
— 10 —

KOREAN JOURNAL OF ICHTHYOLOGY, Vol. 27, No. 1, 10-15, March 2015
ISSN: 1225-8598 (Print), 2288-3371 (Online)

서 론

바리과 (family Serranidae) 중 능성어아과 (sub-family Epi-

nephelinae)는 15속 159종으로서 산업적으로 매우 중요한

분류군이다 (Heemstra and Randall, 1993; Froese and Pauly,

2014). 이 중 대왕바리(Epinephelus lanceolatus)는 초대형 어

류로서 인도-서태평양 일대의 열대 및 아열대 해역에 서식

하며 (Heemstra and Randall, 1993; Nelson, 2006), 최근 우리

나라 제주도 연안에서도 1마리가 채집되어 보고된 바 있다

(Myoung et al., 2013).

세계자연보전연맹(IUCN)에서 발간한 적색목록(red list)을

참고하면 대왕바리는 현재 야생에서 절멸 위기에 처할 가능

성이 높은 취약 (VU, Vulnerable) 등급에 속한다 (Shuk Man

and Chuen, 2006). 이에 따라 인위적인 자손생산을 통한 자

원확보가 필요하며, 이를 위해 우선적으로 유전 다양성을 유
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지하고 있는 친어의 확보가 선행되어야 한다. 유전 다양성

의 감소는 유전적 부동과 병목현상으로 집단 근친도의 증가,

성장 저하, 질병 저항성 감소, 기형 증가 등의 악영향으로

이어질 가능성이 높다 (Frankham et al., 2004; Allendort et

al., 2013). 친어의 유전자형을 고려하지 않은 무작위 교배

는 극단적인 유전자형의 손실을 야기할 수 있으며(Rudnick

and Lacy, 2008), 이는 근교약세(inbreeding depression)로 이

어져 생산한 자손의 생존에 악영향을 미칠 수 있다. 특히

대왕바리는 자원량이 부족할 뿐만 아니라 개체 크기가 20

kg 이상일 때 교배가 가능하기 때문에 사용할 수 있는 친어

의 수가 제한적일 수밖에 없다. 따라서 효율적인 교배 지침

을 마련하기 위해서는 우선 친어의 유전자형을 파악할 수

있는 검증된 분자마커의 확보가 필요하다.

Microsatellite 마커는 2~4 bp 크기의 염기서열이 반복되는

부분으로서, 진핵생물 유전체에 전체적으로 존재한다 (Liu

and Cordes, 2004; Liu, 2011). 특히 개체 간 차이를 나타낼

수 있을 만큼의 높은 다형성을 표현할 수 있으며, Hardy-

Weinberg 평형 가설을 기초하기 때문에 집단유전학적 연구

에 널리 활용되고 있다(Tautz, 1989; Jarne and Lagoda, 1996).

따라서 microsatellite 마커는 멸종위기종을 대상으로 유전

다양성 유지를 위한 포획 사육(captive breeding) 프로그램을

개발하기 위해 다양하게 이용되고 있으며 (Schwartz et al.,

2007), 또한 연어과 어류 (Koljonen et al., 2002; Beacham et

al., 2004), 넙치 (Sekino et al., 2003), 참돔 (Perez-Enriquez et

al., 1999), 전복(Evans et al., 2004; Li et al., 2004), 굴(Boudry

et al., 2002; Li et al., 2006) 등의 유전적 관리에 적극 활용되

고 있다. 대왕바리 역시 종 보전과 집단유전학적 분석을 위

해서 microsatellite 마커가 개발되어 있다 (Zeng et al., 2008;

Yang et al., 2011). 대만에서는 대왕바리의 근친교배를 방지

하고자 microsatellite 마커를 활용한 가계 분석 시스템을 개

발한 바 있지만 (Kou et al., 2014), 대왕바리뿐만 아닌 다른

바리과 어류의 microsatellite 마커를 이용하였다. 다른 종의

microsatellite 마커를 이용할 시 유전적 거리가 멀어 null

allele 발생 가능성이 높으며, 이로 인해 가계도 분석에 오류

가 생길 수 있다(Wan et al., 2004).

따라서 본 연구는 대왕바리 친어의 효율적인 관리 시스

템 구축을 위한 기반 마련의 일환으로 기 개발되어 있는

동종의 microsatellite 마커를 이용하여 현재 확보되어 있는

대왕바리 친어를 대상으로 가계도 분석 효율을 조사하고자

하였다.

재료 및 방법

1. 친어 확보

본 연구에 이용한 대왕바리(Epinephelus lanceolatus)는 말

레이시아 사바주 타와우 (Tawau) 인근에서 포획하여 3.0×

6.0×3.0 m 가두리에서 사육한 개체로서 전장 95.9±9.06 cm,

체장 83.5±7.98 cm, 체중 20.3±6.28 kg의 32마리를 이용하

였다 (Fig. 1). 이용한 개체는 등 근육에 RFID microchip을

삽입하여 태깅을 수행하였다.

2. Genomic DNA 분리

Genomic DNA의 추출을 위해 가슴지느러미를 약 1 cm2

내외로 절단하여 99.9% ethanol에 담아 실험실로 운반하여

이용하였다. 운반한 지느러미는 멸균 3차 증류수로 세정하

고, TNES-urea buffer와 100 mg/mL 농도의 proteinase K (Sig-

ma, USA)가 혼합된 용액에 담아 55�C에서 12시간 동안 반

응하였다. 이 반응액에 phenol : chloroform : isoamylalcohol

(25 : 24 : 1)을 처리하여 단백질을 제거하였으며, 2-propanol

로 침전하였다. 침전된 pellet은 70% ethanol로 세척하고 멸

균 3차 증류수로 용해하였다. 추출한 genomic DNA는 Nano-

Drop ND-1000 (Thermo Scientific Inc., Germany)을 이용하

여 양을 측정하고, 0.8% 아가로즈 젤에 전기영동 후 질을 확

인하여 실험에 이용하였다.

3. Microsatellite 마커 PCR 및 genotyping

본 연구에 이용한 microsatellite 마커는 이전의 연구들에

서 개발된 마커들을 대상으로 하였으며 (Zeng et al., 2008;

Yang et al., 2011), PCR 증폭이 원활하고, genotyping이 용이

한 8개를 최종 이용하였다(Table 1). PCR 반응은 20μL 용적

의 AccuPower® PCR Premix Kit (Bioneer Inc., Korea)에 gen-

omic DNA 20 ng과 마커별 프라이머 각각 5 μM을 넣은 후,
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Fig. 1. Giant grouper (Epinephelus lanceolatus) samples collected
from Tawau region, Sabah, Malaysia.
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94�C에서 10분간 초기 열변성 반응을 시킨 후, 94�C 30초,

각 마커별 annealing 온도 (ELM : 55�C, An : 60�C) 30초, 72

�C 30초의 순환 반응을 35회 실시하였으며, 최종 신장반응

은 72�C 15분간 수행하였다. 증폭된 산물은 1.5% 아가로즈

젤 상에서 전기영동으로 확인하였으며, 각 마커 밴드는 gen-

otyping에 적정한 농도로 희석하였다. 희석한 PCR 산물과

GenescanTM 400HD (ROX) size standard, HiDi mixture를 섞

고 95�C에서 5분간 변성시킨 후 ABI 3730xl DNA analyzer

(Applied Biosystems, Inc., Foster City, CA, USA)를 이용하

여 명시된 매뉴얼에 따라 genotyping을 수행하였다. 

4. 데이터 분석

대립유전자의 정확한 크기는 모두 Peak ScannerTM soft-

ware (ver. 1.0; Applied Biosystems, USA)으로 분석하였다.

대립유전자의 크기가 결정된 데이터는 MICRO-CHECKER

프로그램(ver. 2.2.3; Van Oosterhout et al., 2004)를 이용하여

null allele 유무, large allele dropout, scoring errors 유무에 대

한 검사를 실시하였다. Genepop 프로그램(ver. 4.0; Raymond

and Rousset, 1995)을 이용하여 Hardy-Weinberg equilibrium

(HWE) 이탈에 대한 분석을 수행하였다. 유효집단 크기 추

정은 LDNe 프로그램(ver. 1.31; Waples and DO, 2008)을 이

용하였다. 대립유전자 수, 기대치 이형접합률 (expected het-

erozygosity, HE), 관찰치 이형접합률(observed heterozygosi-

ty, HO) 및 부권 부정률 (non-exclusion probability)은 Cervus

프로그램 (ver. 3.0; Marshall et al., 1998)을 이용하였다. 부권

부정률은 부모에 대한 정보가 전혀 없는 경우 (NE-1P), 한

쪽 부모에 대한 정보만 있는 경우 (NE-2P), 양친과 자손을

모두 알고 있는 경우(NE-PP)를 산출하였다. 추정된 F-통계

량을 이용하여 무작위, 반형매 그리고 전형매 교배집단으로

가정하여 유전자형의 동일한 개체 출현 확률은 API-CALC

프로그램(ver. 1.0; Ayres and Overall, 2004)을 이용하여 산출

하였다. 또한 확보한 대왕바리 친어 개체 간 유전형 중복

여부를 확인하고자 유전적 거리를 기반으로 주좌표 분석

(principal coordinates analysis; PCoA)을 수행하였으며, 이는

GenAlEx 프로그램(ver. 6.0; Peakall and Smouse, 2006)을 이

용하였다.

결과 및 고찰

대왕바리 (Epinephelus lanceolatus) 32마리를 대상으로 8

개의 microsatellite 마커를 이용하여 확보된 유전자형을

MICRO-CHECKER 프로그램으로 분석한 결과 null allele,

large allele dropout, scoring errors는 나타나지 않았다. 각 마

커에서 산출된 대립유전자 수, 기대치 이형접합율 (expected

heterozygosity, HE), 관찰치 이형접합율 (observed heterozyg-

osity, HO), 다형정보지수 (polymorphic information content,

PIC) 및 Hardy-Weinberg equilibrium 통계치 및 근친교배계

수 (inbreeding coefficient, FIS)는 Table 2에 제시하였다. 총

52개의 대립유전자가 검출되었으며, 평균 대립유전자수는

6.5개로 마커에 따라 2~10개로 나타났다. 평균 기대치 이

형접합율은 0.663으로 0.396~0.840, 평균 관찰치 이형접합

율은 0.657로 0.469~0.844로 확인되었다. 대왕바리의 유전

다양성은 해산 어류 평균인 0.79에 비해 다소 낮았으나(De-

Woody and Avise, 2000), 8종의 Epinephelus 속의 어류에서

확인된 0.36~0.62의 기대치 이형접합율에 비해 다소 높은

유전 다양성 지수를 보였으며(Koedprang et al., 2007), 근친
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Table 1. Primers used for characterization of microsatellite loci in giant grouper, Epinephelus lanceolatus

Loci Accession number Repeat motif Primer sequences (5′→3′) Allele size range Reference

ELMS007 EF607130 (AG)n… (AGC)n… F: TTTGCCTTTCCTAGACTTAT 337~339 Zeng et al., 2008
(CA)n… (CAG)n… R: CATCACATGATTCCTTTCTAT
(AG)n

ELMS009 EF607131 (CA)n F: TTCCACAGCAATTAGCAGCA 249~267
R: TTTCCTCCCACAGTCCAAAG

ELMS019 EF607138 (TC)n… (TCC)n F: TCAGCAAGCACTTTTTGGAC 373~381
… (TC)n… (TG)n R: TGCTTCCTTCAGTGCATCAG
… (AC)n

An2 JN185623 (TG)nAG (TG)n F: TGCCCCTCCGACAACTAATA 218~242 Yang et al., 2011
R: AACGGGACTTGTGGTTTTTG

An4 JN185625 (CA)n F: GATGCACACAAGCACAAACA 180~200
R: GCAGGCTTATCCAAAACAGC

An8 JN185629 (CA)n F: ACCATGCATAAATGCCCACT 134~164
R: GCTCTCTGTCTCGCAAGGAT

An25 JN185646 (TG)n… (GT)n F: TCTGTGCTGATGCCGACTAC 147~183
R: CCGTGTTTGCACACTCTCTG

An31 JN185652 (GT)n F: TCATGTGTGCAAACGCTGTA 174~194
R: CAACATGGCCGAAACCTAAT



교배계수는 0.011로 낮고 유의하지 않았다. 따라서 현재 확

보된 대왕바리 친어는 유전 다양성을 비교적 잘 유지하고

있는 것으로 조사되었다. 하지만 대왕바리 친어 집단의 유

효집단 크기 (effective population size)는 35로 추정됨으로

써 자손 집단의 유전 다양성 감소에 영향을 미칠 수 있다

(Frankham et al., 2004; Palstra and Ruzzante, 2008). 유효 집

단 크기가 50 이하일 경우 근친교배에 따른 심각한 악영향

이 있을 수 있어 (Franklin, 1980), 자손 집단의 유전 다양성

을 유지하고 근친교배를 방지하기 위해서는 지속적인 수집

을 통한 친어 개체수의 확대가 필요하다. 그리고 현재 제한

된 친어의 유효 집단 크기를 고려할 때 유전 다양성을 유지

하기 위해서는 무작위 교배보다는 유전적 거리가 먼 암수

친어 간 선택적인 1 : 1 교배를 여러 차례 수행하는 것이 바

람직할 것이다.

Microsatellite 마커의 다형성은 기본적으로 유전자 조합의

반복수에 의해 결정되며, 이것은 부모로부터 반반씩 물려받

는 멘델 유전법칙을 기반으로 하기 때문에 친자감별, 가계

도 분석 등의 연구에 큰 장점을 가지고 있다(McConnell et

al., 1995; Sunnucks, 2000). 많은 바리과 어류는 암컷에서 수

컷으로 성 전환하는 자성선숙형 (protogynous) 생식 특성을

보유하고 있다(Bean et al., 2003; Oh et al., 2013). 이로 인해

일반적으로 한쪽 부모로부터 전달받는 미토콘드리아 DNA

영역의 염기서열을 분자마커로 이용할 시 오류를 범할 수

있다 (Kuo et al., 2014). 따라서 microsatellite 마커를 이용한

데이터베이스 구축은 친어의 체계적인 관리 측면에서 큰

장점을 가지고 있다고 할 수 있다. 본 연구에 이용한 8개의

microsatellite 마커 중 7개가 0.500 이상의 다형정보지수가

나타남은 물론 모든 마커가 Hardy-Weinberg equilibrium을

위배하지 않는 것으로 확인됨에 따라 친자확인, 가계도 분

석 등을 수행할 시 비교적 높은 식별력과 낮은 오류 확률을

가질 것으로 예상된다.

8개의 microsatellite 마커를 사용할 경우 동일한 유전자형

출현확률과 부권 부정률 (non-exclusion probability)에 대한

정보는 Table 3에 정리하였다. 본 마커 세트를 이용할 시 동
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Table 2. Descriptive statistics summary of eight microsatellite loci
for giant grouper, Epinephelus lanceolatus

Loci NA HE HO PIC PHWE FIS

ELMS007 2 0.396 0.469 0.314 0.392 -0.186
ELMS009 8 0.772 0.688 0.725 0.498 0.111
ELMS019 4 0.650 0.688 0.566 0.950 -0.059
An2 7 0.641 0.594 0.596 0.470 0.075
An4 6 0.681 0.594 0.626 0.162 0.129
An8 7 0.621 0.656 0.585 0.716 -0.058
An25 10 0.840 0.844 0.805 0.548 -0.005
An31 8 0.706 0.719 0.665 0.514 -0.058

Ovarall 6.5 0.663 0.657 0.610 0.765 0.011

NA, number of allele; HE, expected heterozygosity; HO, observed hetero-
zygosity; PIC, polymorphic information content; PHWE, significance of the
probability test for deviation from expected Hardy-Weinberg proportions; FIS,
inbreeding coefficient

Table 3. Paternity identity and combined non-exclusion probabili-
ties based on eight microsatellite loci

Paternity identity Combined non-exclusion
probabilities probabilities

PI PIhalf-sibs PIsibs NE-1P NE-2P NE-PP

6.59×10-11 2.74×10-8 1.53×10-4 0.07198 0.00835 0.00027

PI, probability of identity; PIhalf-sibs, probability of identity from half sibs; PIsibs,
probability of identity from sibs; NE-1P, average non-exclusion probability for
one candidate parent; NE-2P, average non-exclusion probability for one
candidate parent given the genotype of a known parent of the opposite sex;
NE-PP, average non-exclusion probability for a candidate parent pair

Fig. 2. Principal coordinate analysis (PCoA) of 32 individuals giant grouper, Epinephelus lanceolatus based on Nei’s genetic distances.
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일한 유전자형 출현 확률은 무작위 교배집단(PI)에서는 6.59

×10-11, 반형매 교배집단 (PIsibs)은 2.74×10-8로 추정되었

고, 전형매 교배집단(PI)에서는 1.53×10-4로 추정되었다. 부

권 부정률은 부모에 대한 정보가 전혀 없는 경우(NE-1P)에

0.07198로 다소 높았으나, 한쪽 부모의 유전자형 확보 (NE-

2P) 또는 양친의 유전자형이 확보된 상황(NE-PP)에서 교배

에 활용할 시 부권 부정률은 각각 0.00835, 0.00027로 나타

났다. 대만의 대왕바리 친어 관리를 위한 microsatellite 마커

세트의 경우 한쪽 부모의 유전자형이 확보된 상황 (NE-1P)

에서의 부권 부정률이 0.00090으로서 (Kuo et al., 2014), 본

연구와 큰 차이를 보이지 않았다. 또한 개체 간 유전자형 중

복을 판단하기 위해 수행한 주좌표 분석 (principal coordi-

nates analysis) 결과 확보한 32마리의 유전자형은 중복되지

않았다 (Fig. 2). 이 결과는 본 연구에 이용한 microsatellite

마커 조합으로도 개체 식별력이 높음을 의미하며, 친어의

유전자형 데이터베이스를 작성하여 관리할 시 반형매 및

무작위 교배집단의 경우 동일한 유전자형이 출현할 확률이

낮고, 한쪽 부모의 유전자형 또는 양친의 유전자형이 확보된

상황에서 교배에 활용할 시 친자감별 확률이 높을 것으로

기대된다.

따라서 현재까지 추정된 판별효율로 미루어 볼 때 본 연

구에 이용한 8개의 microsatellite 마커로도 유전자형 데이

터베이스를 기반으로 한 대왕바리 친어 관리 시스템 구축

이 가능할 것으로 판단된다. 또한 이러한 대왕바리 친어 관

리 시스템은 유전 다양성이 높은 자손 생산을 가능하게 할

뿐만 아니라 유전적으로 유사한 개체의 중복 확보를 방지

할 수 있어 친어 확보의 효율성을 높일 수 있을 것이다.

요 약

현재 IUCN의 취약 등급인 대왕바리(giant grouper, Epine-

phelus lanceolatus) 친어의 효율적인 관리 시스템 구축을 위

한 기반연구로서 기 개발되어 있는 동종의 microsatellite 마

커를 이용한 가계도 분석 효율을 조사하였다. 대왕바리 친어

32마리를 8개의 microsatellite 마커로 분석한 결과 총 52개

의 대립유전자가 검출되었으며, 기대치 이형접합율은 0.663,

근친교배계수는 0.011로 조사되어 현재 확보된 대왕바리 친

어는 유전 다양성이 비교적 잘 유지되고 있었다. 하지만 유

효집단 크기가 35로 추정됨으로써 지속적인 친어 확보의

필요성을 보였다. 해당 마커를 이용한 동일 유전자형 출현

확률은 무작위 집단에서 6.85×10-11 그리고 한쪽 부모의

유전자형 확보 및 양친의 유전자형이 확보된 상태에서의

부권 부정률은 각각 0.00835, 0.00027로 나타났으며, 주좌표

분석 결과 친어의 유전자형은 중복되지 않았다. 따라서 본

연구에 이용한 8개의 microsatellite 마커로도 유전자형 데이

터베이스를 기반으로 한 대왕바리 친어 관리 시스템 구축

이 가능할 것이며, 이를 활용한 유전 다양성이 높은 자손 생

산 및 유전적으로 유사한 개체의 중복 확보를 방지할 수 있

어 친어 확보의 효율성을 높일 수 있을 것이다.
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