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요 약: 임목육종에 있어 인공교배는 매우 중요한 방법 가운데 하나이다. 인공교배를 이용하면 유용한 유전자형을 생성하

고 빠르게 개량효과를 증진시킬 수 있다. 그러나 그 동안 소나무(Pinus densiflora) 육종프로그램의 인공교배 효율이나 성

공률에 대한 평가는 미흡하였다. 인공교배 효율 및 차대 육종집단 관리 평가를 위해 2015년에 조성된 소나무 충북2호×강

원40호, 강원40호×충북2호 집단 159개체를 사용하였다. 차대묘의 microsatellite 유전자형을 식별한 뒤, 연구에 이용된 프

라이머 수의 적절성 평가와 혈통분석을 진행했다. 프라이머 수는 차대묘 개체들을 구분하는데 적절했다고 판단되었고 159

개 차대묘 중 60개체가 친자 혈통(충북2호와 강원40호의 교배에 의한 차대)으로 식별되었다. 또한, 육종집단 관리상의 문

제가 의심되는 결과가 나타난 54개의 차대묘를 제외하고 다시 혈통분석을 진행했다. 두 번째 분석에서는 105개 차대묘 중 

47개체가 친자 혈통(충북2호와 강원40호의 교배에 의한 차대)으로 식별되었다. 결론적으로, 임목육종 프로그램에서 인공교

배의 효율을 향상시키기 위해서 여러 주의사항이 요구된다. 먼저, 모수와 화분수의 정확한 클론명 식별이 이루어져야 한다. 

암구과의 격리, 인공교배 시기의 결정 등 인공교배 과정이 잘 수행되어야 하며 교배 후 차대묘 관리 모니터링도 필요하다. 

이 때 모수, 화분수의 식별과 교잡 사후관리 모니터링 과정에 분자표지자를 이용하는 것이 바람직하다. 본 연구결과는 앞

으로 소나무류 육종프로그램에 있어 인공교배에 대한 참고 정보를 제공할 것이다.

Abstract: Controlled pollination (CP) is an important method in tree breeding programs because CP quickly 

generates desirable genotypes and rapidly maximizes genetic gains. However, few studies have evaluated the efficiency 

and success rate of CP in the breeding program of Pinus densiflora. To evaluate CP and the management of control 

pollinated progenies, we used 159 individuals in CB2 × KW40 or KW40 × CB2 populations that were established 

in 2015. After genotyping microsatellite loci, we estimated whether the number of primers was sufficient or not. Then, 

we performed pedigree analysis. The result showed that the number of primers was sufficient. By pedigree analysis, 

we found out that 60 of 159 individuals had been generated by the mating between CB2 and KW40. In the maternity 

analysis, there was evidence to indicate the possibility of management problems. Therefore, we excluded 54 

individuals and repeated the pedigree analysis. In the second analysis, 47 of 105 individuals were generated by the 

mating between CB2 and KW40. To increase the efficiency of CP in tree breeding programs, several precautions are 

required. It is necessary to identify the exact clone names of the mother and father trees. In addition, CP processes 

should be performed properly, including deciding on the schedule of CP and the isolation of female strobili or flowers. 

Finally, the monitoring of hybrid progenies management after mating is important. Molecular markers should be used 

to identify the clone names of the mother and father trees and for monitoring post hoc management. This study 

provides a reference for tree breeding programs for the future control pollination of pine species.
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서  론

소나무(Pinus densiflora Siebold & Zucc.)는 우리나라에 

자생하고 있는 중요한 침엽수 중 하나로(Han et al., 1991), 

경제적, 문화적, 환경적인 가치가 높다(Han et al., 2007). 

따라서 소나무 형질개량과 육종연구는 중요한 과제이며 

이를 위해 인위적으로 수분과 수정이 일어나게 하는 인공

교배가 사용된다. 우리나라의 선발육종은 1950년대 말에 

시작되었는데(Koo et al., 2006), 경제성이 있는 수종의 선

발육종은 일반적으로 수형목 선발, 채종원 조성, 차대검

정 과정 등을 거쳐 진행되며, 차대검정의 완료는 1세대 

채종원의 유전간벌 또는 개량 채종원 조성으로 이어진다. 

차대검정이 수행되는 수종의 진전세대 채종원이 조성

되는 경우, 차대검정림의 개체를 이용할 수 있다(Kang et 

al., 2022).

소나무 1세대 채종원 조성은 앞서 언급된 전형적인 방

법으로 진행되었다. Han and Kang(2004)에 따르면 1959년

에 소나무 수형목 선발 및 지정 작업이 시작되었다. 개체

선발의 결과로 다수의 소나무 수형목이 선정되었는데, 

Koo et al.(2006)과 Kim et al.(2019)은 수형목 선발 과정에 

따라 총 425본의 소나무 수형목이 선발되었음을 적시했

다. 선발된 수형목들은 1세대 채종원 조성에 이용되었으

며(Jang et al., 2016). 소나무 2세대 채종원은 2016년부터 

조성되었다(Park, 2015). 그 이전에 조성되어 2021년 12월 

31일까지 유지되고 있는 소나무 1세대 채종원의 총 면적

은 120.6 ha로, 지역별로는 강릉에 27.6 ha, 안면도에 77 

ha, 춘천에 16 ha의 소나무 1세대 채종원이 분포하고 있다

(Republic of Korea open government data portal, 2022).

차대검정과 채종원 개량도 일반적인 방법에 따라 진행

되었다. Koo et al.(2006)은 1980년대에 여러 수종의 클론

보존원 조성이 주로 이루어졌고, 소나무 클론보존원도 

1980년대에 조성되었음을 밝혔다. Jang et al.(2016)에 따

르면 소나무 수형목 413본에 대한 클론보존원이 조성되어 

있다. 소나무 차대검정림에서 차대검정이 실시되었는데, 

풍매 차대검정림을 이용하여 재적생장이 우수한 수형목

이 식별되었으며, 인공교배 차대검정림을 바탕으로 재적

생장이 우수한 교배조합이 식별되었다. 또한, 인공교배 조

합을 이용한 2세대 채종원의 개량효과도 추정되었는데, 2

세대 채종원은 1세대 채종원에 비해 재적생장 측면에서 

약 7.5% 우수할 것으로 추정되었다. 이 때, 1970년대부터 

2000년대까지 조성된 인공교배 차대검정림들이 연구에 

이용되었다(Woo et al., 2016). 연구결과를 바탕으로 채종

원 개량이 이루어졌는데, Jang et al.(2016)에 따르면 풍매 

차대검정림의 차대검정 결과를 바탕으로 1세대 채종원의 

유전간벌이 실시되었고 인공교배 차대검정림의 차대검정 

결과를 바탕으로 2세대 채종원이 조성되었다.

식물의 인공교배는 교배봉투를 이용해 불필요한 화분의 

수정을 막고, 실험자가 원하는 화분을 수정시키는 작업이

다(Allaby, 1998). 인공교배 과정은 화분 채취 및 저장, 교

배봉투 씌우기, 인공수분, 교배봉투 제거와 해충관리로 구

성된다. 이 때, 암꽃이 피기 전, 암구과가 완전히 성숙하기 

전에 미리 교배봉투를 씌워야 하며, 암수한몸인 수종의 경

우 교배봉투를 씌우기 전에 수꽃을 제거(제웅)해야 한다

(Kang et al., 2022).

인공교배는 교잡육종, 집단의 개량, 유전적 분석 등에 

사용된다. Colombo and Galmarini(2017)는 채소종에서 교

잡으로 만들어진 종자의 품질을 보장하는데 인공교배가 

중요함을 역설하였으며, Lee and Kim(2007)은 인공교배

를 이용한 인위적 종간 교잡이 임목 신품종 육성에 중요하

다는 점을 강조하였다. 또한, Li and Weir(1999)는 인공교

배를 통해 임목 차대의 유전획득량을 극대화할 수 있다고 

밝혔다. 유전체 선발(Genomic selection)에서도 인공교배

가 이용될 수 있는데, Mphahlele et al.(2020)은 genomic 

selection에서 인공교배를 이용하여 자배 억제와 집단 개

량을 동시에 달성할 수 있다고 주장하였다. 인공교배를 이

용하면 유전학 연구에도 도움을 받을 수 있다. 몇 가지 

예를 들 수 있는데, Lynch and Walsh(1998)는 유전공분산

을 구하는 과정에서 반형매 차대는 상가적 효과만을 확인

할 수 있고 전형매 차대를 이용하는 경우 상가적 효과와 

함께 우성 효과도 확인할 수 있다는 점을 밝혔다. 또한, 

Liu(1998)는 인공교배를 통해 만들어진 집단과 자연집단

에서의 QTL mapping에 대해 언급하였는데, 인공교배를 

이용한 경우의 통계적 검정력이 더 높다고 보고하였다.

인공교배 과정에는 화분오염이라는 문제점이 존재한다

(Tan et al., 2018). 인공교배에서의 오염은 여러 원인으로 

발생할 수 있는데, 꽃 또는 구과의 격리가 제대로 되지 

않거나 목적하지 않는 화분을 수집하여 인공수분 시켰을 

때 오염이 나타날 수 있다(Vidal et al., 2015). 장소 역시 

오염에 영향을 미치는 인자일 수 있는데, Horsley et 

al.(2010)은 야외에서 인공교배를 할 때의 화분오염률이 

온실에서의 오염률보다 높을 수 있다고 보고하였다.

Madesis et al.(2013)에 따르면 microsatellite marker는 

반복되는 서열로 구성되는 marker를 뜻하며, 일반적으로 

microsatellite의 반복 단위는 1~6개의 염기로 정의된다. 

CA가 17번 반복되는 서열((CA)17)이 microsatellite의 한 

예시이다(Queller et al., 1993). Microsatellite는 short tandem 

repeats (STRs), simple sequence repeats (SSRs), simple 

sequence length polymorphisms (SSLPs)로 불리기도 한다
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(Yun et al., 2011). 최근에는 SNP marker의 사용이 늘어나

고 있는 추세이지만, microsatellite는 멘델 유전양상을 따

르고, 대립유전자의 다형성이 있다는 장점을 가져 혈통분

석(pedigree analysis)에 사용되어왔다(Flanagan and Jones, 

2019). 최근에도 microsatellite를 이용한 연구들이 진행되

고 있다(Willows-Munro and Kleinhans, 2020; Ye et al., 

2020). 나무를 대상으로 한 예시도 몇 가지 있는데, de 

Oliveira et al.(2023)은 포도 잡종(hybrids of Vitis spp.)의 

부모 식별을 위해 21개의 microsatellite를 사용했다. 

Moreno-Sanz et al.(2020)은 올리브(Olea europaea L.) 

Casaliva 품종의 배아를 대상으로 화분수를 확인했는데, 

이 때 11개의 microsatellite를 이용한 혈통분석을 이용했다. 

Žulj Mihaljević et al.(2020)은 재배종 포도(Vitis vinifera L. 

subsp. sativa) 품종의 혈통분석을 위해 20개의 microsatellite를 

사용했으며, 혈통분석을 바탕으로 품종 간 친족관계(kinships)

도 확인했다. 따라서 혈통분석 연구에서 microsatellite는 

유용하게 사용되고 있다고 판단할 수 있다.

침엽수의 인공교배 효율을 microsatellite를 바탕으로 평

가, 분석한 연구도 존재한다. Sun et al.(2017)은 잎갈나무

(Larix gmelinii var. principis-rupprechtii (Mayr) Pilg.) 채종

원 인공교배 효율을 평가했으며 Grattapaglia et al.(2014)

은 테다소나무(Pinus taeda L.) 채종원의 인공교배 효율을, 

Kumar et al.(2007)은 라디아타소나무(Pinus radiata D.Don)

의 인공교배 효율을 고찰했다.

본 연구에서는 microsatellite를 이용한 혈통분석 연구를 

소나무 인공교배 집단에 적용하여 인공교배 효율 및 차대

집단의 관리상황을 평가하고자 하였다. 특히, 이번 연구 

대상인 인공교배 집단을 조성할 당시에 평년보다 높은 기

온으로 교배시기를 정확히 맞추기 어려웠으며, 강풍으로 

인해 교배봉투가 찢어지는 등의 문제가 존재했다. 임목은 

생장기간이 길다는 특징을 가지기 때문에(Kang et al., 

2022), 파종 이후부터 실제 연구에 사용되기까지 긴 시간

이 소요될 수 있어서 파종 후 실제 연구에 사용될 때 까지

의 기간 동안 다양한 관리 문제 가능성이 존재한다. 인공

교배는 진전세대 채종원 조성 및 임목의 유전 연구에 사용

되는 중요한 기법인 만큼, 이번 연구를 통해 인공교배 과

정 및 인공교배 이후 육종집단 관리 후 부모가 확실한 차

대 개체를 어느 정도 생산해낼 수 있는지, 또한 주의할 

사항은 무엇인지 고찰해보고자 한다.

 

재료 및 방법
 

1. 인공교배 및 F1 차대 집단 조성

본 연구는 소나무 인공교배 차대 집단 5년생 개체를 대

상으로 수행되었다. 인공교배는 1977년에 조성된 충남 안

면도 소나무 채종원에서 2015년 5월 6일과 7일에 진행되

었다. 교배모수와 화분수로는 충북2호와 강원40호가 이용

되었다. 인공교배는 두 방식으로 진행되었는데, 충북2호

를 모수로, 강원40호를 화분수로 하는 인공교배(충북2호×

강원40호)와 강원40호를 모수로, 충북2호를 화분수로 이

용한 인공교배(강원40호×충북2호)를 수행하였다. 인공교

배로 만들어진 구과들은 2016년 9월 20일에 채취했다. 또

한, 구과에서 충실종자를 선별한 뒤 저온저장을 거쳐 2017

년 4월 서울대학교 칠보산 학술림에 파종하였다.

조사 당시 총 159개체가 생존하고 있었으며, 개체목 인

식표가 중복되는 오류가 확인되어 실험재료를 재 분류하

여 실험을 실시하였다. 159개체는 충북2호×강원40호 교

배조합만 존재하는 소집단(이하 소집단 1)과 충북2호×강

원40호와 강원40호×충북2호 교배조합이 섞여 있는 것으

로 추정되는 소집단(이하 소집단 2)으로 구별되었다. 소집

단 1은 96개 개체로 구성되며, 소집단 2는 63개 개체로 

구성되었다. 소집단 1에 속하는 개체목의 인식표는 다른 

158개의 개체목 인식표와 중복되지 않았다. 반면, 소집단 2

에 속하는 개체목들 중 60개 개체에서 30쌍의 동일한 인식

표가 확인되었으며 나머지 3개 개체의 인식표가 동일했다.

원래 충북2호×강원40호 집단과 강원40호×충북2호 집단

은 개체목 인식표에 집단 번호를 사용하여 구별했다. 충북

2호×강원40호 집단은 3으로 표기하였고, 강원40호×충북2

호 집단은 2로 표기했다. 예를 들어, 3-44-10은 충북2호×

강원40호 개체이며 2-44-10은 강원40호×충북2호 개체이

다. 한편, 중복되는 인식표를 가진 개체목들의 경우 알파

벳으로 개체들을 구분하였다. 예를 들어, 3-44-10로 표기

된 차대목이 두 개 발견되어 두 개체를 각각 3-44-10a, 

3-44-10b로 나누었고, 3-47-8의 경우 중복되는 개체목 

인식표가 세 개 존재하여 따라서 이를 3-47-8a, 3-47-8b, 

3-47-8c로 구분했다.

DNA 추출을 위한 잎 샘플은 2021년 7월 30일과 2022년 

2월 9일에 서울대학교 칠보산 학술림 현지에서 채취되었

다. 잎 샘플을 아이스박스에 넣어 실험실까지 운반했으며, 

실험실 도착 후 –20℃ 냉장고에 보관하였다.

 

2. DNA 추출 및 PCR 

DNA는 DNeasyⓇ Plant Mini Kit (QIAGEN)과 GeneAllⓇ 

ExgeneTM Plant SV kit (GeneAll)를 이용하였으며, 추출 

과정은 각 회사의 메뉴얼을 따랐다. 잎 조직을 분쇄하기 

위해 TissueLyser II (QIAGEN)를 사용하였다. 분쇄 과정

은 frequency 초당 30회, 1.5분 조건으로 lyser adapter의 

방향을 달리하여 두 번 진행되었다. 잎을 분쇄하기 전부터 



韓國山林科學會誌 제112권 제2호 (2023)160 

분쇄된 잎에 kit의 buffer를 처음 사용하기 전까지 액체질

소를 이용하여 낮은 온도를 유지하였다. 추출이 완료된 

뒤 Nanovue Plus spectrophotometer with printer (GE 

healthcare)를 이용하여 DNA의 농도와 순도를 측정했다.

Microsatellite 프라이머는 Chung et al.(2019)이 소나무

에 대해 개발한 19개 프라이머 중 Lee et al.(2021)이 인공

교배 F1 집단(충북2호×강원40호 및 강원40호×충북2호)과 

충북2호, 강원40호의 친자관계를 확인하기 위해 선별한 

6개 프라이머(CPDE 0039, CPDE 0057, CPDE 0076, 

CPDE 0077, CPDE 0106, CPDE 0137)를 사용하였다

(Table 1). Lee et al.(2021)은 충북2호, 강원40호, 충북2호

와 강원40호의 친자 혈통으로 확인된 차대목들을 이용하

여 증폭 결과가 좋고 친자 관계를 잘 설명하는 프라이머들

을 선별했다. 따라서 충북2호, 강원40호와 차대목의 친자 

관계에서 나타날 수 있는 microsatellite 대립유전자들을 증

폭하는 프라이머들이 선별되었다. 연구에 사용된 프라이

머의 증폭산물 크기 범위(size range)가 인공교배 집단의 

microsatellite 단편(fragment)들의 길이를 포괄하지 않아서 

이를 수정하여 사용했다.

PCR을 위해 추출된 DNA 용액을 5 ng/μl로 희석하였다. 

반응용액은 DNA 4.00 μl, 3차 증류수 8.60 μl, 10X reaction 

buffer (BIOFACT) 1.60 μl, 10mM dNTP (BIOFACT) 0.32 

μl, A-Star Taq DNA polymerase (BIOFACT) 0.20 μl (5 

unit), forward/reverse primer (Macrogen) 각 0.32 μl, M13 

primer (Macrogen) 0.64 μl로 구성되었다. Bioer LifePro 

Thermal Cycler (Bioer Techonology)를 이용하여 PCR을 

진행하였다. 5분, 95℃조건에서 초기 열변성을 한 다음, 30

초, 95℃ 열변성(denaturing), 30초 56℃ 어닐링(annealing), 

1분 72℃ 증폭(extension)을 10회 실시하였다. 그 다음 30

초, 95℃ 열변성, 30초 52℃ 어닐링, 1분 72℃ 증폭을 진행

한 뒤 10분, 72℃에서 추가 반응을 하였다.

 

3. 혈통확인 및 통계분석

PCR 반응이 끝난 시료는 ABI 3730xl Genetic Analyzer 

(Life Technologies™)를 이용하여 단편 분석을 진행하였

다. 그 뒤 Geneious PrimeⓇ ver.2021.2.2. (Biomatters, https:// 

www.geneious.com)를 이용하여 각 샘플의 유전자형을 확

인하였다. Null allele, stuttering과 large allele dropout을 확

인하기 위해 Micro-Checker ver.2.2.3 (Van Oosterhout et 

al., 2004) 프로그램을 이용하여 분석을 진행하였다. 그 뒤 

연구에 사용된 Microsatellite 프라이머 개수의 적절성을 

평가하기 위해 GenAlEx 6.51b2 (Peakall and Smouse, 

2006)와 GenClone 2.0 (Arnaud‐Haond and Belkhir, 2007)

을 이용하였다. GenAlEx 6.51b2를 통해 PI 값과 PIsib 값

을 산출하였고, GenClone 2.0을 사용해 Psex값을 도출하였

다. 유전자형의 누락이 있는 경우에는 GenClone 2.0에서 

Psex를 산출할 수 없으므로, 부득이하게 유전자형 누락이 

있는 개체를 제외하고 분석을 진행했다.

마지막으로, 혈통분석 결과에 대한 통계검정을 위해서 

CERVUS ver.3.0.7 (Kalinowski et al., 2007)을 이용했다. 

CERVUS를 이용한 분석은 allele frequency analysis, 

simulation of parentage analysis, parentage analysis 순서로 

진행했다. Simulation of parentage analysis 단계에서 

number of offspring 값은 100,000, proportion of candidate 

mothers sampled 값은 0.4726을 사용했다. Maternity 

analysis를 위한 simulation에서는 number of candidate 

mothers 값은 2로 하였고, test for self fertilization 옵션을 

적용시켰다. Parent pair analysis (sexes known)를 위한 

Locus (GenBank 
accession no.)

Primer sequences (5'-3') Repeat motif Size range (bp) Tm (℃)

CPDE 0039
(KY826505)

F;TTCCAAGAACTCCTGGCTCT
R;GGGAACAGGTCCTCATTTCT

(AT)15 169 – 211 56

CPDE 0057
(KY826507)

F;CAGTGACCAACATACCTACCTC
R;CGGTAGTGACGAAAGTAGAACG

(AAT)18 138 – 207 56

CPDE 0076
(KY826510)

F;CTCAACTGGCCACTGTAGAACT
R;AAGGTTCAGGTTGGCATC

(GA)9 188 – 220 56

CPDE 0077
(KY826511)

F;ACTACAAGAGGGTCGGTCTTC
R;GTGCGATATCGTTGCATGTC

(TA)15 180 – 218 56

CPDE 0106
(KY826514)

F;CAGATGTTAATCTGGTAGCCCC
R;CACCTAAGTTGCCACAATGC

(AT)11 160 – 196 56

CPDE 0137
(KY826519)

F;AAACCCTAGCTGCAGAGGAT
R;ACCATTGACACTTGGTGCTC

(TG)8 160 – 196 56

Size ranges and the Tm of this table is different from original values from Chung et al.(2019).

Table 1. Characteristics of 6 microsatellites selected for control-pollinated F1 population.
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simulation에서는 number of candidate parents 값을 2로 설

정했으며, proportion of candidate mothers sampled와 

proportion of candidate fathers sampled 값은 0.4726을 사

용했다. 두 분석 모두에서 proportion of loci typed 값은 

0.99, proportion of loci mistyped 값은 0.01, 그리고 

minimum number of typed loci 값은 5로 하였다. Delta 값

을 이용해 simulation을 진행했으며 신뢰 수준은 95%와 

80%를 사용했다. Parent pair analysis를 할 때 maternity 

analysis에서 모수가 충북2호도, 강원40호도 아닌 것으로 

식별된 개체는 제외하였다. Parent pair analysis 결과, LOD 

값이 0을 넘더라도 delta 값이 0으로 나오는 문제가 발생하

여, 산출된 LOD 값과 critical delta 값을 이용해 직접 분석

을 진행했다.

육종집단 관리 문제의 가능성이 있는 54개의 차대목을 제

외한 뒤 나머지 105개체를 이용해 같은 분석을 다시 진행

하였다. 2차 혈통분석은 1차 혈통분석과 달리 simulation 

of parentage analysis 과정에서 proportion of candidate 

mothers sampled, proportion of candidate fathers sampled 

값을 0.7142로 설정하여 실시했다.

 

결과 및 고찰

인공교배 차대묘 총 159본에 대하여 Micro-Checker 

ver.2.2.3을 이용하여 분석한 결과 PCR에서의 large allele 

dropout이 존재하지 않았으며, DNA polymerase의 

slippage에 의해 만들어진 stutter sequence도 없었다. 

CPDE0077 프라이머에서 null allele이 존재하는 것으로 추

정되었는데(p<0.001), 다른 다섯 개 프라이머에서는 null 

allele이 없는 것으로 확인되었다(p>0.05).

GenAlEx 6.51b2에 의해 PI 값은 1.8×10-5, PIsib 값은 

9.3×10-3으로 산출되었다. PI는 임의의 두 개체가 같은 유

전자형을 가질 확률, PIsib은 임의의 두 형제자매가 같은 

유전자형을 가질 확률이다. PI 값과 PIsib 값은 유전자형을 

이용해 개체들을 식별하는데 필요한 유전자좌의 개수를 

판단할 때의 기준으로 사용될 수 있다(Waits et al., 2001). 

본 연구에서 확인된 PI 및 PIsib은 여러 연구에 비해 높은 

값을 보인다(Eusemann and Liesebach, 2021; Zádrapová et 

al., 2020; D’Amico et al., 2019; Tarroux et al., 2014; 

Hasenkamp et al., 2011).

본 연구의 PI와 PIsib 값이 선행논문에 비해서 높지만, 

연구에 사용된 프라이머의 수(6개)는 적절하다. D’Amico  

et al.(2019)은 3×10-3의 PIsib 값을 제시하면서, 연구에서 

사용된 프라이머의 수(9개)가 개체 식별에 사용 가능한 수

준이라고 주장했다. 유럽너도밤나무(Fagus sylvatica L.) 

Hilchenbach 집단의 경우 상대적으로 높은 PIsib 값을

(4×10-3)가졌지만, 해당 집단에서 유전자형이 동일한 개체

들은 모두 근연관계에 속했고, PI 값이 1.6×10-7였기 때문에 

6개 프라이머를 이용해도 식별력이 충분했다(Hasenkamp 

et al., 2011). Waits et al.(2001)은 자연집단에서 개체들을 식

별할 때 PI 값이 1×10-3-1×10-4정도면 충분하다고 언급했다.

본 연구의 PIsib 값은 9.3×10-3으로 D’Amico et al.(2019)

의 결과와 같은 10-3규모의 값이다. PI 값의 경우 1.8×10-5

으로 Waits et al.(2001)이 제시한 기준에 부합한다. 본 연

구는 자연집단을 대상으로 이루어지지는 않았기에 Waits 

et al.(2001)의 결론을 그대로 사용하기에는 어려울 수 있

지만 본 연구의 PI 값이 1×10-4보다 작은 값이었다는 점과 

유전자형이 동일한 차대묘(총 14쌍)들은 모두 근연관계에 

있었다는 점을 모두 고려한다면, 본 연구의 PI 값도 적정 

수준이라고 판단할 수 있다.

Waits et al.(2001)이 언급했던 자연집단과 달리 본 연구

는 인공교배 집단을 대상으로 했으므로 Psex값을 통해 프

라이머 수의 적절성을 추가적으로 평가했다. GenClone 

2.0에 의해 도출된 Psex값은 모두 0.05보다 작았다. Psex값은 

유전자형이 같은 개체가 존재할 때만 산출되는 값으로 

0.05보다 작은 Psex값은 연구에 사용된 프라이머들을 바탕

으로 클론 다양성에 대한 명확한 추정이 가능함을 의미한

다(Arnaud-Haond et al., 2005). GenClone 2.0을 클론이 아

닌 집단의 연구에도 사용 가능하기에(Arnaud-Haond and 

Belkhir, 2007) 이번 연구에 Psex값을 적용 가능하다. PI 

값, PIsib 값, Psex 값의 적절성을 토대로, 본 연구에 사용된 

프라이머 수(6개)는 적절하다고 할 수 있다.

CERVUS ver.3.0.7을 이용한 maternity analysis 결과에

서(Table 2) critical delta 값은 95% 신뢰수준에서 1.26, 

80% 신뢰수준에서 0.00이었다. 95% 신뢰수준에서 모수가 

CB2 KW40 Total

Number of samples (95% confidence level) 53 2 159

Proportion to total sample (%) (95% confidence level) 33.3 1.3 100

Number of samples (80% confidence level) 71 55 159

Proportion to total sample (%) (80% confidence level) 44.7 34.6 100

Table 2. Result of the first maternity analysis by CERVUS ver.3.0.7.
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충북2호 또는 강원40호인 개체는 총 55개(34.6%)였으며, 

80% 신뢰수준에서 모수가 충북2호 또는 강원40호인 개체

는 총 126개(79.2%)였다. CERVUS ver.3.0.7은 LOD 값을 

이용해 차대 개체별로 모수일 가능성이 가장 높은 후보를 

산출한다. CERVUS ver.3.0.7결과 후보 모수 중 가장 가능

성이 높은 모수 개체와 유전자형의 불일치가 있는 3개

(1.9%)의 차대목들은 모수가 충북2호도, 강원40호도 아닌 

것으로 나타났다. 또한, 강원40호가 모수일 가능성이 가장 

높은 개체 중 30개(18.9%)의 차대목들도 강원40호가 모수

가 아닌 것으로 추정되었다. 모수가 충북2호 또는 강원40

호로 추정된 모든 개체들은 추정된 모수와 유전자형의 불

일치가 없었다.

강원40호와 유전자형의 불일치가 없지만 강원40호가 

모수가 아니라고 식별된 30개 차대목의 경우, 통계 분석과

는 달리 실제 모수가 강원40호일 가능성도 존재한다. 이를 

위해 CERVUS ver.3.0.7에서 사용하는 계산식을 확인할 

필요가 있다. 화분수의 유전자형을 모르는 경우 maternity 

analysis에 사용되는 LOD 계산식은 다음과 같다.

 

 

이 때 P(gm)과 P(go)는 하디-바인베르크 원리를 가정했을 

때의 모수와 교배 차대목의 유전자형 빈도이다. T(go|gm)

는 조건부 확률의 일종으로, 모수 유전자형을 가정했을 때 

멘델 유전에 의해 교배 차대목 유전자형이 나타날 확률이

다. ε는 유전자형 식별의 오류 확률이다(Kalinowski et al., 

2007).

충북2호의 경우 CPDE0137에서만 동형접합자이며 강원

40호의 경우 CPDE0076에서만 동형접합자이다. 따라서 

모수와 교배 차대묘가 모두 이형접합자인 경우를 예시로 

살펴볼 수 있다. 예를 들어, 모수의 유전자형이 AB, 교배 

차대목의 유전자형이 BC라고 하고, 대립유전자 A, B, C의 

대립유전자 빈도가 a, b, c라고 하자. 이 때 T(go|gm)값은 

모수가 B를 물려줄 확률(1/2)과 화분수에서 대립유전자 C가 

전해지는 확률(c)의 곱인 c/2가 된다(Marshall et al., 1998). 

P(go)는 하디-바인베르크 원리에 의해서 2bc가 된다.

LOD 계산식에 따르면 T(go|gm)보다 P(go)의 효과가 더 

큰 경우 LOD 값이 음수로 나타날 수 있다. LOD 계산식에

서 P(gm)P(go)로 진수의 분자와 분모를 나누면 T(go|gm)이 

P(go)보다 큰 경우 LOD 값이 양수가 되며, T(go|gm)이 P(go)

보다 작은 경우 LOD값이 음수가 되는 것을 알 수 있다

(Additional file 1). 위 예시에서 c/2 값이 2bc 보다 작으면 

LOD 값이 음수가 된다. 즉, b의 값(B 대립유전자의 대립

유전자 빈도)이 1/4 보다 큰 경우 LOD 값이 음수가 된다.

본 연구는 인공교배 차대묘 집단을 대상으로 진행되었

으며, 모수 후보와 유전자형 불일치가 없는 차대묘가 전체

의 98.1%에 달했다. 따라서 충북2호와 강원40호가 가지고 

있는 대립유전자의 경우 대립유전자 빈도가 높게 나타난

다. 따라서 위의 예시와 같이 하나의 대립유전자를 공유하

는 모수와 교배 차대묘가 존재할 때, 이형접합 모수가 이형

접합 교배 차대묘에 물려준 대립유전자의 빈도가 1/4 보다 

높은 경우가 존재한다. 이와 더불어, 모수와 유전자형 차이

가 존재하지 않는 선에서 LOD 값을 음수로 만드는 조건들

(Additional file 2)이 강하게 나타난 차대목의 경우 통계분

석에서 강원40호가 모수가 아닌 것으로 나타날 수 있다.

위음성(false-negative)의 가능성이 있지만, 통계적으로 

충북2호 또는 강원40호가 모수인 것으로 식별된 차대묘만 

이용하여 parent pair 분석을 실시했다(Table 3). Critical 

delta 값은 95% 신뢰수준에서 3.86, 80% 신뢰수준에서 

0.00이었다. 126개 개체 중 60개(47.6%) 개체가 충북2호와 

강원40호의 친자 혈통으로 식별되었다. 또한, 8개체(6.3%)

가 충북2호, 2개체(1.6%)가 강원40호의 자배로 만들어진 

개체로 추정되었다. 충북2호와 강원40호의 친자 혈통으로 

추정된 차대묘 중 하나(3-44-10b)는 강원40호와 유전자형

의 불일치가 1개 존재했다. 충북2호의 자배로 만들어진 

것으로 추정된 차대묘 중 하나(3-46-2b)는 충북2호의 자배

를 가정했을 때 유전자형의 불일치가 1개 존재했으며, 두 

개(3-45-5a, 3-54-4)는 충북2호의 자배를 가정했을 때 유전

Made by CB2 and 
KW40

Offspring by 
selfing (CB2)

Offspring by 
selfing (KW40)

Total

Number of samples (95% confidence level) 36 6 1 126(159)

Proportion to total sample (%) (95% confidence level) 28.6(22.6) 4.8(3.8) 0.8(0.6) 100(100)

Number of samples (80% confidence level) 60 8 2 126(159)

Proportion to total sample (%) (80% confidence level) 47.6(37.7) 6.3(5.0) 1.6(1.3) 100(100)

The values in bracket are about all samples, the values out of bracket don’t contain samples which mother tree is neither 
CB2 nor KW40.

Table 3. Result of the first parent pair analysis by CERVUS ver.3.0.7.
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자형의 불일치가 2개 존재했다.

첫 번째 parent pair analysis 결과(Figure 1) LOD score가 

0을 넘는 차대묘는 60본이었으며, LOD score가 0이하인 

차대묘는 66본이었다. 이 때 LOD score가 0을 넘는 차대

묘들 모두 delta 값이 0을 넘었다.

소집단 2에서 중복되는 개체목 인식표를 가진 개체가 

세 개체 존재했다. 앞서 밝힌 바와 같이, 충북2호×강원40

호 집단과 강원40호×충북2호 집단이 섞이는 외의 다른 문

제가 없다면 중복되는 개체목 인식표는 세 개 이상일 수 

없다. 3-47-8의 경우, 같은 개체목 인식표가 세 개 있었는데 

이를 통해 관리상의 문제점이 있었다고 판단할 수 있다.

Maternity analysis 결과에서도 문제가 나타났다. 소집단 

1에 속하는 차대목 중 모수가 강원40호로 추정된 개체가 

35개 존재했다. 또한, 소집단 2에서는, 중복되는 인식표를 

가지는 개체들이 모수가 같은 경우가 존재했다. 예를 들

어, 3-45-12a와 3-45-12b 모두 모수가 강원40호로 식별되

었다. 앞서 말한 바와 같이, 중복되는 개체목 인식표를 가

지는 차대목의 각 모수는 서로 다르다. 따라서 이론적으로는 

모수가 같을 수가 없다(Table 4). Grattapaglia et al.(2014)

에 따르면 채종원 조성 당시의 클론명 오표기에 의해 이런 

현상이 발생할 수 있다. 채종목의 클론명 오표기의 가능성

도 있지만, 동일한 인식표를 공유하는 세 개체가 존재한다

는 점을 고려했을 때, 관리상의 문제 가능성을 배제할 수

는 없다. 따라서 이와 같은 문제가 존재하는 경우(전체 

159본 중 54본)를 제외하고 다시 분석을 실시했다.

이 때, 관리상의 문제 외에 다른 이유로 위와 같은 상황

이 발생할 수 있으므로 주의가 필요하다. 또한 통계 분석

에 따라 지정된 모수가 개체목 인식표로 예상 가능한 모수

와 같은 경우에도 아무 문제가 없다고 단정할 수 없다. 

Adams et al.(1988)는 인공교배의 에러가 발견되지 않더라

도 교배상의 문제가 있을 수 있음을 지적했는데, 화분오염

으로 만들어진 차대목의 유전자형이 우리가 목적한 화분

수를 바탕으로 예측 가능한 유전자형에 부합할 가능성이 

있다. 따라서 친자 혈통으로 확인된 차대목 중에서도 화분

오염으로 만들어진 개체들이 존재할 수 있다. 또한, 관리

상의 문제점이 있었지만 충북2호와 강원40호의 유전자형

을 바탕으로 예상 가능한 친자 혈통의 유전자형이 나타날 

가능성도 존재한다.

인공교배 차대묘 105본에 대하여 Micro-Checker 

ver.2.2.3을 이용하여 분석한 결과 PCR에서의 large allele 

One out of a labeling pair (with a)
(e.g. 3-45-12a)

One out of a labeling pair (with b)
(e.g. 3-45-12b)

Possible mother tree combinations
CB2 KW40

KW40 CB2

In case of 3-47-8a, 3-47-8b and 3-47-8c, the existence of three 3-47-8 labeling is a problem itself.

Table 4. Logically possible cases in the subpopulation2 which deduced by the assumption that there is no problems except mixing

two populations (CB2×KW40 and KW40×CB2).

Figure 1. LOD distribution of the first parent pair analysis for CB2×KW40 or KW40×CB2.



韓國山林科學會誌 제112권 제2호 (2023)164 

dropout이 존재하지 않았으며, DNA polymerase의 slippage

에 의해 만들어진 stutter sequence는 없었다. CPDE0077 

프라이머에서 null allele이 존재하는 것으로 추정되었는데

(p<0.001), 다른 다섯 개 프라이머에서는 null allele이 없는 

것으로 추정되었다(p>0.05).

GenAlEx 6.51b2에 의해 PI 값은 1.4×10-5, PIsib 값은 

8.9×10-3으로 산출되었다. 이 값은 D’Amico et al.(2019)의 

PIsib 값인 3×10-3과 함께 10-3규모의 값이다. 또한, PI 값은 

1.4×10-5로 Waits et al.(2001)이 제시한 기준(1×10-3-1×10-4)

보다 낮으며, 유전자형이 동일한 차대묘(총 7쌍)들은 모두 

근연관계에 있었다. 따라서 본 연구의 6개 프라이머는 

Hasenkamp et al.(2011)이 유럽너도밤나무 Hilchenbach 집

단에 적용한 6개 프라이머와 비슷한 조건에 해당된다.

1차 혈통분석과 마찬가지로, Waits et al.(2001)이 자연

집단에 대한 기준을 제시했다는 문제점이 존재한다. 따라

서 Psex값을 이용한 프라이머 수의 적절성 평가를 진행했

다. Genclone 2.0에 의해 산출된 Psex값은 모두 0.05보다 

작았다. 따라서 본 연구에서 6개 프라이머를 사용한 것은 

적절하다고 판단된다.

CERVUS ver.3.0.7을 사용한 maternity analysis 결과

(Table 5), critical delta 값은 95% 신뢰수준과 80% 신뢰수

준 모두에서 0.00이었다. 95% 신뢰수준과 80% 신뢰수준

에서 모수가 충북2호 또는 강원40호인 개체는 총 81개

(77.1%)였다. 가장 가능성이 높은 후보 모수와 유전자형의 

불일치가 있는 3개(2.9%)의 차대목들은 모두 모수가 충북

2호도, 강원40호도 아닌 것으로 나타났다. 강원40호가 모

수일 가능성이 가장 높은 개체 중 21개(20.2%)의 차대목

들도 강원40호가 모수가 아닌 것으로 식별되었다. 모수가 

충북2호 또는 강원40호로 밝혀진 차대목들은 모수와 유전

자형 불일치가 없었다.

강원40호와 유전자형의 불일치가 없지만 통계분석에서

는 강원40호가 모수가 아닌 것으로 나타난 21개체의 경우 

위음성(false-negative)일 가능성이 있다. 예를 들어, 1차 분석

에서 충북2호와 강원40호가 모수가 아닌 것으로 확인된 8

개 개체(3-45-10a, 3-45-11a, 3-50-2, 3-51-7, 3-52-5, 3-53-8, 

3-53-9, 3-54-10)는 2차 분석에서 모수가 강원40호로 나타

났다. 분석 간 식별 결과의 차이는 1차 분석에서 모수가 

지정된 경우에도 나타난다. 1차 분석에서 충북2호가 모수인 

것으로 나타난 개체 중 세 개체(3-44-11a, 3-47-7a, 3-53-7)

는 2차 분석에서 강원40호가 모수인 것으로 나타났다.

2차 분석에서 모수가 충북2호나 강원40호로 식별된 차

대묘들만 이용하여 2차 parent pair 분석을 실시했다(Table 6). 

Critical delta 값은 95% 신뢰수준에서 2.20 그리고 80% 

신뢰수준에서 0.00이었다. 81개 개체 중 47개(58.0%)가 충

북2호와 강원40호의 친자 혈통으로 식별되었다. 또한 3개

체(2.9%)가 충북 2호의 자배로 만들어진 개체로 추정되었

으며, 2개체(1.9%)가 강원40호의 자배로 만들어진 개체로 

추정되었다. 친자 혈통, 충북2호의 자배 및 강원40호의 자

배로 만들어진 것으로 식별된 차대목들 모두 부모와의 유

전자형 불일치가 없었다.

두 번째 parent pair analysis 결과(Figure 2) LOD score가 

0을 넘는 차대묘는 47개였으며 LOD score가 0이하인 차

대묘는 34개였다. 이 때 LOD score가 0을 넘는 차대묘들 

모두 delta 값이 0을 넘었다.

Made by CB2 
and KW40

Offspring by 
selfing (CB2)

Offspring by 
selfing (KW40)

Total

Number of samples (95% confidence level) 37 3 2 81(105)

Proportion to total sample (%) (95% confidence level) 45.7(35.2) 3.7(2.9) 2.5(1.9) 100(100)

Number of samples (80% confidence level) 47 3 2 81(105)

Proportion to total sample (%) (80% confidence level) 58.0(44.8) 3.7(2.9) 2.5(1.9) 100(100)

The values in bracket are about all samples, the values out of bracket don’t contain samples which mother tree is neither 
CB2 nor KW40.

Table 6. Result of the second parent pair analysis by CERVUS ver.3.0.7.

CB2 KW40 Total

Number of samples (95% confidence level) 54 27 105

Proportion to total sample (%) (95% confidence level) 51.4 25.7 100

Number of samples (80% confidence level) 54 27 105

Proportion to total sample (%) (80% confidence level) 51.4 25.7 100

Table 5. Result of the second maternity analysis by CERVUS ver.3.0.7.
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2차 분석에서도 1차 분석과 마찬가지로, 소집단 1의 차

대목 모수가 강원40호로 식별되는 문제가 존재했다. 소집

단 2에서 중복된 인식표를 가지는 개체가 같은 모수를 가

지는 문제 역시 존재했다. 인식표가 3-47-8이었던 세 개체

는 2차 분석에 사용되지 않았으므로 세 개체가 같은 인식

표를 가지는 문제점은 없었다. 이와 같은 개체들을 제외하

면, 전체 159개 차대묘 중 68개체(42.8%)가 관리상의 문제

가 의심되지 않으면서, 충북2호 또는 강원 40호가 모수로 

식별되었다. 다만, 모수 후보목과 유전자형의 불일치가 존

재하는 차대목은 전체 159본 중 3본(1.9%)에 불과했다. 또한, 

친자 혈통이라고 판정된 차대묘 중 관리상의 문제가 의심

되지 않는 개체는 전체 159개 차대묘 중 44개체(27.7%)였

다. 본 연구의 인공교배 효율은 27.7%로 판단된다.

본 연구의 인공교배 효율을 선행연구와 비교하기 위해

서, 앞선 연구결과들을 제시하고자 한다. 선행연구에서는 

인공교배 기록과 microsatellite 분석을 이용한 모수, 화분

수 확인 결과를 비교하여 인공교배 효율을 결정했다. 잎갈나

무 채종원의 경우 모수를 기준으로 할 때의 효율은 47.9% 

(123/257), 화분수를 기준으로 할 때의 효율은 43.6% 

(112/257)였다(Sun et al., 2017). 테다소나무 채종원을 대

상으로 한 연구에서는 2005년의 인공교배와 2006년의 인

공교배의 효율을 평가했다. 2005년의 인공교배 효율은 모

수를 기준으로 할 때 56.9%(91/160), 모수와 화분수를 모

두 고려했을 때 21.3%(34/160)이며 2006년의 인공교배 효

율은 모수를 기준으로 할 때 80.0%(112/140), 모수와 화분

수를 모두 고려했을 때 67.1%(94/140)였다(Grattapaglia 

et al., 2014). Kumar et al.(2007)의 라디아타소나무 연구에

서는 모수를 기준으로 했을 때의 인공교배 효율이 

72.1%(165/229)였다.

본 연구에서 충북2또는 강원40호가 모수이며, 관리상의 

문제가 의심되지 않는 차대목의 비율(42.8%)은 Sun et 

al.(2017)의 연구와 비슷한 값이라고 할 수 있지만, 다른 

연구에 비해서는 낮은 값을 나타낸다. 본 연구에서의 인공

교배 효율(27.7%)은 모수와 화분수를 모두 고려한 2005년 

테다소나무 채종원 인공교배 효율(21.3%)과(Grattapaglia 

et al., 2014) 비슷하지만 다른 수치들에 비해서는 낮은 값

을 보인다.

이 때, Sun et al.(2017)의 연구에서 모든 교배조합이 인

공교배 효율이 높은 것은 아니다. 잎갈나무 교배조합 중 

59×120이 가장 극단적인 예를 보여주는데, 59×120의 차

대목 7개체 중 모수가 59인 개체는 없었으며(0.0%), 한 차

대목의 화분수만 120으로 식별되었다(14.3%). 77×98의 경

우 총 10개의 차대목 중 모수가 77인 개체는 5개였으며

(50.0%) 화분수가 98인 개체는 2개체 존재했다(20.0%). 이

를 고려한다면, 인공교배를 실시할 때 낮은 인공교배 효율

이 나타날 가능성이 존재한다고 생각한다. 본 연구와 유사

한 결과값의 발생 가능성도 충분히 존재한다.

본 연구의 결과를 네 가지로 진단해볼 수 있다. 먼저, 

채종원 조성 당시 채종목의 인식표가 잘못되었을 가능성

이 존재한다. 모수로 사용된 채종목의 클론명이 잘못 기재

된 경우 통계분석에 의해 식별된 인공교배 차대묘들의 모

수가 인공교배 기록상의 모수와 달라질 수 있다. 

Grattapaglia et al.(2014)은 채종목 인식표 오류를 지적했

다. 테다소나무 연구대상 교배집단 중 F05_1(2005년 인공

교배) 집단은 모수가 101로 식별되어야 하지만 F05_1인공

교배 집단에서 차대목 중 90% 이상의 모수가 103으로 식

Figure 2. LOD distribution of the second parent pair analysis for CB2×KW40 or KW40×CB2.
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별되었다. 모수로 사용된 채종목의 인식표 오류에 의해 이

와 같은 문제가 발생할 수 있다. 본 연구에서도 차대묘 

인식표를 바탕으로 한 예상과 통계분석 결과가 다른 차대

목이 총 64개체(40.3%, 관리 문제 가능성이 존재하는 67

개체 중 관리 문제가 분명한 세 개체(3-47-8a, 3-47-8b, 

3-47-8c) 제외) 존재했다. 본 연구에서는 충북2호, 강원40

호의 유전자형만을 이용하여 분석을 했지만, 모수 식별에

서의 문제가 있는 64개체가 모수로 사용된 채종목의 인식

표 오류에 의해 만들어졌을 가능성이 있다.

화분오염에 의해서 화분수 식별 결과와 인공교배 기록

상의 화분수가 다른 인공교배 차대목이 만들어질 수 있다. 

Sun et al.(2017)은 잎갈나무 인공교배 시 화분오염이 있었

음을 지적했는데, 채종원 내 임목의 화분과 채종원 외부 

임목의 화분 모두가 화분오염을 일으켰다. Adams et al. 

(1988)은 화분오염이 일어나는 원인들을 제시한다. 미숙

한 화분 채취 기술, 의도치 않은 화분 혼합이 화분오염을 

일으킬 수 있다. 인공교배를 하는 동안 교배조합의 화분수

가 아닌 다른 임목에서 온 화분을 주입하는 경우에도 화분

오염이 일어날 수 있다. 또한, 암구과의 격리도 화분오염

을 막는데 중요한 요소이다. Grattapaglia et al.(2014)은 

2005년에는 수분을 위해 교배봉투를 잠시 제거해야 했지

만, 2006년에는 주사기로 화분을 주입할 수 있는 교배봉투

를 사용했다고 밝혔다. 결과적으로 이러한 차이가 인공교

배 성공률을 높였다. Kumar et al.(2007)은 화분을 채취하

는 시기에 연구자가 사용하는 화분수 외에 다른 임목에서

도 화분이 비산되는 것도 문제라고 언급했다.

본 연구에서는 화분오염 가능성이 존재한다. 앞서 밝힌 

대로, 교배를 할 때 고온으로 인해 교배봉투 적용 시기를 

예측하기가 어려웠으며, 강풍으로 인해 손상된 교배봉투

도 존재했다. 이러한 문제 때문에 화분오염이 발생했을 수 

있다. 또한 화분 비산 시기의 동일성 때문에, 인공교배를 

위해 채취된 화분에 충북2호와 강원40호 외의 채종목에서 

비산된 화분이 섞여 있을 가능성을 배제할 수는 없다.

화분오염의 원인에는 인공교배 기법과 무관한 요인도 

존재한다. Adams et al.(1988)은 의도치 않은 화분 오염의 

주요 원인 중 하나가 채종원 내 채종목의 인식표 오류라고 

지적한다. Grattapaglia et al.(2014)역시 화분수로 사용된 

채종목의 인식표 오류가 화분수 식별 오류를 만들어 냈을 

가능성도 제기하는데, 이는 인식표에 문제가 있는 채종목

에서 화분을 채취했기 때문이다. 2005년의 테다소나무 인

공교배에서 103, 107클론 등이 모수와 화분수로 모두 사

용되었는데, 본 연구의 충북2호와 강원40호도 모수와 화

분수로 모두 사용되었다. 따라서 본 연구에서 모수의 채종

목 인식표 오류가 존재했다면, 인식표 오류가 있는 채종목

에서 화분이 채취되었을 가능성이 존재한다. 이에 따라 화

분수 인식표 오류에 의한 화분 오염이 나타날 수 있다.

차대묘 인식표를 바탕으로 한 예상과, 통계분석 결과가 

다른 문제는 교배조합 차대묘 관리 문제 때문에 발생했을 

수도 있다. 본 실험의 실험 대상은 두 개의 교배조합이 

혼합된 집단이었다. 즉, 차대묘를 관리하는 과정에서 충북

2호×강원40호 집단과 강원40호×충북2호 집단이 제대로 

분리되어 있지 않았다. 3-47-8의 경우 동일한 인식표를 가

지는 개체가 세 개체가 있었다. 따라서 두 집단이 섞이는 

문제 외에 다른 관리상의 문제 가능성도 존재한다. 집단을 

조성할 때 충북2호×강원40호, 강원40호×충북2호 외에 충

북2호 풍매 집단, 강원40호 풍매 집단도 같이 조성했는데, 

풍매 개체가 인공교배 차대묘 집단에 섞여 있는 경우 문제

를 야기할 수 있다.

마지막으로 구과 채취와 종자 처리에서의 문제가 존재

할 수 있다. Kumar et al.(2007)은 인공교배 후 구과 채취 

과정에서 풍매 구과를 채취하는 경우 인공교배 결과에 문

제가 생길 수 있다고 지적한다. Grattapaglia et al.(2014)은 

교배조합 간 종자가 섞이는 문제를 배제하지는 않으며 

Sun et al.(2017)은 종자를 수집할 때 주의가 필요하다고 

주장한다. 본 연구에서도 구과 채취부터 파종 단계까지 종

자가 섞였을 가능성을 배제할 수는 없다.

본 연구의 인공교배 효율이 높다고 판단할 수는 없지만, 

인공교배 차대묘의 활용 가능성에 대해서 따로 고찰할 필

요가 있다. 2005년에 실시된 테다소나무 인공교배에서 

88.1%(141/160)의 차대묘의 모수가 인공교배에 사용된 채

종목으로 식별되었다. 또한, 모수와 화분수가 모두 인공교

배에 사용된 채종목인 차대묘의 비율은 64.4%(103/160)였

다. 물론, 2005년 당시의 인공교배 기록을 기준으로 계산

된 인공교배 효율은 모수를 기준으로 했을 때 56.9%, 모수

와 화분수를 모두 고려했을 때 21.3%였다. 하지만 해당 

연구를 수행한 학자들은 통계분석에 따른 모수를 기준으

로 인공교배 차대묘 집단의 활용 가능성을 고찰했다. 해당 

연구진은 채종목을 모수와 화분수로 둔 차대묘는 유전적

으로 우수하다고 판단하였고, 이를 근거로 해당 연구자들

은 2005년에 만들어진 인공교배 차대묘가 조림에 사용될 

수 있다고 주장했다(Grattapaglia et al., 2017).

차대묘 인식표와 무관하게, 본 연구에서는 134본의 차

대묘(84.3%, 1차 분석에서 모수가 식별된 126본, 1차 분석

에서는 모수가 지정되지 않았지만 2차 분석에서 모수가 

식별된 8본)가 충북2호 또는 강원40호를 모수로 두고 있

다는 결과가 나타났다. 또한, 총 156본(98.1%)의 차대묘가 

해당 차대묘의 가장 가능성이 높은 모수와 유전자형 불일

치가 없었다. 통계 분석만을 기준으로 판단했을 때, 60본
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의 차대묘(37.7%)가 충북2호와 강원40호의 교배로 만들

어졌다. 37.7%라는 수치가 Grattapaglia et al.(2017)이 제

시한 64.4%보다는 낮지만, 모수를 기준으로 했을 때의 비

율이 비슷하므로 본 연구의 인공교배 차대묘 집단도 조림

용으로는 사용이 가능할 수 있다. 물론 더 많은 유전획득

량을 얻기 위해서는 더 높은 인공교배 효율이 필요하다. 

또한, 충북2호와 강원40호의 친자 혈통만 사용할 수 있는 

유전학 연구도 존재하므로, 이러한 연구를 위해서도 더 높

은 인공교배 효율이 필요하다.

Microsatellite를 이용하여 충북2호×강원40호와 강원40호

×충북2호가 섞인 집단에 대한 혈통분석을 진행하고, 인공교

배 기록과 상충하는 결과들을 배제함으로써 42.8%의 모수 

일치율과 27.7%의 인공교배 효율을 확인할 수 있었다. 이는 

선행연구의 인공교배 효율보다 낮은 수치였다. 이러한 문제

는 모수로 사용된 채종목의 인식표 문제, 화분오염 문제, 

구과 채취 및 종자 관리의 문제와 교배 차대묘 관리 문제에 

의해 발생할 수 있다. 이를 해결하기 위해서 채종원 내 

채종목의 인식표 정확성 분석, 화분오염을 막을 수 있는 

인공교배 기법 사용 및 구과와 종자 처리 시 실수를 줄이는 

방법이 요구된다. 선행논문과 달리 이번 연구에서 차대묘 

집단 간 분리를 포함하는 차대묘 관리 문제를 제기할 수 

있었다. 따라서 파종 이후의 올바른 차대묘 관리도 인공교배

의 정확도를 높이기 위해 중요하다. 인공교배를 통해 만들어

진 차대묘들은 수목의 유전학 연구, 교잡육종 등에 사용된다. 

또한 인공교배 차대묘는 진전세대 채종원을 조성하는데 

사용되며, 조성에 사용된 인공교배 차대묘들이 생산한 종자

에 의해 조림이 실시된다. 이러한 인공교배의 활용을 고려한

다면 높은 인공교배 효율은 여러 사업과 연구가 효율적으로 

진행되기 위해 요구되는 조건이라고 할 수 있다. 따라서 

인공교배가 성공적으로 될 수 있도록 앞에서 지적된 네 

가지 사항에 주의하여 인공교배를 진행해야 한다.
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Additional File 1

By Kalinowski et al.(2007), the equation for paternity 

analysis when mother is unknown is:

(1)

In here, P(ga) is the probability of alleged father’s 

genotype under Hardy–Weinberg equilibrium assumptions. 

P(go) is the probability of offspring’s genotype under 

Hardy–Weinberg equilibrium assumptions. T(go|ga) is a 

Mendelian transition probability. ε is genotyping error rate. 

Kalinowski et al.(2007) said that equation 1 can be used 

for mother in exactly same way. So, the equation for 

maternity analysis when father is unknown is:

(2)

In here, P(gm) is the probability of mother’s genotype 

under Hardy–Weinberg equilibrium assumptions. T(go|gm) 

is a Mendelian transition probability. If the denominator 

and the numerator in the antilogarithm are divided by 

P(gm)P(go), then the equation 2 is became like that:

(3)

If the numerator ( ) is larger 

than the denominator( ), then the

antilogarithm is larger than 1. Therefore, LOD is larger than 

0. If the denominator is larger than the numerator, then the 

antilogarithm is smaller than 1. Therefore, LOD is smaller 

than 0.

We can compare the values of the numerator and the 

denominator using subtraction. Let’s see inequation 1 and 2:

(inequation 1)

(inequation 2)

If the numerator is larger than the denominator, then 

inequation 1 is true. If the numerator is smaller than the 

denominator, then inequation 2 is true. When inequation 

1 is true, the antilogarithm is larger than 1 and LOD is 

larger than 0. When inequation 2 is true, the antilogarithm 

is smaller than 1 and LOD is smaller than 0. Inequation 1 

and 2 can be simplified by erasing common 2ε(1 – ε) + ε2. 

Inequation 1 is simplified to inequation 3 and inequation 

2 is simplified to inequation 4:

(inequation 3)

(inequation 4)

Here, (1-ε)2 is larger than 0. So, we can know the logical 

values of inequation 3 and 4 by comparing  and 

1. It can be visualized in inequation 5 and 6. Let’s divide 

both sides of inequation 3 and 4 by (1-ε)2.

(inequation 5)

(inequation 6)

If  is larger than 1, then inequation 5, 3 and

1 are true. In that case, the antilogarithm is larger than 1 

and LOD is larger than 0. If  is smaller than 1, 

then inequation 6, 4 and 2 are true. In that case, the 

antilogarithm is smaller than 1 and LOD is smaller than 

0. Furthermore, we can find out the logical value of 

inequation 5 and 6 by comparing T(go|gm) and P(go). Let’s 

multiply both sides of inequation 5 and 6 by P(go).

(inequation 7)

(inequation 8)

If inequation 7 is true, then inequation 5, 3 and 1 are 

true. Therefore, the antilogarithm is larger than 1 and LOD 

is larger than 0. If inequation 8 is true, then inequation 6, 

4 and 2 are true. Therefore, the antilogarithm is smaller 

than 1 and LOD is smaller than 0. Here, the conclusion 

is that “if T(go|gm) is larger than P(go), then LOD is larger 

than 0.” And “if T(go|gm) is smaller than P(go), then LOD 

is smaller than 0.”
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Additional File 2

From Additional file 1, we deduced the conclusion that 

we can know whether a LOD value is larger than 0 or 

smaller than 0 by comparing T(go|gm) and P(go). By using 

that conclusion, we’re going to figure out the conditions 

that can make a LOD value smaller than 0 without genotype 

mismatch to a candidate mother tree. In this file, we’ll 

check one locus. And we don’t see the case that a candidate 

mother tree and an offspring share no allele. So, there must 

be at least one common allele between a candidate mother 

tree and an offspring.

1. A candidate mother and an offspring are 

homozygotes at the locus

A candidate mother’s genotype is AA and an offspring 

genotype is AA. And let the allele frequency of A in the 

population is a.

The probability that a candidate mother tree gave A to 

an offspring is 1. And the probability that an offspring is 

gave the other A from the father is a. So, T(go|gm) is a. 

Under Hardy-Weinberg assumptions, P(go) is a2.

Let’s compare two values.

∴ LOD ≥ 0 (∵ 0 ＜ a ≤ 1)

So, the condition that a candidate mother and an offspring 

are homozygote dosen’t decrease LOD value. (By the 

assumption in the page 1, a candidate mother and an 

offspring have same allele. So, their genotypes are same 

AA)

2. A candidate mother is a homozygote but an 

offspring is a heterozygote at the locus

A candidate mother’s genotype is AA and an offspring 

genotype is AB. And let the allele frequency of A and B 

in the population are a and b respectively.

The probability that a candidate mother tree gave A to 

an offspring is 1. And the probability that an offspring is 

gave B from the father is b. So, T(go|gm) is b. Under 

Hardy-Weinberg assumptions, P(go) is 2ab.

Let’s compare two values.

Case 1) 2a ≤ 1

≥ 1

∴ LOD ≥ 0

Case 2) 2a > 1

∴ LOD < 0

So, if a > 1/2, a LOD score can be smaller than 0 without 

mismatch to a candidate mother tree.

3. A candidate mother is a heterozygote but an 

offspring is a homozygote at the locus

A candidate mother’s genotype is AB and an offspring 

genotype is AA. And let the allele frequency of A and B 

in the population are a and b respectively.

The probability that a candidate mother tree gave A to 

an offspring is 1/2. And the probability that an offspring 

is gave the other A from the father is a. So, T(go|gm) is 

a/2. Under Hardy-Weinberg assumptions, P(go) is a2.

Let’s compare two values.

Case 1) 2a ≤ 1

≥ 1

∴ LOD ≥ 0

Case 2) 2a > 1

∴ LOD < 0

So, if a > 1/2, a LOD score can be smaller than 0 without 

mismatch to a candidate mother tree.
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4. A candidate mother and an offspring are 

heterozygotes at the locus. And only one allele 

is shared by two trees

A candidate mother’s genotype is AB and an offspring 

genotype is AC. And let the allele frequency of A, B, and 

C in the population are a, b, and c respectively.

The probability that a candidate mother tree gave A to 

an offspring is 1/2. And the probability that an offspring 

is gave the other C from the father is c. So, T(go|gm) is 

c/2. Under Hardy-Weinberg assumptions, P(go) is 2ac.

Let’s compare two values.

Case 1) 4a ≤ 1

 ≥ 1

∴ LOD ≥ 0

Case 2) 4a > 1

∴ LOD < 0

So, if a > 1/4, a LOD score can be smaller than 0 without 

mismatch to a candidate mother tree.

5. A candidate mother and an offspring are 

heterozygotes at the locus. And both alleles are 

shared by two trees

A candidate mother’s genotype is AB and an offspring 

genotype is AB. And let the allele frequency of A and B 

in the population are a and b respectively.

The probability that a candidate mother tree gave A to 

an offspring is 1/2. And the probability that an offspring 

is gave the other B from the father is b. The probability 

that a candidate mother tree gave B to an offspring is 1/2. 

And the probability that an offspring is gave the other A 

from the father is a. The sum of two probability is (a+b)/2. So, 

T(go|gm) is (a+b)/2. Under Hardy-Weinberg assumptions, 

P(go) is 2ab.

Let’s compare two values.

Case 1) 4ab ≤ (a+b)

 ≥ 1

∴ LOD ≥ 0

Case 2) 4ab > (a+b)

∴ LOD < 0

So, if 4ab > (a+b), a LOD score can be smaller than 0 

without mismatch to a candidate mother tree.

We found out conditions that decrease a LOD value for 

one locus. However, several primers are used in a parentage 

analysis. So, effects of these conditions can be offset by 

effects of other loci. As an example, let us assume that we 

use 6 loci in our parentage analysis. At first locus, a 

candidate mother’s genotype is AB and an offspring’s 

genotype is AC (allele frequencies of A, B, and C at the 

population is a, b, and c respectively). And a is larger than 

1/4. At the other loci, the candidate mother and the 

offspring are heterozygotes. And two trees share only one 

allele (like DE and EF). All of these allele frequencies of 

the candidate mother tree’s alleles are less than 1/4 (total 

five alleles). In this case, the LOD score might be larger 

than 0. So, we think that we should see each study’s 

specific context. But we think that finding these conditions 

bring us more understanding for SERVUS ver.3.0.7 LOD 

equation.
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