0.740 0.825 0.804 0.000 *** 0.104 0.825

AJ1 156 18 18.00 0.462 0.905 0.894 0.000 *** 0.491 0.907

AJ1964 176 9 8.65 0.670 0.645 0.600 0.309 NS -0.039 0.645

AJ9173 174 12 11.89 0.569 0.816 0.790 0.000 *** 0.303 0.817

C7 178 12 11.97 0.764 0.835 0.813 0.016 NS 0.086 0.836

Contig2109 174 8 7.98 0.178 0.291 0.283 0.000 *** 0.389 0.292

Contig3687 176 7 7.00 0.636 0.803 0.772 0.001 ** 0.208 0.803

DKO7 175 12 11.77 0.429 0.682 0.647 0.000 *** 0.372 0.683

HC41 175 16 15.87 0.834 0.892 0.880 0.010 NS 0.065 0.892

HG26 177 23 22.08 0.492 0.671 0.642 0.000 *** 0.268 0.672

Average 173.85 13.92 13.69 0.6212 0.7498 0.7252 0.1532 - 0.1793 0.7503

※시료 수(N), 대립유전자수(A), 집단 크기를 보정한 대립유전자수(Ar; allelic richness), 이형접합체율관찰치(Ho;

observed heterozygosity), 이형접합체율기대치(He; expected heterozygosity), 다형성 정보지수(PIC; polymorphism

information contents), probability of Hardy-Weinberg equilibrium (HWE) tests with Bonferroni correction (p)(NS :

not significant, * : significant at the 5% level, ** : significant at the 1% level, *** : significant at the 0.1% level,

ND : not done), inbreeding coefficient (FIS), 유전자 다양성(Gene diversity)
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3.1.2.3 경남 거제

경남 거제 해삼 집단 75개체에 대한 분석결과 대립유전자수는 7~18개로 평균

10.69로 나타났으며, 보정대립유전자수(allelic richness)도 평균 10.55로 대립유전자수

와 유사하게 나타났다. 두 개의 대립유전자가 서로 다른 이형접합개체의 비율로 계산되

어지는 이형접합체율관측치(Ho)의 평균은 0.6000로 나타났으며, 이형접합체율기대치

(He)의 경우 평균 0.7329으로 나타났다. 다형성정보지수(PIC)의 경우 평균 0.7002로 나

타났으며, 유전적 다양성(gene diversity)도 평균 0.7338으로 높은 값을 나타내었다.

집단 내 근친도(Inbreeding coefficient (Fis))는 높을수록 열성화 및 유전자 소실로

이어지게 되는데 0.1704로 다소 높은 값을 나타내어 유전적 열성화 및 특성이 변화

될 가능성이 있다(Table 7). Hardy-Weinberg 평형(HWE)에 대한 Bonferroni correction 검

증결과 집단 수준에서는 통계적으로 유의하지 않았으나 (p>0.05), 일부 마커의 경우

Hardy-Weinberg 평형에 벗어난 결과를 보였다(p<0.05).
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Table 7. Genetic diversity indices in 13 microsatellite loci of Apostichopus japonicus

population

Locus N A Ar HObs HExp PIC HW FIS Gene diversity

4S0 73 8 7.91 0.781 0.722 0.681 0.072 NS -0.083 0.721

ACaj05 71 18 17.94 0.732 0.915 0.901 0.004 ** 0.200 0.916

AH07 74 9 8.71 0.662 0.641 0.582 0.532 NS -0.033 0.641

AH13 74 12 11.88 0.865 0.816 0.787 0.242 NS -0.060 0.816

AJ1 67 15 15.00 0.433 0.904 0.888 0.000 *** 0.523 0.907

AJ1964 72 6 5.93 0.708 0.647 0.602 0.555 NS -0.096 0.647

AJ9173 72 10 9.79 0.444 0.817 0.785 0.000 *** 0.457 0.819

C7 74 13 12.79 0.689 0.843 0.818 0.002 ** 0.184 0.844

Contig2109 73 7 6.75 0.233 0.295 0.280 0.151 NS 0.211 0.295

Contig3687 71 7 7.00 0.437 0.739 0.693 0.000 *** 0.411 0.741

DKO7 72 8 7.93 0.375 0.736 0.697 0.000 *** 0.493 0.739

HC41 72 15 14.93 0.833 0.856 0.839 0.101 NS 0.026 0.856

HG26 74 11 10.61 0.608 0.597 0.550 0.479 NS -0.018 0.597

Average 72.23 10.69 10.55 0.6000 0.7329 0.7002 0.1643 - 0.1704 0.7338

※시료 수(N), 대립유전자수(A), 집단 크기를 보정한 대립유전자수(Ar; allelic richness), 이형접합체율관측치(Ho;

observed heterozygosity), 이형접합체율기대치(He; expected heterozygosity), 다형성 정보지수(PIC; polymorphism

information contents), probability of Hardy-Weinberg equilibrium (HWE) tests with Bonferroni correction (p)(NS :

not significant, * : significant at the 5% level, ** : significant at the 1% level, *** : significant at the 0.1% level,

ND : not done), inbreeding coefficient (FIS), 유전자 다양성(Gene diversity)
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3.1.2.4 전남 완도

전남 완도 해삼 집단 155개체에 대한 분석결과 대립유전자수는 6~24개로 평

균 13.00로 나타났으며, 보정대립유전자수(allelic richness)도 평균 12.83으로 대립유

전자수와 유사하게 나타났다. 두 개의 대립유전자가 서로 다른 이형접합개체의 비율로

계산되어지는 이형접합체율관측치(Ho)의 평균은 0.5668로 나타났으며, 이형접합체율기

대치(He)의 경우 평균 0.7332로 나타났다. 다형성정보지수(PIC)의 경우 평균 0.7075로

나타났으며, 유전적 다양성(gene diversity)도 평균 0.7338로 높은 값을 나타내었다.

집단 내 근친도(Inbreeding coefficient (Fis))는 높을수록 열성화 및 유전자 소실로

이어지게 되는데 0.2252로 높은 값을 나타내어 열성화 및 특성이 변화될 가능성이

나타났다(Table 8). Hardy-Weinberg 평형(HWE)에 대한 Bonferroni correction 검증결과 집

단 수준에서는 통계적으로 유의하지 않았으나 (p>0.05), 대부분의 마커에서 Hardy-

Weinberg 평형에 벗어난 결과를 보였다(p<0.05).
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Table 8. Genetic diversity indices in 13 microsatellite loci of Apostichopus japonicus

population

Locus N A Ar HObs HExp PIC HW FIS Gene diversity

4S0 148 10 9.85 0.642 0.747 0.716 0.001 ** 0.141 0.747

ACaj05 145 24 23.72 0.538 0.921 0.912 0.000 *** 0.417 0.923

AH07 155 10 9.75 0.619 0.621 0.566 0.716 NS 0.002 0.621

AH13 153 15 14.78 0.830 0.824 0.805 0.665 NS -0.008 0.824

AJ1 137 19 19.00 0.504 0.910 0.900 0.000 *** 0.448 0.912

AJ1964 152 6 5.99 0.592 0.594 0.555 0.041 * 0.004 0.594

AJ9173 151 14 13.54 0.444 0.787 0.756 0.000 *** 0.437 0.788

C7 154 15 14.76 0.708 0.856 0.836 0.000 *** 0.173 0.856

Contig2109 141 6 6.00 0.149 0.236 0.228 0.000 *** 0.369 0.236

Contig3687 144 7 7.00 0.569 0.812 0.784 0.000 *** 0.300 0.813

DKO7 142 10 9.96 0.451 0.668 0.628 0.000 *** 0.326 0.669

HC41 144 14 14.00 0.813 0.903 0.892 0.000 *** 0.101 0.904

HG26 151 19 18.50 0.510 0.652 0.620 0.000 *** 0.218 0.652

Average 147.46 13.00 12.83 0.5668 0.7332 0.7075 0.1095 - 0.2252 0.7338

※시료 수(N), 대립유전자수(A), 집단 크기를 보정한 대립유전자수(Ar; allelic richness), 이형접합체율관측치(Ho;

observed heterozygosity), 이형접합체율기대치(He; expected heterozygosity), 다형성 정보지수(PIC; polymorphism

information contents), probability of Hardy-Weinberg equilibrium (HWE) tests with Bonferroni correction (p)(NS :

not significant, * : significant at the 5% level, ** : significant at the 1% level, *** : significant at the 0.1% level,

ND : not done), inbreeding coefficient (FIS), 유전자 다양성(Gene diversity)



33

3.1.2.5 강원 동해

강원 동해 해삼 집단 230개체에 대한 분석결과 대립유전자수는 6~22개로 평

균 12.69로 나타났으며, 보정대립유전자수(allelic richness)도 평균 12.62로 대립유전

자수와 유사하게 나타났다. 두 개의 대립유전자가 서로 다른 이형접합개체의 비율로

계산되어지는 이형접합체율관측치(Ho)의 평균은 0.5765로 나타났으며, 이형접합체율기

대치(He)의 경우 평균 0.7411로 나타났다. 다형성정보지수(PIC)의 경우 평균 0.7128로

나타났으며, 유전적 다양성(gene diversity)도 평균 0.7413으로 높은 값을 나타내었다.

집단 내 근친도(Inbreeding coefficient (Fis))는 높을수록 열성화 및 유전자 소실로

이어지게 되는데 0.2248로 높은 값을 나타내어 열성화로 인한 유전적 특성이 급변

화될 가능성이 있었다(Table 9). Hardy-Weinberg 평형(HWE)에 대한 Bonferroni correction

검증결과 집단 수준에서는 통계적으로 유의하지 않았으나 (p>0.05), 대부분의 마커에서

Hardy-Weinberg 평형에 벗어난 결과를 보였다(p<0.05).
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Table 9. Genetic diversity indices in 13 microsatellite loci of Apostichopus japonicus

population

Locus N A Ar HObs HExp PIC HW FIS Gene diversity

4S0 228 11 10.86 0.732 0.766 0.733 0.149 NS 0.043 0.766

ACaj05 214 22 21.98 0.607 0.921 0.914 0.000 *** 0.341 0.922

AH07 228 9 8.86 0.583 0.597 0.520 0.747 NS 0.023 0.597

AH13 225 13 12.99 0.809 0.815 0.794 0.908 NS 0.008 0.815

AJ1 212 18 18.00 0.458 0.904 0.894 0.000 *** 0.494 0.905

AJ1964 220 6 6.00 0.659 0.646 0.606 0.240 NS -0.021 0.645

AJ9173 226 12 11.93 0.478 0.801 0.773 0.000 *** 0.404 0.801

C7 228 13 12.92 0.754 0.854 0.835 0.000 *** 0.117 0.855

Contig2109 220 9 8.96 0.177 0.353 0.337 0.000 *** 0.498 0.353

Contig3687 227 8 7.93 0.529 0.774 0.741 0.000 *** 0.317 0.774

DKO7 213 10 10.00 0.408 0.684 0.642 0.000 *** 0.404 0.685

HC41 220 18 17.85 0.782 0.900 0.889 0.001 ** 0.131 0.900

HG26 226 16 15.80 0.518 0.619 0.588 0.002 * 0.164 0.619

Average 222.08 12.69 12.62 0.5765 0.7411 0.7128 0.1575 - 0.2248 0.7413

※시료 수(N), 대립유전자수(A), 집단 크기를 보정한 대립유전자수(Ar; allelic richness), 이형접합체율관측치(Ho;

observed heterozygosity), 이형접합체율기대치(He; expected heterozygosity), 다형성 정보지수(PIC; polymorphism

information contents), probability of Hardy-Weinberg equilibrium (HWE) tests with Bonferroni correction (p)(NS :

not significant, * : significant at the 5% level, ** : significant at the 1% level, *** : significant at the 0.1% level,

ND : not done), inbreeding coefficient (FIS), 유전자 다양성(Gene diversity)
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3.1.2.6 강원 고성

강원 고성 해삼 집단 93개체에 대한 분석결과 대립유전자수는 7~20개로 평균

11.85로 나타났으며, 보정대립유전자수(allelic richness)도 평균 11.68로 대립유전자수

와 유사하게 나타났다. 두 개의 대립유전자가 서로 다른 이형접합개체의 비율로 계산되

어지는 이형접합체율관측치(Ho)의 평균은 0.5759로 나타났으며, 이형접합체율기대치

(He)의 경우 평균 07555로 나타났다. 다형성정보지수(PIC)의 경우 평균 0.7254로 나타

났으며, 유전적 다양성(gene diversity)도 평균 0.7565로 높은 값을 나타내었다. 집단

내 근친도(Inbreeding coefficient(Fis))는 높을수록 열성화 및 유전자 소실로 이어지

게 되는데 0.2305로 높은 값을 나타내어 열성화로 인한 유전적 특성이 급변화 할

가능성이 있었다(Table 10). Hardy-Weinberg 평형(HWE)에 대한 Bonferroni correction 검

증결과 집단 수준에서는 통계적으로 유의하지 않았으나 (p>0.05), 일부 마커에서 Hardy-

Weinberg 평형에 벗어난 결과를 보였다(p<0.05).



36

Table 10. Genetic diversity indices in 13 microsatellite loci of Apostichopus japonicus

population

Locus N A Ar HObs HExp PIC HW FIS Gene diversity

4S0 93 10 9.85 0.796 0.782 0.747 0.153 NS -0.017 0.782

ACaj05 89 20 19.72 0.573 0.920 0.909 0.010 NS 0.379 0.922

AH07 93 8 7.87 0.677 0.647 0.584 0.826 NS -0.048 0.647

AH13 93 13 12.87 0.806 0.855 0.835 0.283 NS 0.057 0.855

AJ1 83 16 16.00 0.434 0.920 0.908 0.000 *** 0.530 0.923

AJ1964 93 7 6.99 0.624 0.676 0.624 0.621 NS 0.078 0.676

AJ9173 89 10 9.86 0.393 0.796 0.762 0.000 *** 0.507 0.798

C7 93 12 11.79 0.645 0.851 0.830 0.000 *** 0.243 0.853

Contig2109 90 8 7.92 0.267 0.472 0.443 0.000 *** 0.436 0.473

Contig3687 93 9 8.87 0.591 0.807 0.776 0.000 ** 0.268 0.808

DKO7 88 11 10.94 0.420 0.695 0.658 0.000 *** 0.396 0.696

HC41 92 14 13.89 0.750 0.880 0.863 0.004 NS 0.148 0.880

HG26 90 16 15.29 0.511 0.521 0.491 0.175 NS 0.020 0.521

Average 90.69 11.85 11.68 0.5759 0.7555 0.7254 0.1594 - 0.2305 0.7565

※시료 수(N), 대립유전자수(A), 집단 크기를 보정한 대립유전자수(Ar; allelic richness), 이형접합체율관측치(Ho;

observed heterozygosity), 이형접합체율기대치(He; expected heterozygosity), 다형성 정보지수(PIC; polymorphism

information contents), probability of Hardy-Weinberg equilibrium (HWE) tests with Bonferroni correction (p)(NS :

not significant, * : significant at the 5% level, ** : significant at the 1% level, *** : significant at the 0.1% level,

ND : not done), inbreeding coefficient (FIS), 유전자 다양성(Gene diversity)
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3.1.3. 대립유전자 빈도 분석

해삼 지역별 6 집단에 대한 대립유전자빈도를 비교 분석하였으며 모든 집단에

서 대립유전자형이 고루 분포하고 있었다. 그 중 양양집단에서 ACaj052(283, 333),

AH132(286), AJ17(140), C70(241), Contig36873(217), DKO7S(262)마커의 대립유전형빈도

(Allele frequency)가 두드러지는 양상을 보였으며, 거제 집단에서는 AH132(344),

AJ91732(254), C70(267), Contig21099(255), 경주 집단의 경우 AJ19640(137, 161), 고성집

단의 경우는 Contig36873(231), DKO7S(290) 유전형이 유일하게 발견되었다(Fig 2).
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Fig. 2. Comparison of allele frequency distribution and Genotypes of 13 locus in six population. X axis: allele numbers, Y axis:

allele frequencies.
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Fig. 2-1. (Continued)
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Fig. 2-2. Continued)
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Fig. 2-3. (Continued)

274 280 282 284 286 288 290 292 294 296 298 300 302 304 306 308 310 314 344
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GJ 0.000 0.007 0.014 0.027 0.014 0.297 0.115 0.020 0.250 0.088 0.122 0.034 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.014
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KJ 0.003 0.020 0.029 0.069 0.023 0.194 0.124 0.026 0.324 0.095 0.049 0.023 0.003 0.003 0.009 0.000 0.000 0.006 0.000

DH 0.000 0.036 0.016 0.044 0.044 0.198 0.107 0.029 0.342 0.082 0.073 0.020 0.000 0.004 0.004 0.000 0.000 0.000 0.000
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Fig. 2-4. (Continued)

132 136 140 144 148 152 156 160 164 168 172 176 180 184 188 192 196 200 204

Allele Number

YY 0.007 0.014 0.254 0.199 0.093 0.022 0.100 0.084 0.081 0.022 0.005 0.024 0.031 0.055 0.000 0.000 0.007 0.000 0.002

GJ 0.007 0.134 0.060 0.112 0.097 0.037 0.179 0.104 0.045 0.052 0.090 0.037 0.007 0.000 0.007 0.000 0.000 0.000 0.030

WD 0.007 0.058 0.106 0.073 0.091 0.029 0.182 0.113 0.073 0.051 0.080 0.040 0.022 0.022 0.007 0.022 0.007 0.004 0.011

KJ 0.003 0.087 0.051 0.090 0.099 0.051 0.176 0.141 0.064 0.071 0.054 0.058 0.006 0.010 0.022 0.006 0.000 0.003 0.006

DH 0.047 0.028 0.118 0.158 0.075 0.012 0.163 0.094 0.090 0.035 0.031 0.050 0.038 0.024 0.009 0.019 0.002 0.000 0.007
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Fig. 2-5. (Continued)
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Allele Number
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Fig. 2-6. (Continued)

212 214 218 220 222 224 226 228 230 232 234 236 238 240 242 246 254

Allele Number

YY 0.000 0.000 0.007 0.052 0.009 0.005 0.012 0.432 0.092 0.179 0.193 0.005 0.005 0.000 0.005 0.005 0.000
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DH 0.000 0.007 0.042 0.022 0.004 0.002 0.091 0.330 0.210 0.139 0.135 0.004 0.000 0.000 0.013 0.000 0.000
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Fig. 2-7. (Continued)

225 233 235 237 239 241 243 245 247 249 251 253 255 257 259 261 267

Allele Number

YY 0.000 0.064 0.057 0.064 0.218 0.344 0.128 0.078 0.018 0.007 0.000 0.011 0.007 0.002 0.000 0.000 0.000

GJ 0.000 0.081 0.027 0.088 0.216 0.230 0.203 0.074 0.027 0.007 0.014 0.000 0.000 0.000 0.007 0.014 0.014

WD 0.006 0.149 0.036 0.049 0.205 0.192 0.182 0.088 0.026 0.019 0.003 0.019 0.016 0.000 0.006 0.003 0.000

KJ 0.000 0.169 0.042 0.067 0.258 0.079 0.219 0.101 0.006 0.017 0.017 0.020 0.006 0.000 0.000 0.000 0.000

DH 0.002 0.140 0.035 0.050 0.206 0.186 0.184 0.099 0.037 0.011 0.004 0.039 0.000 0.000 0.004 0.000 0.000

KS 0.000 0.102 0.059 0.075 0.258 0.113 0.210 0.086 0.005 0.022 0.022 0.043 0.000 0.005 0.000 0.000 0.000
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Fig. 2-8. (Continued)

227 233 237 239 241 243 245 247 249 251 255

Allele Number

YY 0.000 0.021 0.053 0.237 0.023 0.009 0.618 0.018 0.018 0.000 0.002

GJ 0.000 0.055 0.000 0.075 0.007 0.007 0.836 0.007 0.000 0.000 0.014

WD 0.000 0.021 0.000 0.050 0.032 0.014 0.872 0.011 0.000 0.000 0.000

KJ 0.000 0.034 0.006 0.046 0.040 0.011 0.839 0.017 0.006 0.000 0.000

DH 0.002 0.032 0.007 0.095 0.027 0.030 0.798 0.005 0.000 0.005 0.000

KS 0.000 0.033 0.011 0.144 0.039 0.006 0.711 0.039 0.017 0.000 0.000
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Fig. 2-9. (Continued)
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KJ 0.000 0.037 0.253 0.273 0.162 0.102 0.151 0.023 0.000

DH 0.002 0.059 0.214 0.368 0.163 0.086 0.097 0.011 0.000
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Fig. 2-10. (Continued)
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DH 0.000 0.009 0.085 0.484 0.019 0.268 0.042 0.028 0.028 0.026 0.012 0.000 0.000 0.000
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Fig. 2-11. (Continued)
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DH 0.002 0.100 0.007 0.098 0.177 0.052 0.089 0.048 0.045 0.084 0.093 0.139 0.025 0.027 0.007 0.002 0.002 0.002
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Fig. 2-12. (Continued)
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Allele Number
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WD 0.000 0.550 0.000 0.000 0.176 0.000 0.123 0.013 0.010 0.010 0.007 0.013 0.000 0.030 0.003 0.010 0.007 0.003 0.000 0.003 0.000 0.023 0.003 0.003 0.000 0.000 0.000 0.007 0.000 0.000 0.007
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0.000

0.100

0.200

0.300

0.400

0.500

0.600

0.700

0.800

F
re
q
u
e
n
cy

HG26I



51

3.1.4. 집단구조 분석

해삼 6집단에 대하여 집단 별 유전적 거리(Nei's Genetic distance)를 산출하고 해

당 결과 값에 대한 NJ tree, PCoA 분석을 실시하였으며 유전적 거리(Genetic distance)

및 유전적 분화도(FST)는 Fig. 3 과 Table 11에 나타내었다. 해삼 집단의 유전적 거리를

보았을 때 양양과 거제(0.101), 양양과 경주(0.099)에서 상대적으로 거리가 먼 것으로

나타났으며 고성과 동해 집단(0.021), 거제와 완도(0.035), 완도와 경주(0.017) 집단 사

이의 유전적 거리는 가까운 것으로 나타났다.

유전적 분화도는 보았을 때 모든 집단에서 0.006~0.034로 Wright (1978)가 제안한

낮은 수준(0.000~0.050)내에 위치하였으며 이는 유전적으로 집단간의 유전자형과 대립유

전자 빈도의 차이가 많지 않다는 것으로 가까운 지리적 위치, 원활한 유전적 교류가 원

인일 가능성이 있다. 개체 및 집단 간의 유전적 관계를 scatter diagram으로 확인하기 위

해 principal coordinate analysis (PCoA) 분석한 결과 집단 비교 시 PC1 (56.64%)에 의해

강원도 고성 및 양양 집단과 경남, 전남 집단으로 분리되었으며, PC2(17.36%)에 의해 양

양, 고성, 거제 집단과 동해, 완도, 경주 집단이 분리되어 나타나 전체 유전적 변이

(genetic variance)의 73.97%를 설명하였다(Fig 4).

STRUCTURE 분석에서는 6개의 집단에서 실제 유전적으로 몇 개의 집단으로 구분하는

것이 적절한지를 추론하기 위해 Bayesian clustering법이 적용된 Structure 분석을 수행하

였다. 최적의 Delta K값을 산출하기 위해 1부터 6까지 설정하여 분석한 결과를 바탕으로

STRUCTURE HARVESTER를 이용하여 Evanno et al.(2005)이 적용된 최적의 K값(ΔK)을

계산한 결과 K=2에서 가장 높은 ΔK(317.0443)이 나타나는 것을 확인할 수 있었으며

(Table 12) 이는 본 연구에서 사용된 6개 집단의 해삼을 크게 2그룹으로 구분할 수 있음

을 의미하며 CLUMMP(Jakobsson and Rosengerg, 2007)를 이용해 집단의 실제 분포를
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DISTRUCT(Rosenberg, 2004)를 이용하여 도출된 bar plot을 보면 양양 집단과 나머지 집

단(KJ, GJ, WD, DH, KS)으로 나누어지는 것을 알 수 있었다(Fig 5).

유전적 균일도 분석결과에서도 양양의 경우 1, 2 번 클러스터에서 각 각 43.1%, 56.9%

로 균등한 분포를 하고 있었으며 고성의 경우 2번 클러스터에서 24.6%로 일부 분포하고

있었으나 대부분 1번 클러스터에서 75.4 ~ 91.8%로 높은 균일도로 분포하고 있었다. 이는

유전적 거리 및 PCOA 결과와 유사한 패턴을 보였다(Table 13).
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Table 11. Pairwise FST (below diagonal) and genetic distance (above the diagonal) for

six population of Apostichopus japonicus(for population abbreviations see Table 1.

Bold text: P value 0.05)

Population YY GJ WD KJ DH KS

YY ***** 0.101 0.079 0.099 0.065 0.054

GJ 0.034 ***** 0.035 0.033 0.029 0.042

WD 0.027 0.012 ***** 0.017 0.017 0.035

KJ 0.032 0.012 0.006 ***** 0.024 0.032

DH 0.022 0.010 0.006 0.008 ***** 0.021

KS 0.018 0.015 0.012 0.011 0.007 *****
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Fig. 3. Neighbor-joining tree of six population based on the Nei’s standard genetic

distance with sample size correction (Dst, Nei 1978). Numbers on branches represent

bootstrap value obtained from 1000 replicates (For population abbreviations see Table

1)
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Fig. 4. Principal coordinates analysis (PCoA) of genetic variation in Apostichopus

japonicus populations based on microsatellite data.
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Table 12. Selected Delta K value using the Structure Harvester

K Reps Mean LnP(K) Stdev LnP(K) Ln'(K) |Ln''(K)| Delta K

1 3 -44307.7 0.6245 — — — 

2 3 -42912.9 3.459769 1394.8 1096.9 317.0443

3 3 -42615 63.64252 297.9 48 0.754213

4 3 -42365.1 34.23989 249.9 55.4 1.617996

5 3 -42059.8 156.3243 305.3 846.825 5.417104

6 4 -42601.325 1740.972 -541.525 — — 
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(A)

(B) K = 2

Fig. 5. STRUCTURE results for nine polymorphic MS loci in Apostichopus japonicus.

(A) Population structure inferred by Bayesian clustering at K = 2. (B) The three

colors in the column represent differences among clusters
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Table 13. Proportion of membership of each pre-defined population in each of the

2 clusters

population
Inferred Clusters

Number of Individuals

1 2

YY 0.431 0.569 224

KJ 0.918 0.082 181

GJ 0.886 0.114 75

WD 0.864 0.136 155

DH 0.818 0.182 230

KS 0.754 0.246 93
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Ⅳ. 고찰

Microsatellite는 고도의 개체 및 집단의 다양성 및 고유성을 쉽게 관찰할 수 있는

장점으로 인하여 주로 인간을 포함한 여러 동물, 식물 및 어류 등의 유전적 유연관계분

석에 효과적임이 확인되었으며(Jeffreys et al., 1985; Wright and Bentzen, 1994; Powell et

al., 1996; Blott et al., 1999; Li et al., 2000; Bjornstad et al., 2003) 실제 양식 산업(Goldstein

and Schltterer, 1999)에서의 유전다양성 및 집단구조 분석(Lee et al., 2012; Kim et a.,

2014), 어류의 다양성 보존 연구(Kim, 2012; Hong, 2012)등에 효과적으로 적용되고 있다.

국내에서는 바지락과 대구, 점농어의 유전적 관리를 위한 다양성 분석과(Kim et al., 2014;

Lee et al., 2010; An et al., 2013) 해양 연체동물에서는 유전적 차이에 대한 원인도 규명

하였으며(Nam et al., 2021) 경제성 품종인 해삼의 경우도 국립수산과학원, 한국수산자원

공단, 지자체 등 국가기관에서 다양성 모니터링과 국내 해삼이 일본(Kanno, Li et al. 2005)

보다는 낮고 중국(Chen & Li 2007)보다는 높은 수준인 것도 확인하였다(Kim et al., 2008;

Kang et al., 2011).

따라서 본 연구에서는 국내에서 개발된 13개의 MS 마커를 활용하여 국내 해삼 6

집단에 대한 유전적 다양성 및 집단유전학적 분석을 진행하였으며 대립유전자수가 6~25

개로 평균 12.53개로 높은 값을 나타내 이는 Kang et al., (2011)의 연구에서 보다 대립유

전자수가 많고 유전적 다형성정보지수(PIC)도 높은 값을 나타내어 마커의 다형성이 우수

한 것으로 확인되었다. 또한 이형접합체율관측치(Ho)는 양양(YY)집단에서 평균 0.660, 경

주(KJ)는 평균 0.621, 거제(GJ)는 평균 0.600, 완도(WD)는 평균 0.567, 동해(DH)는 평균 0.576,

고성(KS)은 평균 0.576으로 모든 집단에서 이형접합체율기대치와 관측치 값의 차이를 확인



60

할 수 있었으며 이러한 이유는 일반적으로 표본 추출 오류(Lee et al., 2011) 및 왈런드

(Wahlund) 효과, Allele drop등이 주요 원인이긴 하나 본 연구에서는 일부 마커에서

제한적으로 나타난 것으로 보아 근교 약세, 왈런드효과 등의 가능성은 아닐 것으로

예상된다. 이는 해삼의 다른 연구에서도 이형접합체율 기대치와 관측치 사이에 차이가

나타난 결과와 유사하였다(Kim et al., 2008; Kang et al., 2011). 그러나 전체적인 유전적

다양성 측면에서 볼 때 2008년 이후 다양성이 지속적으로 유지되고 있어 다양성 관리는

잘 이루어지고 있는 것으로 판단되었다.

근교계수(FIS)에서는 양양집단을 제외하고 대부분 집단에서 다소 높은 값을 나타내었다.

이는 양양의 경우 타 집단에 비해 상대적으로 다양한 집단에 대한 포획 가능성이 있는 것으

로 사료되며 근친 또는 열성화에 대한 유전적 소실 가능성 보다는 일부 마커에서의 이형접

합체 결핍(heterozygosity deficiency)에 의한 것으로 보여 졌다. 집단 간 유전적 거리의 경우

양양을 제외하고는 뚜렷한 차이를 보이지 않았으며 이는 2017년 한국수산자원공단의 결

과와 유사한 패턴을 보였다.

유전적분화도 분석에서는 양양집단을 포함한 모든 집단에서 0.006~0.034로

Wright (1978)가 제안한 낮은 수준(0.000~0.050)내에 위치하였고 이는 유전적으로 집단간

의 유전자형과 대립유전자 빈도의 차이가 많지 않다는 것으로 가까운 지리적 위치, 원활

한 유전적 교류가 원인일 가능성이 있다(kim et al., 2006). PCoA(Principal coordinate

analysis) 분석 결과에서도 유전적 거리, 분화도 결과와 동일한 패턴을 보였으며 이러한

원인은 크게 세 가지로 유추해 볼 수 있었다. 첫째, 해삼의 방류량이 많은 지역 간 포획

된 집단 사이에 유전적 특성 차이가 거의 나타나지 않을 가능성이다. 둘째, 해삼의 발생

및 초기생활사에서 수정란은 펜탁튤라 유생상태로 변화 후 저서생활로 들어가는데 해삼

유생의 초기 부유 유생기에 동해안의 해안의 조석과 조류에 의해 확산되었을 가능성이다
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(kim et al., 2017). 이는 다시 말하면 동해지역 내(YY, KS, DH, KJ)에서 생태 및 발생학적

특성으로 인해 지리적으로 유전적 교류의 영향이 있을 수 있다는 것이다. 그러나 동해와

남해 또는 동해와 전남 사이의 경우는 지리적 차이가 있어 조류에 의한 확산의 원인(Kim

et al., 2017)보다는 1) 한정된 어미집단에서 인위적 교배를 통한 방류 가능성, 2) 방류량

이 많은 지역에서의 포획 가능성, 3) 해삼의 경우 서식지를 크게 벗어나지 않고(김 et al.,

2012), 수온 상승 시 하면(夏眠, aestivation)을 하는 특성이 있어(김 et al., 2007) 방류 초

기와 수온이 상승하는 시기에 방류지점의 일정 반경 내에서 시료 확보가 이루어졌을 가

능성을 유추해 볼 수 있었다.

STRUCTURE 결과에서는 양양에서 유전적 특성이 혼재되어 있는 양상을 보였으며

대립유전자빈도에서도 양양에서 특정 유전형의 빈도가 높거나 새로운 유전형이 발견되

었는데 이는 2017년 한국수산자원공단의 결과와 유사하게 나타난 것으로 보아 지역의

방류량에 대한 차이와 방류 이후 샘플링 시점 등이 주요 원인인 것으로 사료된다.

결론적으로 본 연구에서는 Kim et al., (2008)과 Kang et al., (2011)의 다양성과 비

교해 볼 때, 지속적으로 국내 해삼 집단에 대한 다양성 관리가 잘 이루어지고 있긴 하

나 상기 언급한 바와 같이 현장조사 측면에서 광범위적인 시료 확보, 방류량 및 샘플

링 시점 등이 고려된 조사와 보전유전학적 측면에서의 집단구조 분석, 계획교배 및 친

자 검증을 거친 종자 방류, 어미에 대한 유전적 관리(Linløkken et al., 2021), 정확한 혈

연관계 검증, 생물학적 요소가 우수한 지역에서의 조사 등에 다양한 측면에서의 후속 연

구가 반드시 필요할 것으로 사료된다.
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Chapter Ⅲ

방류효과 및 가계 검증을 위한 혈연관계 분석 기법 연구

Ⅰ. 서 론

현재 DNA 마커를 이용한 수산생물의 유전자 분석기법은 경제성, 정확성, 신속성

이 우수하고 혈연관계 확인이 가능하여 수산방류종자의 식별, 인증, 평가 등을 위한 일

반화된 방법론으로 활용되고 있다(Liu et al., 2004). 또한 다양한 유형의 DNA 마커 분석

법들이 많은 어패류 종에서 적용되고 그 효과가 입증된 바 있음은 물론, 더 나아가 최근

의 분자생물학 기술의 발전에 따라 보다 정밀하고 더욱 실효성이 높은 세부 방법론들과

신규 조건들이 수산동물의 유전적 분석을 위해 개발되고 있다. 특히 NGS(Next-

Generation Sequencing, 차세대염기서열분석법)를 이용한 분석으로 게놈 내의 특정 염기

서열의 유전자 마커(genetic marker)는 각 개체의 유전적 특성을 규명하고 집단구조분석,

유전적다양성 조사, 개체식별 및 친자확인, 선발육종 등에 많은 응용을 하고 있으며 유

전적감소 및 소실을 예방하기 위한 유전적 개량 및 집단유지를 위한 기초자료로도 활용

이 되고 있다.

우리나라에서는 Song et al., (2009)에 의해 볼락 종자 방류 후 유전자 분석을 통해 친

자검정 및 혼획률 조사가 이루어진 바 있으며, 2010년 국립수산과학원에서 시행된 넙치

종자방류사업의 경제적 효과분석에서는 시장조사법을 적용하여 전국의 해역 별 넙치

방류사업에 대한 혼획률, 회수율, 투자효과 등이 연구된 바 있고 남해권 해역의 경우

방류산 넙치의 혼획률이 50%가 넘어 방류사업이 어업 소득에 미치는 영향이 크다는
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보고도 있다(Seo et al., 2010).

2015년 해양수산부의 수산종자 관리사업에 따르면 대상어종 65종(해면 50종,

내수면 15종)으로 감소된 어업자원의 증강을 위한 방류와 유전적 조성 및 지역

별 다양성 비교, 혼획률 및 재포획률 등에 대한 유전학적 조사를 진행하고 있으

며 2012년부터 지속적으로 한국수산자원공단에서는 참돔, 넙치, 민어, 참조기, 말

쥐치, 꽃게, 대하, 해삼 등 국내 방류집단에 대한 어미 유전적 데이터 구축과 친

자확인을 통해 방류효과조사를 시행하고 있다. 이 중 경제성 품종인 해삼

(Apostichopus japonicus)은 어업인 소득 증대 및 부가가치가 상승하고 있어 종자생산 및

방류사업이 활발히 진행되고 있다(Park et al., 2013). 그러나 일부 중국산 해삼 종자가 불

법적으로 국내 연안에 방류되는 사례가 보고되고 있는데(Kim et al., 2016), 이는 외래 질

병 및 기생충 전파의 원인 뿐만 아니라 국내 해삼의 유전적 다양성 소실과 열성화 등의

원인이 될 수 있어(Purcell et al., 2016), 효과적인 해삼 종자 방류사업을 위해서는 기술적

생태, 환경, 경제적 타당성은 반드시 검증되어야 한다(Park et al., 2013).

이 중 기술적, 경제적 타당성 검증을 위해 현재 유전자 데이터베이스(Database)구

축과 함께 친자검증을 진행하고 있긴 하나((McConnel et al., 1995; Nelson et al., 1998) 신

뢰도 확보를 위한 통계적 판정 기준에 대한 연구는 전무하여 이를 위한 연구가 절실히

요구된다.

따라서 본 연구에서는 국내해삼의 혈연관계 분석 시 사용되는 마커에 대한 다형성

정보지수(Polymorphism information content; PIC), 이형접합체율(Heterozygosity)과 법과학

적 지표((Gill et al., 1994; DeWoody et al., 2000)를 상세하게 분석함으로써 마커의 우수성

에 대한 통계적 검증뿐만 아니라 해삼에서의 신뢰도 기반의 혈연관계 판정을 위해 우도

비(Likelihood Ratio, LR)를 산출하여 통계적 기준 값(Threshold values, 임계값)을 설정하
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고 최종적으로는 확립된 판정기준에 대한 정확성을 평가하였다.
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Ⅱ. 재료 및 방법

2.1. 어미 및 종자 시료의 확보

본 연구에 사용된 시료의 경우 한국수산자원관리공단 및 올인원진텍의 2019년,

2020년에 자연 채집 집단, 방류 종자 집단, 어미 집단을 분석에 활용하였으며 19년 강원

양양(19YY) 220개체, 20년 강원 양양(20YY) 221개체, 강원 동해(DH) 230개체, 강원 고성

(KS) 93개체, 19년 어미집단 221개체, 20년 어미집단 643개체에 대한 유전형 분석

(Genotyping)을 실시하고 친자확인 및 형매관계 분석을 수행하였다(Table 14).
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Table 14. Details of Apostichopus japonicus samples examined in this study

Sampling site Abbreviation Sample size Date sampled

Yangyang 19 YY 220 2019

Yangyang 20 YY 221 2020

Donghae DH 230 2020

Koseong KS 93 2020

- 19 P 221 2019

- 20 P 643 2020
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2.2. 혈연관계 분석 (친자 및 형매관계)

2.2.1 마커 유용성 검증

친자확인 및 형매관계 분석을 위해 기 개발된 마커에 대한 통계 분석을 진행하였

다. 마커에 유전적 다형성 정보량(polymorphism information content)을 Cervus Ver.3.0.7

Program(Marshall et al., 1998-2014)을 이용하여 산출하였다. 개발 마커의 배제력(Exclusion

power)분석은 유전자좌의 식별력을 측정한 값으로 대립유전자가 다양하고 빈도가 그 집

단 내에 고르게 분포할 때 그 유전자좌의 식별력이 우수한 것으로 나타나기 때문에

(Evett et al., 1998) 높은 식별력을 가지는 정확한 마커를 사용해야 한다. 따라서 배제력

(Exclusion power)분석을 통해 식별력을 산출하며 공식은 하기와 같다.

마커 전체의 배제력은 높은 변별력을 나타낼 시 신뢰수준이 매우 높은 마커 세트라는 것

을 말한다. 하지만 추가 개체에 대한 분석이 이루어질 경우 어느 정도의 오차는 생길 가능성이

있기 때문에 초기에 다양한 집단을 확보하는 과정이 필요하다. 또한 전체적으로 각 마커들이 특

정 유전형에 편중이 되어서는 안 되므로 본 연구에서는 해삼의 혈연관계 분석에 사용되는 마커

에 대한 배제력 및 변별력을 확인하고 검증하였다.



68

2.2.2 친자확인 및 통계적 판정 기준 설정

2.2.2.1 친자확인 및 가계 선발

일반적으로 어미와 자식 간의 친자확인을 parentage analysis (=친자확인) 라고 말한

다. 통상적으로 친자확인 분석에서 사용되는 친자확인 방법은 휴먼에러(Human error)를

허용하여 통계적으로 접근하는 최대우도비(Maximum likelihood ratio)방법과 유전형이 상

이한 경우 친자관계에서 제외하는 배제법(exclusion method)을 사용한다. 일반적으로

Maximum Log of likelihood ratio를 이용하는 방법은 수산생물의 특성상 사람보다는 많은

variation과 돌연변이들이 존재하기 때문에 통계적인 처리를 통하여 가장 높은 확률을 가

진 부모와 친자확인을 하는 최대우도비(Jones and Adren, 2003)방법을 사용한다. 그러나

본 연구에서는 정확한 친자관계의 개체를 확인하기 위해 법의학에서 사용되는 보다 엄격

한 배제법(Exclusion method)를 활용하고 Cervus 3.07 software (Marshall et al., 1998)를

사용하여 친자관계를 판정하였다.

2.2.2.2 통계적 판정 기준 설정

과학적이고 체계적인 결과를 도출하기 위해 기 개발된 마커에 대해 실제 부모-자

식 관계의 가계를 이용한 마커의 정확성을 1차적으로 확인하고 추가적으로는 신뢰도 및

정확성을 높이기 위해 통계적 기준을 설정하였다. 일반적으로 해양생물을 이용한 유전형

분석에서는 human error 또는 실제 마커에서의 null allele, mutation, allele drop 등이 빈

번하게 발생하기 때문에 본 연구에서는 모든 locus(유전자좌위)에서 100% 일치하는 부모

-자식 개체를 선발하여 Likelihood ratio(우도비)를 추출하고 관계가 성립되지 않는 부모-

자식 개체의 경우도 시뮬레이션분석을 하여 우도비를 추출하였다. 추출된 우도비를 활용

하여 분포를 비교 평가하고 친자확인 시 발생 가능한 위양성(False positive) 및 위음성
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(False negative) 에러율을 최소화되는 임계 값(Threshold value)을 구하였다. 이는 혈연관

계 검증에서 단순한 대립유전자형의 mismatch 여부와 가능성이 높은 부모를 확인하는

것이 아닌 친자관계를 검증을 위한 통계적 판정 기준을 마련하였다.
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Table 15. kinship Formulas for parentage analysis (P, Parent; C, Chid)

Allele type (P) Allele type (C) Frequency

case 1 AB AB Φ2+0.5Φ1(PA+PB)+2Φ0PAPB

case 2 AA AA Φ2+Φ1PA+Φ0PA
2

case 3 AA AB Φ1PB+2Φ0PAPB

case 4 AB AA 0.5Φ1PA+Φ0PA
2

case 5 AB AC 0.5Φ1PC+2Φ0PAPC

case 6 AB CD 2Φ0PCPD

case 7 AA BB Φ0PB
2

case 8 AA BC 2Φ0PBPC
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2.2.3 형매관계 확인 및 통계적 판정 기준 설정

2.2.3.1 형매관계 확인 및 가계 선발

본 발명 소프트웨어에 대한 검증을 위해 동일 부모에서 생산된 것으로 확인된 F1

해삼 종자개체에 대한 유전형 분석을 진행하였으며, 각 개체 간 산출되는

우도비(Likelihood ratio, LR)를 이용하여 실제 F1 개체 사이에 전형매관계가 성립하는지

확인하였다. 여기서 상기의 혈연관계 확인 검증에 필요한 알고리즘은 아래의 수식을

이용하며, 계산은 서로 특정 혈연관계에 있는 경우(related, Hp)와 서로 혈연관계가 없는

경우(unrelated, Hd)의 두 가지 상반되는 가정 하에 특정 집단에서 주어진 유전자형이

나타날 짝확률의 비로 최종 혈연관계지수를 계산하였다. 지수계산을 위해 우선적으로 각

마커에 대한 대립유전자 빈도를 추출하고 개체 간 대립유전자 비교를 통해 산출된

Identity by descent(IBD) 상수에 적용하여 각 마커에 대한 혈연관계지수를 산출하였다.

2.2.3.2 통계적 판정 기준 설정

모든 개체에 대한 1:1 matching 다중 분석을 통해 산출되는 우도비(likelihood ratio)

를 산정하였다. 여기서 다중 분석의 경우는 예를 들면 A집단 5개체와 B집단 5개체가 있

을 경우 5X5로 총 25번의 분석을 진행하는 것을 말한다. 다중분석을 통해 산출되는 우도

비를 로그 중앙값[Log10 (median LR)]에 대한 평균 값과 표준편차를 Micro Excel로 계산

하였으며, 혈연관계에서의 1~100000 범위의 우도비(likelihood ratio)를 기준으로 위양성률

(false-positive rate)과 위음성률(false-negative rate)을 조사하고 에러율이 최소화되는 지

점을 판정 기준 값으로 설정하였다.
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H� : 두 개체가 서로 혈연관계에 있는 경우

H� : 두 개체가 서로 혈연관계 없는 경우
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Table 16. The likelihood ratios about two competing hypotheses H� : (Y, Z) ~

(k�, 2k�, k�) versus H�: (Y, Z) ~ (1, 0, 0)

Y Z Likelihood ratio

A�A� A�A� k� + 2k�/p� + k�/p�
�

A�A� A�A� k� + k�/p�

A�A� A�A� k�

A�A� A�A� k�

A�A� A�A� k� + k�(p� + p�)/(2p�p�) + k�/(2p�p�)

A�A� A�A� k� + k�/(2p�)

A�A� A�A� k�
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Table 17. Relatedness coefficients (k�, 2k�k�) for some common relationships

between two individuals.

Relationship k� 2k� k�

Parent-child 0 1 0

Full siblings 1/4 1/2 1/4

Half siblings 1/2 1/2 0

Grandparent- 1/2 1/2 0

Uncle-nephew 1/2 1/2 0

First cousins 3/4 1/4 0

Second cousins 15/16 1/16 0
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Ⅲ. 결 과

3.1. 친자 및 형매관계 확인을 위한 통계적 판정 기준 설정

3.1.1 마커 유용성 검증

확보된 13개의 마커를 해삼 943개체에 대한 유전형 분석 결과를 활용하여 2개의

multiplex PCR set의 PIC(polymorphic information content, 다형성정보지수)와 배재력(exclusion

power)를 도출하였다. 이 중 ACaj05 마커의 경우는 유전자 다형성 정보력 0.92, 식별력

0.99, 부권배제력 0.96으로 13개 마커 중에서 법과학적 지표들이 가장 높게 나타났다

(Table 18). 반면 Contig2109 좌위는 유전자 정보력 0.38, 식별력 0.615, 부권배제력 0.390

으로 13개 좌위 중에서 가장 낮은 법과학적 지표 값을 나타냈다. 그러나 13 마커 set 전체

에 대한 PIC 값은 0.7244로 높은 값으로 나타났으며 Power of discrimination(식별력)은

6.886X10
-16

, Power of exclusion(배제력)은 3.468X10
-10

, Power of sibling discrimination(형매

식별력) 은 5.21X10
-06
으로 높은 식별력을 나타내었다(Table 19). 이는 쉽게 말하면 혈연관계 확

인이 99.9999999 % 이상의 정확성으로 multiplex PCR 시스템이 생물학적 부모개체를 정확히

찾아낼 수 있는 능력이 우수하다는 것을 의미하며(심 & 이, 2017), 이는 다시 말하면 친

자관계 및 형매관계 판정에서 적용 가능한 우수한 마커 세트라는 것으로 예상해 볼 수 있다.

따라서 본 연구에서는 우수한 식별력으로 검증된 해삼의 13마커와 실제 친자 및 형매관계

에 있는 개체 확보를 통해 통계적 신뢰도 기반의 혈연관계 판정 기준(임계값) 확립을 위한 연구

를 진행하였다.
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Table 18. Forensic parameters of 13 microsatellite markers in Apostichopus japonicus

(n=943)

Locus PE PD PE(S)

4S0 0.771 0.921 0.619

ACaj05 0.961 0.989 0.709

AH07 0.549 0.799 0.512

AH13 0.873 0.960 0.661

AJ1 0.943 0.984 0.699

AJ1964 0.597 0.828 0.528

AJ9173 0.798 0.932 0.630

C7 0.866 0.959 0.663

Contig2109 0.390 0.615 0.351

Contig3687 0.794 0.932 0.632

DKO7 0.685 0.87 0.561

HC41 0.928 0.979 0.69

HG26 0.618 0.818 0.507

PD, Power of discrimination; PE, Power of exclusion; PE(S), Power of sibling exclusion
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Table 19. Combined non-exclusion probability for parent of microsatellites.

Loci N NE-PP NE-2P NE-I NE-SI

1 0.6100 0.419 0.3850 0.6490

2 0.2751 0.0641 0.0774 0.3167

3 0.1109 0.0402 0.0133 0.1495

4 0.0424 0.0121 2.42×10-03 0.0737

5 0.0133 2.29×10-03 3.15×10-04 0.0324

6 3.07×10-03 1.36×10-03 2.49×10-05 0.0123

7 6.32×10-04 5.27×10-04 1.69×10-06 4.54×10-03

8 1.28×10-04 1.60×10-04 1.15×10-07 1.68×10-03

9 1.71×10-05 9.75×10-05 4.72×10-09 5.66×10-04

10 2.17×10-06 2.01×10-05 1.89×10-10 1.92×10-04

11 1.56×10-07 6.33×10-06 3.96×10-12 5.94×10-05

12 8.92×10-09 4.55×10-07 6.34×10-14 1.79×10-05

13 3.48×10-10 1.74×10-07 6.97×10-16 5.21×10-06

NE-PP, average non-exclusion probability for a candidate parent pairs when both parents were

known; NE-2P, average non-exclusion probability for a candidate parent pair when both parents

were unknown; NE-I, average non-exclusion probability for identification; NE-SI, average non-

exclusion probability for sibling identification
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3.1.2 실제 친자 관계 그룹 확보

부모집단은 개발된 13개 마커에 대한 친자관계에 있는 개체를 선발하기 위해 부모

집단 864개체와 임의의 종자집단 764개체를 분석하였다. 현재 해삼의 경우는 개체간 많

은 변이로 인해 마커 2개 불일치까지 친자관계로 판정으로 하고 있으나 이는 통계적인

접근법이 배제되어 신뢰도를 나타내기 어려운 부분이 있다.

따라서 본 연구에서는 정확한 통계적인 판정 기준을 확립하기 위해 실제 친자관계

의 개체와 친자관계가 아닌 개체의 우도비(Likelihood ratio, LR)를 산출하였다. 친자관계

정보는 13개의 마커 모두 일치할 경우 친자관계로 분류하고, 1개라도 불일치하는 경우는

친자관계가 아닌 것으로 분류하여 사용하였다. 그 결과 종자집단 764개체 중에서 부모

유전정보와 모두 일치하는 101개체를 선발하였으며 교배에 참여한 부모는 73개체였다.

Table 20은 친자 확인 방법을 제시한 것으로 (A)의 경우는 13개의 마커에서 모두 멘델의

유전법칙을 따르므로 부모-자식관계가 성립하는 것으로 판정하였으며 (B)의 경우는 13개

의 마커 중 4S02, AJ17, C70, Contig36873, DKO7S에서 멘델의 유전법칙(Fig. 7)에 어긋나

기 때문에 부모-자식 관계가 성립하지 않는 것으로 판정하였다.
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Fig. 6. Principle of paternity verification



80

Table 20. Parentage verification of some sample

(A) Parentage verification inclusion

Pedgree 4S02 ACaj052 AH076 AH132 AJ17 AJ19640 AJ91732 C70 Contig21099 Contig36873 DKO7S HC416 HG26I

P1 167 173 335 339 105 105 294 294 156 156 155 155 232 232 233 243 241 245 219 221 278 278 289 293 106 120

P2 167 167 291 327 105 107 290 294 160 168 149 155 228 228 245 261 245 245 221 221 264 268 275 295 106 112

C1 167 173 291 335 105 107 294 294 156 168 155 155 228 232 243 245 241 245 221 221 268 278 275 289 112 120

(B) Parentage verification exclusion

Pedgree 4S02 ACaj052 AH076 AH132 AJ17 AJ19640 AJ91732 C70 Contig21099Contig36873 DKO7S HC416 HG26I

P 167 169 289 341 107 107 288 296 156 156 143 152 230 230 241 245 245 245 223 225 266 266 279 293 106 112

C 177 177 289 327 107 111 294 296 156 156 152 155 230 232 239 241 245 245 221 225 264 264 283 293 106 112

P 167 183 287 331 107 107 288 288 148 176 155 158 226 226 243 249 245 247 223 227 264 264 289 293 106 118

C 167 173 287 289 107 107 288 288 164 164 152 158 226 232 241 245 245 245 219 219 262 264 273 289 106 106
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3.1.3 우도비(Likelihood ratio) 산정

Cervus 3.07 software (Marshall et al., 1998)와 kinship formulas (Table 16)를 통해

우도비를 산출하였으며 친자관계가 성립되는 101개체에 대한 우도비(Likelihood ratio, LR)

를 산정하였다. 또한 친자관계가 성립되지 않는 개체들을 수집 후 1600개의 우도비 값을

확보하여 정규분포표를 도출하였다(Fig. 8). 현재 국내의 방류효과조사에서는 일부 품종

이외에는 최대우도비(Maximum likelihood ratio) 방법을 활용하여 친자관계를 분석하고 있

다. 이는 과학적인 접근을 통해 신뢰도 높은 결과를 설명하기에는 다소 부족한 부분이

있다.

따라서 본 연구에서는 친자관계 확인을 위한 우도비 임계값을 설정하기 위해 친자

관계가 성립되는 우도비와 친자관계가 성립되지 않는 우도비 사이에 정규분포를 아래의

그림과 같이 산출하였다(Fig. 8).
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3.1.4 친자관계 판정을 위한 우도비 임계값(Threshold values) 설정

친자관계 판정을 위한 임계값을 설정하기 위해 우도비 1~1000,000까지의 범위를

기준으로 위양성률(False-positive rate)과 위음성률(False-negative rate)을 조사하였다

(Table 21). Table 21에서 친자관계 확인을 위한 우도비 값이 ‘1’ 일 경우 위양성률은

0.062%, 과 위음성률은 3.595%로 나타났으며 위양성율의 경우는 10,000,000 까지도 큰 차

이를 보이지 않았으나 위음성률의 경우는 우도비 10,000이상에서 10%이상으로 증가하기

시작하였다.

따라서 임계 값은 ‘1’로 설정하고 이에 대한 정확성 평가를 위해 실제 부모-자식

에 적용하여 확인한 결과 100%의 정확도로 친자를 확인 가능하였다. 이는 부모-자식 관

계에서 일치되는 결과에 대해 우도비를 산정하고 분석하여 정확도가 높게 나타난 것으로

예상되었다.

결론적으로 해삼에서의 신뢰성 기반의 친자확인을 위해서는 우도비 ‘1’ 이상이 적

합할 것으로 사료되며 이는 임계 값을 ‘1’을 기준으로 하였을 때 특이도 99.9% 이상, 정

확도 96% 이상으로 부모/자식 관계 판정이 가능하다는 것을 말한다. 그러나 이에 대한

후속 연구에서는 좀 더 많은 부모 가계 확보를 통한 임계 값의 정확성에 대한 추가 검증

도 필요할 것으로 판단된다.
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Fig. 7. Likelihood ratio distributions for parent/child relationship with 13 loci. Blue

line represents related distributions. orange lines indicate unrelated distributions
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Table 21. False-positive and False-negative Rates on Likelihood ratio (LR)

Distributions for Parentage assignment

Threshold LR False-positive rate (%) False negative rate (%)

1 0.062 3.595

10 0.038 4.717

100 0.023 6.104

1000 0.013 7.791

10000 0.008 9.810

100000 0.004 12.188

1000000 0.002 14.945

10000000 0.001 18.089
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3.1.5 실제 형매관계 그룹 확보

형매관계 확인을 위해 친자관계가 검증된 종자 총 101개체에 대한 부모 정보를 확

인하였으며 공통 부모를 가지는 개체에 대해 형제관계인 것으로 그룹화 하였다. 이후 우

도비를 대량 확보하고 이에 대한 신뢰성을 높이기 위해 한 부모에서 자식이 최소 5개체

이상인 그룹을 선발하였다.

3.1.6 우도비(Likelihood ratio) 산정

Table 15, 16의 알고리즘을 활용하여 8가계에 대한 형매관계 우도비 값을 산출하

였다. 1번 가계의 경우 우도비 0.18 ~ 7.305×109, 2번 가계의 경우 2.309×107~2.265×1013,

3번 가계의 경우 5.034~1.343 ×10
11
, 4번 가계의 경우 8.905×10~1.157×10

12
, 5번가계의

경우 0.567~3.118×10
7
, 6번 가계의 경우 0.259~3.250×10

15
, 7번 가계의 경우 0.050 ~1.019

×10
9
, 8번 가계의 경우 3.112×10

5
~9.772×10

13
로 높은 값을 나타내었다. 실제 형제관계

인 896개의 우도비(Likelihood ratio, LR)를 산정하고 성립되지 않는 관계의 400개의 우도

비(Likelihood ratio, LR)를 산출하여 통계적 신뢰구간과 정규분포표를 도출하였다(Fig 8).

따라서 본 연구에서는 형매관계 확인을 위한 통계적 기준인 우도비 임계 값을 설

정하기 위해 형매관계가 성립되는 우도비 분포와 형매관계가 성립되지 않는 우도비 분포

사이에 정규분포를 아래의 그림과 같이 산출하였다(Fig. 8).
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Table 22. Likelihood ratio of distributions for Full-sibs assignment

Group Sample size Likelihood ratio range Log(Likelihood ratio) range

1 5 0.18 ~ 7.305×109 -0.736 ~ 9.863

2 5 2.309×107 ~ 2.265×1013 7.363 ~ 13.355

3 6 5.034 ~ 1.343 ×1011 0.701 ~ 11.128

4 5 8.905×10 ~ 1.157×1012 1.949 ~ 12.063

5 8 0.567 ~ 3.118×107 -0.246 ~ 7.493

6 27 0.259 ~ 3.250×1015 -0.586 ~ 15.512

7 5 0.050 ~1.019×109 -1.30 ~ 9.008

8 7 3.112×105 ~ 9.772×1013 5.493 ~ 13.990

Total 68 0.050 ~ 3.250×1015 -1.30 ~ 15.512
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Fig. 8. Likelihood ratio distributions for Full-sib relationship with 13 loci. Blue line

represents related distributions. orange lines indicate unrelated distributions
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3.1.7 형매관계 판정을 위한 우도비 임계 값(Threshold LR) 설정

형매관계 판정을 위한 임계 값을 설정하기 위해 우도비 1~1,000,000까지의 범위를

기준으로 위양성률(False-positive rate) 및 위음성률(False-negative rate)을 조사하였다.

Table 23에서 형매관계 확인을 위한 우도비 임계 값이 ‘10’ 일 경우 위양성률은 0.21%,

위음성률은 1.06%로 나타났으며 위양성률의 경우는 10,000,000 까지도 큰 차이를 보이지

않았으나 위음성률의 경우에는 1,000이상에서 10% 이상으로 증가하기 시작하였다.

따라서 해삼에서의 신뢰성 기반의 형매관계 확인을 위해서는 우도비 ‘10’ 이상이

적합할 것으로 사료되며 이는 임계 값을 10을 기준으로 하였을 때 특이도 99.9% 이상,

정확도 97% 이상으로 형매관계 판정이 가능하다는 것으로 말할 수 있다.
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Table 23. False-positive and False-negative Rates on Likelihood ratio (LR)

Distributions for Full-sibs assignment

Threshold LR False-positive rate (%) False negative rate (%)

1 0.21 1.06

10 0.04 2.24

100 0.01 4.39

1000 0.00 7.97

10000 0.00 13.40

100000 0.00 20.95

1000000 0.00 30.55

10000000 0.00 41.71
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3.1.7 형매관계 판정을 위한 임계 값 검증

실제 형매가계 8그룹에 설정된 임계 값을 적용하여 정확성을 검증하였다. 임계 값

‘10’을 기준으로 형매관계 판정 시 1번 가계에서는 90%, 2번 가계의 경우 100%, 3번 가계

의 경우 94%, 4번 가계 100%, 5번 가계 93%, 6번 가계 99.4%, 7번 가계 95%, 8번 가계

100%의 정확도로 확인이 가능하였으며 이는 전체적으로 평균 96%의 정확도를 보였다.

이는 앞서 위양성 및 위음성 결과(민감도 99.9%, 정확도 97%)에서와 매우 유사한 결과를

나타내어 해삼에서의 형매관계 판정 시 우도비 임계 값 ‘10’을 기준으로 할 경우 높은 정

확성과 신뢰도로 판정이 가능하다는 것을 의미한다.

그러나 이 결과는 확보된 유전형을 기반으로 산출되므로 통계적 신뢰도를 높이기

위한 데이터베이스구축은 가장 중요한 요소로서(양 et al., 2013) 데이터가 누적될수록

정확도는 증가한다. 따라서 향후 지속적인 유전자형 데이터베이스 구축을 통해 해양생

물에서의 혈연관계 분석 기반 구축에 관한 후속 연구도 필요할 것으로 사료된다.
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Fig. 9. Verification of LR values produced by all full-sibling relationships
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Table 23. False-positive and False-negative Rates on Likelihood ratio (LR)

Distributions for Full-sibs assignment

Group Sample size Accuracy rate

1 20 90%

2 20 100%

3 30 94%

4 20 100%

5 56 93%

6 702 99.4%

7 20 95%

8 42 100%

Total 910 96%
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IV. 고 찰

어류에 있어서 microsatellite marker를 활용한 친자확인 시 약 2% 전후의 실패율

은 일반적이라는 보고가 있으며(Bonin et al., 2004) 넙치의 경우는 86%만이 친자확인에

성공하였다(Seikino et al., 2003), 멸치의 경우도 7개의 마커에서 93%만 친자확인이 되었

다는 보고가 있다(Borell et al., 2011). 여기서 친자확인(Parentage analysis)이란 어미와 시

료 간의 친자확인 하는 것을 말한다. 통상적으로 친자확인 분석에서 사용되는 통계적인

친자확인 방법은 휴먼에러를 허용하여 통계적으로 접근하는 최대우도비(Maximum

likelihood ratio)방법과 1개의 allele 에서라도 상이한 경우 친자관계에서 제외하는 배제

(Exclusion)법을 사용한다. 그러나 수산생물의 특성상 사람보다는 많은 variation과 돌연변

이들이 존재하기 때문에 가장 높은 통계적 확률을 가진 부모에게로 친자확인을 하는 방

법인 최대우도비법을 적용한다(Jones and Adren, 2003). 이것은 많은 데이터를 분석해야

하는 집단의 경우에 유리하여 수산생물과 같은 친자확인 분석에는 사용되고 있다. 그러

나 이 방법은 정확한 통계적 기준이 없고 단순히 가장 가능성이 높은 개체를 검증

(matching)하는 것에만 의존하기 때문에 관계가 없는 집단과 비교 시 오류를 범할 가능

성이 높다고 말할 수 있다.

따라서 본 연구에서는 친자관계 및 형매관계 확인을 위한 정확한 기준을 마련하고

자 하였으며 우선적으로 마커에 대한 검증을 위해 해삼 954개체 유전형 분석 결과를 활용

하여 PIC(polymorphic information content, 다형성정보지수)와 배재력(exclusion power)를 도출하

였다. 이 중 ACaj05 마커의 경우는 유전자 다형성 정보력 0.92, 식별력 0.99, 부권배제력

0.96으로 13개 마커 중에서 법과학적 지표들이 가장 높게 나타났으며 13 마커 set 전체에

대한 PIC 값은 0.7244 로 높게 나타났으며, Power of discrimination(식별력)은 6.886X10
-16

,
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Power of exclusion(배제력)은 3.468X10
-10

, Power of sibling discrimination(형매식별력) 은

5.21X10
-06
으로 높은 식별력을 나타내었다. 이는 쉽게 말하면 개체와 부모관계 확인이

99.9999999 % 이상의 정확성으로 multiplex PCR 시스템이 생물학적 부모개체를 정확히 찾

아낼 수 있는 능력을 가지고 있음을 의미하는 것이다(심 & 이, 2017). 따라서 마커의 분

석 시스템이 가지는 고도의 개체 식별력과 높은 배제력은 본 연구에서 해삼의 개체식별

과 친자확인, 형제관계 확인에서 매우 높은 정확성을 가진다고 말할 수 있다(심 & 이,

2017).

이렇게 검증된 마커를 활용하여 친자확인을 위한 우도비 분포를 분석하고 통계적 판정 기

준을 확립하기 위해 실제 부모 자식 관계의 개체를 선발하였으며 임의의 종자집단 764개체 중

총 101개체를 선발하였다. 부모/자식 관계에서는 서로 관계가 성립되는 경우와 관계가

성립되지 않는 경우의 우도비 분포는 잘 분리되었으며(Fig. 7) 이는 결과적으로 향후 해

삼의 친자관계검정에서 우도비 값 1을 기준으로 판정하였을 때 낮은 수준의 위양성률과

위음성률로 관계를 어렵지 않게 구분할 수 있는 것이다(Table 21). 또한 형매관계검정에

서도 마찬가지로 서로 관계가 성립되는 경우와 관계가 성립되지 않는 경우의 우도비 분

포는 잘 분리되었으며(Fig. 8), 이는 결과적으로 향후 해삼의 형제관계 검정에서도 우도비

값 10을 기준으로 판정하였을 때 낮은 수준의 위양성률과 위음성률로 관계를 어렵지 않

게 구분이 가능한 것이다(Table 23). 그러나 일반적으로 모든 혈연관계 분석에서 마커에

대한 연관불균형을 무시하고 우도비를 계산하는 경우에는 평균적으로 과소평가되는 현상

을 보이지만, 일부 특이한 경우에 우도비가 3-7배 정도 과대평가되기도 한다(O’Connor

KL et al., 2012).

따라서 향후 추가적인 연구와 해양생물에 대한 DB구축을 통해 통계적인 신뢰성을

높여갈 필요가 있으며 본 연구에서 조사한 우도비의 분포는 해삼뿐만 아니라 타 어종 및
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해양생물에 대한 가계확인, 선발육종, 방류효과조사 등을 분석하는데 기초 연구 자료로

도 활용할 수 있을 것이다.
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