
최 종

연구보고서

遺傳工學 技法을 이용한 韓牛의 遺傳的 純粹性

규명과 能力改良 體系確立

Genetic Identification and Improvement of Korean Cattle

using DNA Technologies

영 남 대 학 교

농 림 부



최 종 보 고 서

190㎜×268㎜

1999 년도 농림기술개발사업에 의하여 완료한 ‘유전공학 기법을 이용한

한우의 유전적 순수성 규명과 능력개량체계 확립’에

관한 연구의 최종보고서를 별첨과 같이 제출합니다.

첨부 : 1. 최종보고서 10부

2. 최종보고서 디스켓 1매

2000 . . .

주관연구기관 : 영남대학교

총괄연구책임자 : 여 정 수 (인)

주관연구기관장 :

농 림 부 장 관 귀 하

직 인



제 출 문

농림부 장관 귀하

본 보고서를 “遺傳工學 技法을 이용한 韓牛의 遺傳的 純粹性 규명과 能力改

良 體系確立에 관한 연구” 과제의 최종보고서로 제출합니다.

2000 . 11 . .

주관연구기관명 : 영 남 대 학 교

총괄연구책임자 : 여 정 수

세부연구책임자 : 남 두 현

협동연구기관명 : 한국종축개량협회

협동연구책임자 : 이 문 연

- 1 -



요 약 문

Ⅰ. 제 목

遺傳工學 技法을 이용한 韓牛의 遺傳的 純粹性 규명과 能力改良

體系確立에 관한 연구

Ⅱ. 연구개발의 목적 및 중요성

우리의 고유한 유전자원인 한우는 농촌경제 측면에서의 필요성과 국민 정서적 관심

으로 유지, 개량, 보존되어 온 유일한 품종으로서 국내 쇠고기 소비량의 40% 정도를

충당하고 있는 중요한 가치를 가지고 있다. 그러나 근래에 이르러 쇠고기 완전 수입

개방에 이르러 한우의 질적, 양적인 가치의 중요성이 크게 부각되어 한우의 개량에

대한 필요성이 고조되고 있지만 현재까지 남아있는 기본적인 한우산업의 문제는 생산

능력의 질적인 가치와 수입쇠고기에 비해 높은 쇠고기가격이라 할 수가 있다. 이러한

문제와 연관된 현실적인 한우의 경쟁력은 우리국민의 기호에 맞는 순수한 한우고기로

서 수입 쇠고기와 차별화 되는 고급육을 생산하는 가치의 증대가 중요한 문제일 것이

다.

한우가 가지고 있는 유전적 순수성과 육질의 질적 가치를 높이기 위해서 유전적으

로 순수한 한우가 어떤 것이고 한우의 유전적 소질은 어떠하며 한우의 경제형질 개량

은 어떻게 이끌어 갈 것인지에 대한 유전적 기본 바탕이 마련되어야 할 것이다. 농가

에서 사육되고 있는 외형적인 한우가 유전적으로 순수성을 가진 한우라는 검정이 없

고 농가소득에 부합하는 유전적 소질이 검정되지 않은 한우사육은 어떠한 사양관리나

개량방법에서 기대했던 결과들을 얻을 수가 없을 뿐만 아니라 고품질 한우고기의 생

산으로 수입 쇠고기와 품질의 차별화를 꾀하는 양축가나 정부의 기대치에 도달하기가

어렵다는 것이다.
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따라서 기본적으로 제일 먼저, 유전적으로 순수성이 확립된 한우의 입증이 이뤄지

고, 나아가 시간과 노력을 많이 필요로 하는 확률 통계적 한우의 개량체계만 고수할

것이 아니라 단시간에 한우의 유전적 구조를 직접 확인할 수 있을 뿐만 아니라 한우

의 경제형질에 관련되는 유전적 표식들을 정확히 선택할 수 있는 최신의 유전공학적

기술들이 시급히 적용됨으로서 순수한 유전적 한우집단에서 한우 쇠고기의 우수성을

차별적으로 창출할 수 있는 기술의 도입이 한우의 유전적 개량효과를 한층 증대할 수

있는 방법이라 판단된다.

이러한 한우개량의 목표를 달성하기 위하여 시도되는 유전공학 기법을 이용한 한우

의 유전적 순수성 규명과 능력개량체계 확립을 위해 한우의 유전적 특성을 규명하고,

한우에 고유하게 적용될 DNA probe를 개발함으로서, 순수한 한우집단의 형성과 한우

의 경제형질들에 연관된 DNA marker를 이용한 한우의 개량체계 구축을 하고자하는

본 연구는 연구목적에 따른 세부연구과제로 나누어 수행되었다.

1. DNA지문에 의한 한우의 유전적 특성 규명

2001년부터 쇠고기 완전 수입개방에 직면해서 우리의 한우에 대한 획기적 노력의

결실이 없다면, 외국의 여건과 비교해서 가격과 육량 면에서 열등한 한우의 존재가치

는 극소화될 수밖에 없다. 이와 더불어 우리나라의 고유한 유전자원으로서, 그리고 농

가의 중요한 경제 원으로서 역할의 상실뿐만 아니라 양축 농가들의 불안한 위기감에

서 우리나라의 가장 중요한 유전자원이 외국에 종속화(從屬化)되는 사태를 충분히 예

견할 수 있다. 이러한 시점에서 쇠고기의 수입개방에 대처하여 우선적으로 우리나라

쇠고기 생산비 절감을 위한 노력이 이뤄져야 하겠지만, 근본적으로는 수입 쇠고기와

차별화 되는 한우의 고급육 생산의 증대가 다가올 수입자유화 이후 우리 한우의 생존

전략에 있어서 최우선 과제임은 두말할 나위가 없다.

지금까지 일반적으로 한우의 개량을 위해서 확률적 통계방법에 의한 선발과 교배법

이 유일하게 이용되어 왔던 우리나라의 한우개량은 개체와 가계에 대한 방대한 자료

가 필요하고, 특히 세대간격이 긴 소의 경우에는 막대한 경비는 물론 수많은 노력과

장기간의 투자가 뒷받침되어야 함은 물론 그 결과는 확률적인 성과라는 한계를 벗어

날 수가 없었던 우리의 현실이 아쉬울 뿐이다. 선진국들에서는 1990년 이후 과학기술

의 급진적 발달로 가축의 능력을 조기에 집적 유전구조(DNA)의 확인으로 판정할 수

있는 분자생물학적 기법이 개발되어, 기존의 확률통계적 육종방법의 한계성과 후대검

정을 통한 종모축의 선발의 어려움을 해결할 수 있는 가장 유력한 가축의 개량 방법
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으로 활용하려는 시도가 이루어지고 있다. 이러한 DNA기술을 이용한 국제적 가축개

량 추세는 마치 사람에 있어서 손지문과 같이 가축의 DNA를 지문화하는 유전자 지

문(DNA Fing erprint ing)으로 개체의 식별, 유전적인 소질, 경제형질과 관련된 유전적

표식(Genet ic marker)을 규명하여 한우의 육종 prog ram에 적용함으로서 지금까지 한

우의 유전적 능력개량의 한계를 극복할 수 있는 정확하고 손쉬운 수단으로 활용되어

각국의 고유한 품종의 유전적 개량에 크게 기여하고 있다.

따라서 본 세부 연구과제에서도 한우의 국제경쟁력 제고에 최선의 결과를 얻기 위

해 유전공학 기법을 이용함으로서 한우의 유전적 구성의 직접 확인을 통해 한우가 다

른 축종들과 차별화 되는 유전적 특성이 무엇이고, 한우의 유전적 소질이 어떠한지를

규명한 후, 체중과 고급육 생산 등 경제형질에 관여하는 유전적 표식들을 규명하고자

한다. 이러한 첨단기법을 이용하여 수입개방에 대처한 한우산업의 확고한 자리 매김

을 이루고 한우의 유전적 개량수단을 제공함으로서 우리의 고유 유전자원인 한우의

개량에 획기적인 수단으로 정착되어 국제경쟁력 제고는 물론 농가소득 증대에도 크게

이바지 할 수 있는데 기여하고자 한다.

2. DNA marker를 이용한 probe 개발

외형과 사양관리에만 근거한 한우개량사업들의 결과는 우리나라 고유의 유전자원으

로서 한우의 객관적인 연구자료가 미흡할 뿐만 아니라 선진외국의 수준에 이르는 분

자생물학적인 연구분석을 통하여 한우의 유전적 본질은 무엇이고, 다른 외국종들과의

차별성은 어떤 것이며, 유전적인 소질이 어떻게 발현될 것인지에 대한 기초 연구가

이뤄져 있지 않다. 이러한 기초적인 문제를 명확하게 함으로서 한우를 우리민족의 정

서와 우리 입맛에 맞는 쇠고기의 공급원으로 유지 개량해야 하려는 본 연구의 추진

목적에서 한우가 경쟁력을 갖기 위해 중요한 경제형질들인 증체, 등지방두께, 그리고

도체형질인 근내지방과 배최장근단면적에 연관된 DNA marker들을 다양한 DNA기술

(AFLP, RAPD 및 AP- PCR)로 밝혀 국가검정 한우집단에 적용하여 유의적인 능력개

량의 지표가 마련되는 것이 필요 할 것이다. 또한 이들 DNA marker의 후대전달

mechanism을 확인한 함으로서 우리나라 한우개량체계에서 고려되지 못한 암컷의 중

요성을 보완할 수 있는 DNA결과들의 활용가치를 검정할 수 있다고 판단된다.

다양한 유전공학 기술들을 통한 한우의 유전적 특성을 밝히는 과정에서 도출할 수

있는 결과는 한우의 유전적 개량에 초점이 맞춰지고 더 나아가 한우가 가지고 있는

고유한 DNA구성을 정확히 파악하여 한우에만 고유하게 적용할 수 있는 손쉬운 기술
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이 개발되는 것이 한우의 유전적 개량을 위한 가장 바람직한 결과라 판단된다. 이러

한 결과를 도출하기 위한 기술적인 측면에서 볼 때, DNA구성을 밝히는 어떤

fing erprinting 테크닉을 사용할 것인지는 이용의 목적, 즉 DNA typing이냐 혹은

DNA marker mapping이냐 등에 따라, 그리고 조사 대상이 박테리아냐, 식물이냐, 동

물이냐 혹은 사람이냐에 따라 달라진다. RFLP에 의한 fingerprint ing은 PCR에 기초를

두고 있지 않기 때문에 DNA typing용으로는 별 불편한 점이 없으나 DNA marker의

cloning과 나아가 mapping에는 취약점을 가지고 있다.

최근 Vos등(1996)에 의해 개발되어 소개된 AFLP(Amplified Frag ment Leng th

Polymorphism) 방법은 RF LP의 신뢰도에 PCR의 pow er를 가미한 강력한 방법이라고

볼 수 있다. 따라서 한우의 중요한 경제 형질에 관련된 DNA marker의 탐색, cloning

및 염기구조의 확인을 위해 AFLP기술과정은 먼저 제한효소로 DNA 단편들의 생성과

제한효소에 상응하는 adaptor를 lig at ion시켜 각각의 adaptor sequence에 bind하는

primer들을 넣고 PCR 반응을 거치면서 이들 제한효소 절편들을 증폭시킬 수 있다.

이때 primer들의 3 prime에 임의적인 선택성 염기들을 1- 3개정도 덧붙여 놓음으로써

증폭되는 절편들을 선택하게 됨으로 탐지되는 절편들의 수를 조절할 수 있음은 물론

여러 조합의 제한효소와 primer들을 사용함으로써 어떤 기술보다도 다양한

polymorphism들을 찾아낼 수 있다.

여기에서 밝혀진 한우의 차별화 DNA표식과 경제형질과 연관된 DNA marker들로

서 한우의 개량에 활용할 수 있는 수단의 가치가 있지만, 본 연구에서는 좀 더 확실

하게 한우만이 가지는 유전적 특성을 활용하기 위한 연구단계로 유전적 표식들에 대

한 염기구조의 규명으로 specific DNA probe나 primer를 개발하여 한우의 개량체계에

용이하고 정확하게 활용할 수 있는 고유한 수단의 확립으로 한우의 유전적 개량에 중

요한 기초를 마련하기 위한 목적으로 수행되었다.

3. DNA marker에 의한 한우의 유전적 개량 체계 확립

근래에 나타나는 우리나라 소비자들의 순수 한우쇠고기에 대한 절대적 선호도뿐만

아니라, 우리나라의 축우 산업과 비슷한 여건인 일본의 고베(神戶)지역에서 생산되는

고급 쇠고기는 다른 일본 쇠고기와 가격 면에서 3배, 그리고 수입 쇠고기의 8배에 이

르고 있지만 일본 내의 수요를 충족하지 못하고 있는 상황에 비추어 보더라도 우리의

당면과제는 한우의 고급육 생산을 통한 수입 쇠고기와의 차별화임을 분명하게 알 수

가 있다. 우리나라 한우산업의 발전과정 속에서 육용으로서 한우의 개량은 자연히 산
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육성이 좋은 외국 품종과의 교잡을 통한 양적인 문제 해결에만 초점이 맞춰졌으며,

이로 인하여 한우의 유전적 순수성은 희석되기 시작하였고, 결국은 오늘날 W T O에

대비하여 정부가 추진 중인 한우 쇠고기의 질적인 차별화 정책에 커다란 걸림돌이 되

고 있는 실정이다. 더구나 우리나라에서 쇠고기의 등급제 실시 이후의 통계를 본다면,

고급육 생산비율이 일본보다 낮게 나타나고 있을 뿐만 아니라, 동일한 사육조건에서

도 고급육 생산의 변이가 매우 심한 경향을 보이고 있다. 이러한 결과의 분명한 원인

은 그 동안 체형이 큰 외국종들과의 교잡을 통해 현재 한우의 유전적 순수성이 결여

되어 버렸고, 이 후 표현형만 근거한 한우의 유지 개량이 이뤄져 왔기 때문으로 판단

이 된다.

현재까지 진행되어 온 종모우 선발을 통한 인공수정 사업과 암소의 등록과 개량단

지 조성을 통한 한우개량사업을 통해 1974년부터 지금까지 10차에 걸친 능력검정에서

18개월령 수컷과 암컷의 체중이 1974년 289.2㎏과 245.9㎏에서 1998년도에는 504.9㎏

와 315.3㎏으로 상당히 개량된 결과를 볼 수가 있고 도체형질의 기록 또한 계속적으

로 조금씩 개량되고 있는 것을 알 수가 있다. 그러나 2001년부터 시행되는 쇠고기 완

전 수입개방에 대응해서 현재의 한우산업 여건 상 국제경쟁력이 부족하다는 사실은

누구나 알 수가 있는 현실이다.

이러한 여건에서 새로운 한우개량방법으로 모색되어야할 과제는 손쉽게 정확한

DNA구성을 밝혀서 한우의 중요한 경제형질인 체중과 등지방두께 그리고 도체형질의

개량을 단기간에 꾀할 수 있는 DNA기술은 급박한 한우개량 사업에 중요한 과제로

접목하지 않을 수 없다고 판단된다. 따라서, 첨단의 유전공학 기법으로 한우의 순수

성에 대한 검정을 거치고, 경제형질의 우수성을 입증한 후, 한우를 농가에 보급하면

서 사양관리 체계를 확립한다면, 국제경쟁력을 가진 한우의 사육을 통해 농가의 소득

증대를 꾀할 수 있을 뿐만 아니라 쇠고기산업의 기반을 확고히 다질 수 있을 것으로

확신된다.

따라서, 본 연구에서는 다양한 DNA기술에서 밝혀진 DNA marker와 개발된 DNA

probe를 이용한 한우의 주요경제형질들에 대한 능력검정과 선발의 도구로서 활용가치

를 통계적 model에 적용하여 판단함으로서 한우개량체계의 새로운 방향을 제시하고자

하였다.
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Ⅲ. 연구개발 내용 및 범위

고유한 유전자원으로서 한우가 외국 축종들과 유전적으로 차별화 되는 DNA

marker를 규명하고 이들 DNA marker의 염기서열을 통하여 한우의 유전적 순수성

확립에만 적용되는 DNA probe를 개발하여 한우집단의 순수혈통 유지를 위한 확실한

친자확인 체계가 이뤄지는 결과를 제시함과 동시에 한우집단의 DNA 유전분석으로

한우의 유전적 실상을 밝혀 한우의 경제형질과 연관된 DNA 표식으로 유전적 개량에

중요한 바탕을 마련할 본 연구의 세부과제별 개발 내용과 연구범위를 요약하면;

DN A지문에 의한 한우의 유전적 특성 규명을 위해 다양한 종류의 제한효소와

DNA probe를 사용한 DNA지문의 작성과 분석으로 한우의 유전적 순수성 DNA

marker를 확보하고 순수한 한우집단의 DNA구성에 근거한 한우의 종합적 유전소질의

파악과 DNA 다형현상(polymorphis m)을 이용한 유전분석과 가계분석으로 한우집단의

유전평가 자료를 제시할 수가 있을 것이다. 또한 한우의 중요한 경제형질인 증체와

등지방두께 그리고 도체형질의 능력별 집단에 다양한 DNA지문(probe와 res tr iction

enzyme)으로 이들 형질과 연관된 특이한 DNA marker들을 규명하여 종모우, 후대검

정우 및 시·도 지역별 일반 한우 사육농가의 한우를 대상으로 한 DNA marker들의

분포검정이 이뤄져 한우산업의 DNA기술을 이용한 새로운 개량방향 모색에 기반을

마련하는 DNA 개량 수단을 제시할 수 있을 것이다.

DN A marker를 이용한 probe 개발을 위해서 또 다른 DNA기술로서 RAPD와

A P- PCR를 이용한 DNA marker를 통해서 한우의 유전적 차별성 확보를 하고 한우의

고유한 DNA marker의 cloning과 sequencing과정을 통해 이들 marker의 DNA 염기

구조를 확인하였다. 또한 최근에 개발된 A FLP기술을 적용하여 한우의 경제형질과 연

관된 특이한 DNA marker들을 탐색하고 이들 marker에서 DNA분리와 cloning을 통

하여 sequencing을 수행하여 DNA 구성이 가지고 있는 특성을 가지고 한우의 DNA

marker select ion의 실용화와 한우에 고유하게 적용될 수 있는 specific DNA 단편

(probe와 primer)의 개발과 이들의 실용성 검정이 수행되어 한우의 고유한 DNA개량

기술의 개발을 이루고자 하였다.

이어서 한우에서 규명된 D N A marke r에 의한 한우의 유전적 개량 체계에 활용

을 위해 DNA기술의 결과를 이용해 외형적 한우집단에서 한우의 능력 및 순수성 검

정과 DNA marker별 한우집단의 분류와 유전적 소질에 따른 집단의 능력검정을 하고
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자 한다. 그리고 한우의 중요한 경제형질들과 연관된 DNA marker별 증체량, 등지방

두께, 근내지방도, 그리고 등심단면적의 개량효과와 개량체계를 위한 분석이 이뤄져

DNA marker에 의한 선발(MAS, marker ass is ted select ion)로 한우의 순수성과 육량

및 육질의 개량체계를 확립하고자 한다.

Ⅳ. 연구개발결과 및 활용에 대한 건의

1. 연구개발 결과

가. 순수 한우의 식별

종모우, 혈통등록 거세우, 혈통등록 종빈우, 그리고 일반 사육 농가의 한우 등 총

421두의 한우와 외국 축우 품종인 Hols tein, Aberdeen Angus , Charolais , S immental,

Brahman 일본 Kobe지역 흑모 화우, 그리고 중국 연변 황우 등 98두의 혈액을 사용

하여 DNA probe M13과 제한효소 P stⅠ의 유전자지문에서 판명된 한우의 차별화

DNA marker(2.2kb)를 확인할 수 있었고, 한우의 유전적 차별화를 위해 고유하게 활

용할 수 있는 DNA probe〔(AA C)n〕개발이 이뤄졌다. 한우의 DNA구성에 따른 유전

적 구성의 비교에서 한우는 일본 흑색화우와 상당히 높은 유전적 유사성(BS=0.83)을

가지고 있음을 알 수가 있었고 한우가 Charolais와 높은 관계를 보인 반면, 일본 흑색

화우는 모든 축우품종들과 높은 유전적 관계를 보이고 있는 결과에서 일본 흑색화우

는 한우를 모체로 한 다른 외국 육용종 축우들의 종합적인 모형일 것이라는 예측을

할 수가 있었다.

나. 유전분석과 가계분석

DNA polymorphis m에 근거한 유전분석에서 한우 집단의 heterozyg ote비율이 다른

축종들과 비교해 가장 높은 값을 나타내었고 homozyg ote의 비율과 대립유전자 빈도

등은 반대로 다른 품종에 비해 낮아 한우의 유전적 순수도가 다른 외국 축종에 비해

떨어진다는 사실과 유전적 동질성(genet ic homog eniety)의 저하로 인한 유전적 변이

가 다양함을 알 수 있었다. 가계분석을 통해서 유전육종 연구에서 가장 필요한 과제

인 부모가 갖는 유전자중에서 어느 쪽의 어떤 유전자가 자손에 전달되느냐 하는 문제

를 직접 DNA구성을 확인할 수 있어 지금까지 확률통계에서 이용되는 자식에게 부모

의 유전구성이 반반씩 유전되는 이론만을 적용할 수밖에 없었던 문제를 해결할 수 있

는 길을 제시할 수가 있었다.
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다. 경제형질 연관 DNA marker

한우의 중요한 경제형질인 일당증체량과 등지방두께 그리고 도체형질인 근내지방도

와 등심단면적에 연관된 DNA marker의 규명에 사용된 한우가계와, 사육환경 그리고

기록측정이 일정하게 이뤄진 농협 한우개량부의 후대검정우와 한국종축개량협회의 혈

통등록우들을 사용하여 얻어진 결과는 DNA marker의 g roup 별 등지방두께는 8.06에

서 10.17㎜로 유의적인 차이를 보였고 일당증체량도 748에서 701g으로 g roup별 유의

적인 차이를 나타내었다. 그리고 도체형질인 근내지방도의 DNA marker group에서도

육질등급 출현율이 94.4에서 40%로 차별화가 될 수 있었고 등심단면적의 경우도

86.38에서 79.75cm의 유의적인 차이를 확인할 수 있었다. DNA marker의 유전적 개량

체계 적용에서 한우의 모든 중요 경제형질(근내지방도, 배최장근단면적, 일당증체량,

등지방두께)에 연관된 M13/ H aeⅢ 유전자지문 marker 11.3kb와 9.4kb는 공통적으로

한우 유전능력을 평가하는데 매우 효과적인 것으로 확인되었다. 우리나라 한우개량

집단의 종모우, 등록 암소, 그리고 지역별 일반농가에 대한 이러한 DNA marker들의

분포도 제시하였다.

이러한 연구결과들은 쇠고기 수입개방에 대처하여 도축을 통하여 판정되는 쇠고기

의 육질을 미리 예측할 수 있음은 물론 거세과정을 통해 얻을 수 있는 고급육 생산에

문제점인 경제적인 한우농가의 손실을 최소화할 수가 있는 획기적인 방법으로 판단된

다. 따라서 세대간격, 실험비용, 그리고 선발의 정확성과 용이성을 고려할 때 DNA

marker를 이용한 유전적 순수한 한우집단을 구성함으로서 한우의 경제형질 개량목표

와 방향에서 지금까지 해결하기 어려웠던 과정을 극복할 수 있는 개량수단으로 활용

이 바람직 할 것으로 사료된다.

라. 경제형질과 판명을 위한 DNA primer 개발

AF LP기술에서 밝혀진 한우 경제형질 marker들의 염기구조내에서 한우의 유전적

능력개량에 고유하게 적용할 수 있는 DNA 단편들을 개발하기 위해서 일당증체량과

연관된 281bp의 DNA marker 염기서열을 이용하여 제작한 primer(5’- AT GA GGAAC

CACAGT AGGAACC- 3' , 5' - GACAT GA T GAGAAGA G- 3' )가 한우집단의 high g roup

과 low group 간의 차별화 되는 polymorphism을 간단하게 ag aros e g el을 통해 확인

할 수 있어 이들 marker의 활용 범위가 더 넓게 적용될 수 있을 것으로 사료되었다.
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그리고 이어서 E9T 2 primer를 사용하여 A FLP 실험을 통해 밝혀진 한우의 근내지방

형질에 관련된 DNA marker의 sequencing을 수행하여 139bp DNA marker의 염기

서열을 이용하여 제작한 primer(5’- A AGT GT GGCGGT GGA- 3' , 5' - CGGA CA CT GT

GCT T C- 3' )는 한우의 근내지방도 hig h g roup과 low g roup 간의 차별화 되는 poly-

morphism을 간단하게 ag aros e g el을 통해 확인 가능한 결과를 얻어 이들 marker의

활용 범위가 더 넓게 적용될 수 있을 것이다.

마. 한우개량체계확립

경제형질에 직접적인 영향을 미치는 DNA marker를 규명하여 MAS(Marker

as s is ted select ion)에 의한 선발을 능력개량에 직접 적용하여 저 비용 고효율의 능

력개량 체계를 확립하고자 한우의 중요 경제형질에 연관된 DNA marker의 index를

작성하고 이들 marker의 효과를 검정하였다. 1999년 전국한우능력평가대회 출품우로서

혈통이 알려진 거세우 213두에서 얻어진 DNA를 분석하여 능력의 고저에 따른 유의적인 차

이를 나타내고 있는 specific marker의 활용은 등지방두께에 연관된 marker인 11.3kb와

근내지방도 연관 DNA marker인 9.4와 3.6kb의 조합에서, 등지방이 낮은 성적과 연

관되는 11.3kb와 근내지방도에서 최고의 성적을 나타내는 9.4kb marker를 가진 조합

에서 배최장근단면적과 근내지방도 성적에서 유의적인 성적의 차이를 나타내었으며,

등지방두께와 일당증체량의 성적은 유의적인 차이는 나타내지 않고 있으나 가장 높

은 값을 나타내고있어 11.3kb와 9.4kb의 조합에 의한 선발은 다수의 경제형질을 동

시에 개량할 수 있는 가능성이 가장 큰 것으로 판단되어진다.

2. 연구개발 결과의 활용

가. 기술교육

1. 고려산업(해표사료) 주식회사 (1999. 4. 고려산업(주) 언양 연수원)

2. 제일사료 주식회사 (1999. 7. 20. 대전 천하제일 사료)

3. 경상북도, 전라북도 한우협회 (2000, 7. 21. 영남대학교 국제관)

4. 경상북도 축산관련 공무원 (2000. 8. 16. 영주 경상북도 축산기술연구소)

5. 농협 가축개량사업소 (2000. 8. 21. 충남 서산 농협 가축개량사업소)

6. 영남대 한우연구소 sympos ium (2000. 8. 31. 영남대학교 국제관)

7. 한우연구회 심포지움 (2000. 9. 1. 영남대학교 국제관)

8. 우성사료 주식회사 (2000. 9. 15. 경주 교육문화회관)

9. 영남대학교 생명공학연구소 국제 sympos ium (2000. 9. 19. 영남대학교 국제관)

- 10 -



10. 전남 장성 한우연구회 (2000. 11. 10. 전남 장성)

11. 경남 고성 전국한우협회 고성지부 (2000. 11. 24. 경남 고성)

12. 우성사료 주식회사. 전체 영업부 사원 교육 (2000. 12. 4. 대전 우성사료 본사)

13. 전국한우협회 창립 1주년 총회 (2000. 12. 7. 경기도 안성 농협중앙회 연수원)

14. 경상대학교 (2000. 12. 14. 경남 진주 경상대학교)

나. 기술의 산업화

1) 특허출원 2건

. 출원번호 ; 10- 2000- 0017324

특허명칭 ; 한우 판별 DNA 프로브 및 이를 이용한 순수 한우 판별법

. 출원번호 ; 10- 2000- 0065925

특허명칭 ; 한우의 근내지방도 연관 프라이머 및 그를 이용한 한우근내지방도

성적 검사방법

2) Gene Bank 등록

AF296448 ; 한우 특이적 521bp marker

AF296449 ; 한우 근내지방도 연관 402bp marker

AF297628 ; 한우 근내지방도 연관 139bp marker

3) 기술적용 사례

· 제일사료(주) ; 한우 비육농가 현장 검정 적용

· 고려산업(주) ; 한우 비육농가 현장 검정 적용

· 농림부(한국종축개량협회, 농협 가축개량사업소) ; 2001년 농림사업

“DNA marker 혈액분석 사업” (당대 및 후대검정우 적용)

· 경상북도 ; 2001년 경상북도비 지원과제

“유전자 검정에 의한 우수 유전자 보유 한우의 조기선발
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3) 앞으로의 활용
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S UMMARY

In order to ident ify the genet ic purity and provide new tools to genet ic

s ys tem of improvement in Hanw oo as a unique g enetic source in Korea, this

s tudy tried s everal DNA techniques of DNA fingerprint ing(DFP), amplified

frag ment leng th polymorphism(A FLP), random amplified polymorphic DNA(RAPD),

and arbitrarily primed- polymerase chain react ion(AP- PCR). Ident ified DNA

markers different iated Hanw oo from other catt le breeds and related w ith economic

traits of Hanw oo w ere used to apply the des ig ned new DNA probe and primers

as ess ent ia l select ion tools for Hanw oo improvement .

1. Genet ic differentiation Hanw oo from other cattle breeds

Specific DNA marker a t 2.2kb w ith DNA probe M13 and res tr ict ion enzyme

P stⅠw as identified as mos t des irable preserv ation and select ion criteria of pure

individuals throug h DNA fing erprint ing from 413 heads fo Hanw oo(KPN bull and

reg is trated cow ) and 98 heads of foreign cat t le(Hols tein , Aberdeen Angus ,

Charolais , S immental, Brahman, Japanese Black W ag yu, and Chinese Yanbian

Yellow ). DNA probe〔(A AC)n〕des ig ned from DNA marker of RAPD w as

s at is fied w ith s election of pure Hanw oo genet ica lly , comparing among s everal

foreig n cat tle breeds . And also accuracy of pedig ree sys tem as the most important

criteria for improvement sys tem could be increased by DNA results . Genetic

s imilarity es t imated w ith band sharing betw een catt le breeds w as found the

hig hes t(BS=0.83) betw een Hanw oo and Japanes e W ag yu. W ag yu w as s ug ges ted as

s ynthet ic model w ith foreig n beef cat t le on the bas is of Hanw oo.

2. Genetic analysis and pedigree sys tem

Several parameters of band frequency, allelic frequency, band sharing ,

population mean of the resolvable alleles , and heterozygos ity w ere es t imated from

g enetic analys is of ca tt le breeds w ith DNA polymorphism. Heterozyg os ity of DNA

cons t itut ions show n the low es t g enet ic homogeniety w ithin Hanw oo populat ion

w ere the highes t , on the other hand allelic frequency, homozygos ity and band
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s haring w as the low es t among us ed cat tle breeds . T hese res ults w ere ag reed w ide

g enetic variat ion of DNA cons t itut ion in Hanw oo remained s till much and so

Hanw oo improvement s ys tem used until now w as not the bes t model to s elect

s uperior individual g enetically . In other w ords , this means tha t Hanw oo w ill be

able to be improved g radually by s trong select ion intens ity w ith exact select ion

model. Pedigree s ys tem to identify inheritance of des irable genet ic markers to

prog eny us ing DNA technique could be als o useful to genet ic research of Hanw oo.

3. DNA markers related with economic traits

A few DNA markers related w ith each economic trait of Hanw oo, daily gain,

backfat thickness , marbling , and M . long iss im us dorsi area w ere identified w ith

s everal DNA techniques . W hen these DNA markers w ere cons idered all together

and analyzed w ith s tat is t ical model, it w as found that critical markers located at

11.3 and 9.4kbs w ith M13 and H aeⅢ w ere pow erful relativeness to important

economic traits in Hanw oo. S ignificant ly low backfat thicknes s 8.06㎜ to 10.17㎜

and s ignificant hig h daily gain 748g to 701g in different DNA marker groups w ere

found. Especially the bes t carcass quality of marbling w ere ident ified 15.6 to 9.35

and M . long issim us dors i area w ere different iated 86.38㎝ to 79.75㎝ under

different DNA marker groups . A nd also dis tr ibut ion of thes e DNA markers of

KPN bulls , reg is trated cow s , and individuals a t local farms w ere offered.

Ident ified s everal DNA markers related important economic traits of daily g ain,

back fat thickness , and carcass traits w ere cons idered as a pow erful tools to

ut ilize to improvement s ys tem in National T es t ing Sys tem of Hanw oo. Especially

it w ill be more profitable to adopt to Hanw oo improvement sys tem neg lecting

dam ' s records . T hese results w ere epochal to improve marbling in Hanw oo

because select ion of marbling has limitation that could not check at live and

s hould check at carcass . A nd predict ion to genet ic pos s ibility adopted this DNA

marker is abs olute proces s w hether each indiv idual s hould be cas trate or not ,

because if cas trated bull g ot No.2 or 3 g rade, economic los s of long er

manag ement , more feed, and delayed g row th are serious to farmers .
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4. Designed DNA primer

Ident ified DNA markers rela ted w ith daily gain and marbling from AF LP w ere

cloned and s equenced. Des ig ned primer (5’- AT GAGGAACCACAGT A GGAACC- 3'

and 5' - GACAT GA T GAGAAGA G- 3' ) for screening daily gain, and primer(5’- AAG

T GT GGCGGT GGA- 3' and 5' - CGGACACT GT GCT T C- 3' ) for higher grade marbling

w ere show n sig nificant poss ibility to ident ify hig h and low performances of

Hanw oo. Des igned specific DNA frag ments w ithin DNA cons t itution related to

characteris tics of Hanw oo are valuable tools to adopt uniquely to identify g enet ic

purity and s election criteria for Hanw oo improvement .

5. Hanwoo breeding sys tem w ith DNA markers

Applicat ion DNA results to select indiv iduals of g enet ic purity in Hanw oo

population and ov ercome res tr icted breeding s chemes throug h populat ion g enetics

s hould be recommended to low money and hig h efficiency comparing to present

breeding schemes in Hanw oo improvement sys tem. In cons idering to g eneration

interval, economy for prog eny tes t of Hanw oo, and select ion accuracy and

s impleness , DNA markers as s is ted select ion(MAS) us ing 11.3 and 9.4kb for

important traits of daily gain, backfat thickness , marbling , and M . long issim us

dors i area is the most pow erful tools to make select ion index for Hanw oo

improv ement .
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제 1 장 서 론

제 1 절 연구개발의 목적과 필요성

2001년부터 닥쳐올 쇠고기 완전 수입개방은 우리나라와 같은 열악한 축산기반에서

어떠한 결과가 초래될 것인지에 대한 불안감은 현실적으로 한우사육두수의 격감으로

나타나고 있다. 우리의 고유한 유전자원인 한우는 오랫동안 농촌경제 측면에서의 필

요성과 국민들의 관심으로 유지, 개량, 보존되어 왔고, 근래에 이르러 내적인 소비증

대와 외적인 수입개방 압력에 따라 한우의 질적, 양적인 가치의 중요성이 크게 향상

되어 정책적으로도 다양한 사양관리와 개량방법이 시도되고 있어 그나마 다행이라고

생각된다.

그러나 일반적으로 한우는 외국 소에 비하여 육질의 우수함이 입증된 품종이지만

상당기간 동안 육량의 증가를 위해 체형이 큰 외국 소와 교잡을 권장하였던 시대적

과오로 인하여 한우의 유전적 순수성 유지에 돌이킬 수 없는 과오를 범하였던 사실이

이었다. 이로 인하여 현재 정부에서 추진 중인 “육류등급제” 결과에서 볼 때, 한우의

유전적 순수성의 문제와 고급육 생산의 균일성의 결여가 가장 절실하게 해결되어야

할 과제임이 지적되고 있다. 다시 말하면, 근본적으로 농가에서 사육되고 있는 외형적

인 한우가 유전적으로 순수성을 가진 한우라는 검정이 없다면, 어떠한 사양관리나 개

량방법에서 기대했던 결과들을 얻을 수가 없을 뿐만 아니라 고품질 한우고기의 생산

으로 수입 쇠고기와 품질의 차별화를 꾀하는 양축가나 정부의 기대치에 도달하기가

어렵다는 것이다.

쇠고기 수입개방에 직면해서 우리의 한우에 대한 획기적 노력의 결실이 없다면, 외

국의 여건과 비교해서 생산가격이나 육량면에서 열등한 한우의 존재가치는 극소화될

수밖에 없다. 이와 더불어 우리나라의 고유한 유전자원으로서, 그리고 농가의 중요한

경제원으로서 역할의 상실뿐만 아니라 양축농가의 불안한 현실에서 우리나라의 중요

한 식량자원이 외국에 종속화되는 사태를 충분히 예견할 수 있다.

이러한 한우산업의 여건에서 기본적으로 제일 먼저, 유전적으로 순수성이 확립된

한우의 입증이 이뤄지고, 나아가 시간과 노력을 많이 필요로 하는 확률 통계적 한우

의 개량체계에서 벗어나 짧은 시간에 한우의 모든 유전적 구조를 직접 확인할 수 있

을 뿐만 아니라 한우의 경제형질에 관련되는 유전적 표식들을 정확히 선택할 수 있는

최신의 유전공학적 기술들이 시급히 적용되고 한우사육농민들에게 가시적인 결과를

제공할 될 때 균일한 한우 쇠고기의 차별성은 물론 한우의 개량효과가 증대될 수 있

다고 판단된다.
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따라서 본 연구는 한우가 다른 축우품종들과 차별화되는 DNA구성의 유전적 특성,

한우의 유전적 소질의 평가를 위한 DNA 다형현상(polymorphis m)에 의한 분석, 그리

고 가계 형성체계를 DNA구성으로서 규명하고자 한다. 또한 한우의 중요한 경제형질

인 체중, 등지방두께, 근내지방도 및 배최장근단면적에 연관된 DNA marker들을 규명

함으로써 한우개량사업에 새롭게 접목할 수 있는 DNA 수단을 제공하고 한우에서만

고유하게 적용할 수 있는 DNA probe와 primer를 개발하여 새로운 한우 DNA model

로 개량체계를 확립하는 결과를 제시하고자 한다.

제 2 절 연구개발의 범위

DNA기술을 이용한 축우의 개량방법은 대 동물로서 DNA구성의 복잡성과 유전적

구조의 특이성 등으로 다른 가축들 보다 어려움이 있지만 조기에 어린 가축의 조직이

나 소량의 혈액으로, 한장의 사진으로 간단하게, 유전정보를 정확하게 판단할 수 있는

가축 능력개량 수단으로 정착되고 있는 세계적인 추세에 따라, 본 연구에서도 한우의

국제경쟁력 제고에 최선의 결과를 얻기 위해 유전공학 기법을 이용하여;

1. 한우의 유전적 구조를 직접 확인하여 유전적 순수성과 소질을 규명하고

2. 체중과 고급육 생산 등 경제형질에 관여하는 유전적 표식들과 이들 표식의 DNA구조

를 규명하여

3. 유전적 표식들에 대한 DNA probe와 primer를 개발함으로서

4. 손쉽게 한우의 유전적 능력개량에 적용시켜

5. 외국 축우들과 차별화 되는 품종으로서 한우산업의 자리매김을 이루고자 한다.

이러한 목적을 이루기 위한 본 연구의 범위는 다음과 같다.

D N A지문에 의한 한우의 유전적 특성 규명을 위해

· 다양한 종류의 제한효소와 DNA probe를 사용한 DNA지문의 작성과 분석

· DNA 지문에 의한 한우의 유전적 순수성 DNA marker를 확보

· 순수한 한우집단의 DNA구성에 근거한 한우의 종합적 유전소질의 파악

· DNA 다형 현상(polymorphism)을 이용한 유전분석과 가계분석이 이뤄지고

· 한우의 중요한 경제형질인 증체와 등지방두께 그리고 도체형질의 능력에 연관된

특이한 DNA marker들을 규명하여

· 종모우, 후대검정우 및 시·도 지역별 일반 한우 사육농가의 한우를 대상으로

한 DNA marker들의 분포검정이 이루어져

· 한우산업의 DNA기술을 이용한 새로운 개량방향 모색에 기반을 마련하고자 한다.
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D N A marker를 이용한 probe 개발을 위해

· 또 다른 DNA기술로서 RAPD와 AP- PCR를 이용한 DNA marker를 통한 한우의

유전적 차별성을 확보하고

· 한우의 고유한 DNA marker의 cloning과 sequencing과정을 통해 이들 marker의

DNA 염기 구조를 확인하였으며

· 최근에 개발된 AF LP기술을 적용하여 경제형질 연관 특이한 DNA marker들을

탐색하여

· 이들의 DNA분리와 cloning을 통하여 sequencing을 수행하여 한우의 DNA marker

selection의 실용화와 더불어

· 한우에 고유하게 적용될 수 있는 specific DNA 단편(probe와 primer)의 개발과

이들의 실용성 검정이 수행되어

· 한우에만 고유하게 적용될 수 있는 DNA기술의 개발을 이루고자 한다.

D N A marker에 의한 한우의 유전적 개량 체계의 확립을 위해

· 한우의 순수성 검정과 DNA marker별 한우집단의 분류와 유전적 소질에 따른 집단

의 능력 검정을 하였고

· 한우의 중요한 경제형질들과 연관된 DNA marker별 증체량, 등지방두께, 근내

지방도, 그리고 배최장근단면적의 개량효과와 개량체계를 위한 분석이 이뤄져

· DNA marker에 의한 선발(MAS, marker assis ted selection)로 한우의 순수성과

육량 및 육질의 개량체계를 확립하고자 한다.
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제 2 장 DNA 지문에 의한 한우의 유전적 특성 규명

제 1 절 서 설

모든 생명체가 가지는 genomic DNA를 대상으로 하여 어떠한 개체나 가계, 또는

집단의 DNA구조의 특성을 밝힐 수 있는 DNA기술들이 개발되면서 처음에는 범죄와

법의학의 이용성에 주로 초점이 맞추어졌으나, 歐美의 선진국들에서는 이 결과들을

산업적으로 가축의 유전능력 개량에 도입하여 성공적으로 적용시켜 냄으로서 이제 가

축의 유전적 개량에 있어서 가장 유력한 수단으로 인정받게 되었다.

그 결과 근래에는 국제적으로 공인되는 가축의 품종이나 계통의 특성은 DNA기술

의 결과를 토대로 하고있고 축우의 유전적 소질의 분석과 유전적 구조의 특이성 등을

조기에 어린 가축의 조직이나 소량의 혈액으로, 한 장의 사진으로 간단하게, 유전정보

를 정확하게 판단할 수 있는 가축 능력개량 수단으로 정착되어 유전능력에서의 산업

적 개량 업적도 크게 이뤄지고 있다.

Genomic DNA를 대상으로 하여 어떠한 개체나 가계, 또는 집단의 DNA구조의 특

성을 밝힐 수 있는 분자생물학적 기술(Molecular biolog ical method)로서 가축의 육종

prog ram이용 가능성이 Plotsky등(1990), Hillel등(1993), Haberfeld등(1993)에 의해서

제시되었고, Mannen과 T s uji(1993), Mannen등(1993)은 일본 和牛의 특정 경제형질에

적합한 DNA probe의 개발과 和牛 champion대회에서 입상한 소들의 도체형질에 대한

분석 결과를 발표하기도 하였다.

구미의 선진국들이 가축에서 경제형질과 관련되는 유전적 구조를 파악하는 DNA연

구로서 외국의 축우산업에 이용된 결과들을 살펴보면 가축의 육종 program에 적용한

선발의 수단으로 이용( Hillel등,1993; Haberfeld등,1993), 개체 및 집단의 확인(Buitcamp

등,1991; Mannen과 T s uji, 1993; Kikkaw a 등,1995; 여 등,1997; Inoue- Murayama

등,1997), 가계분석(Mannen과 T suji, 1993; Inoue- Murayama 등,1997; Glow atzki

등,1995), 유전분석(Haberfeld 등,1993; Mannen 등,1993)에 손쉽고 정확하게 활용하고 있

으며 경제형질과 연관된 DNA marker의 연구는 성장과 도체형질(Beever 등,1990),

DNA표식을 이용한 선발(MAS)(Meuw is sen과 Van Arendonik,1992; 여 등,1999), 성장

호르몬 방출 유전자(Moody 등,1995), 쇠고기 연도와 연관된 calpas ta tin 유전자

(Cockett 등, 1995), 그리고 한쪽 성에서만 나타나는 한성형질(Ruane와 Colleau,1996)
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에 대한 연구가 이뤄지고 있다. 그리고 최근에는 유전자 차원의 능력개량을 위한 gene

mapping이 이루어져, 일본 흑모 화우(Hirano 등,1998)나 Aberdeen Angus (T aylor

등,1998)등의 개량에 적용되고 있음이 보고되고 있다.

이러한 국제적 여건에서와 같이 우리나라의 가장 중요한 유전자원인 한우를 유지

보존하고 개량하기 위한 한우개량사업은 20여년 동안 상당한 능력의 개량을 이끌어

왔음을 부정할 수는 없지만 당장 2001년부터 쇠고기 수입이 완전 자유화될 때 우리의

한우가 가지고 있는 능력 면에서 국제경쟁력을 가지고 있느냐 하는 문제는 불안한 현

실임은 주지의 사실이다. 우리나라의 한우산업의 위기에 봉착하여 지금까지의 개량방

법과 달리 유전자의 구성을 직접 확인하고 경제형질들과 연관된 DNA표식을 규명함

으로서 단기간에 정확하고 간편하게 우수한 개체들의 선발이 이뤄질 수 있는 첨단 유

전공학 기술의 한우개량사업에 적용하는 것은 어떠한 대안보다도 현실 가능한 수단이

라고 판단이 된다.

따라서 본 과제에서는 이용한 DNA기술은 비유전자로 구성된 수십 개의 core

repeat가 수십 회에서 수백 회 반복되어 있는 core repeat의 v ariable number of

tandem repeat(VNT R)의 다양한 변이를 보이는 유전자지문(DNA fing erprint ing) 기

술을 이용하여 우리나라의 중요한 재래유전자원인 한우의 유전적 특성을 밝히고 유전

분석을 통한 유전적 소질을 통하여 중요한 경제형질인 한우의 육량과 육질에 연관된

DNA표식을 규명함으로서 한우의 유전적 개량을 정확하고 손쉽게 이룰 수 있는 유전

적 한우개량의 새로운 이용기술을 마련하고자 하였다.
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제 2 절 실험 재료 및 방법

1. 실험재료

가. 실험동물

1) 순수 한우의 식별

농협중앙회 가축개량사업소 한우개량부(이하 농협 한우개량부라 한다)의 종모

우 109두, (사)한국종축개량협회 한우개량부(이하 종축개량협회라 한다)의 혈통등록

거세우 126두와 혈통등록 종빈우 68두, 일반 사육 농가의 한우 20두와 외국 축우 품

종인 Hols tein 10두, Aberdeen Angus 10두, Charolais 10두, S immental 10두,

Brahman 10두, 일본 Kobe지역 흑모 화우 23두 그리고 중국 연변 황우 25두를 사용

하였다.

2) 일당증체량, 등지방두께, 근내지방도 및 배최장근단면적에 대한 유전자 지문

일당증체량, 등지방두께에 연관된 DNA marker의 규명에 사용된 한우는 농협

한우개량부의 후대검정우 173두, 종축개량협회의 혈통등록우 114두를, 근내지방도, 배

최장근단면적에 연관된 DNA marker의 규명에는 농협 한우개량부의 후대검정우 147

두, 종축개량협회의 혈통등록우 142두를 사용하였고, 이들 개체들에서 전형매 및 반형

매의 혈연관계가 있는 33가계 총 99개체를 경제형질 연관 marker의 후대 전달 체계

를 규명하는데 사용하였다.

- 23 -



T able 2- 1. T he number of individuals and cattle breeds used for DNA fingerprinting

N LCF
- H IC1)

(K P N 3))

KAIA2)
(Registered Hanw oo) F or eig n

cat t le
Loca l
fa rm T otal

Cat t le

A pplicat ion S teer Cow

Genet ic pu rity t es t 109 126 68 98 20 421

Da ily g a in an d backfat
th icknes s 173 114 - - - 287

Marbling s core and
M . long issim us dors i area 147 142 - - - 289

P a renta g e tes t 33 fa m ily
(F u ll- s ib , 99 indiv idua ls ) - - 99

1) NLCF- HIC ; National Lives tock Co- operatives Federation, Hanw oo Improvement Center
2) KAIA ; Korean Animal Improvement Association
3) KPN ; Korean Proven Bull

나. 실험대상 형질

실험재료로 사용된 개체들의 출생일, 시장출하일령, 시장출하시 체중에 근거한

일당증체량(daily gain), 도축 시 등지방두께(backfat thickness ), 근내지방도(marbling

s core) 그리고, 배최장근단면적(M . Long issim us dorsi area) 등의 형질을 조사하였다.

다. 유전자 지문에 사용된 DNA probe 염기서열 및 제한효소

실험에 사용되어진 DNA probe는 일본 Kobe대학 농학부 동물분자유전학실에서

기증 받아 영남대학교 축산학과 유전학실에서 PCR 증폭하여 사용중인 M13, YNZ22,

Mo- Ⅰ, (GT )n, α- globin, 그리고 (AAC)n의 염기서열 및 7종류의 제한효소(E coR I,

B am H I, H ind III, H aeⅢ, H infⅠ, M spⅠ과 P stⅠ)는 T able 2- 2에 나타내었다.

T able 2- 2. Sequences of mini- and microsatellite probes employed in the experiments

S equence S ou rce

P r ob e

M 13 5' - GA GGGT GGCGGX1)T CT - 3' (V as s a rt et a l., 1987)
YN Z22 5' - CT CT GGGT GT CGT GC- 3' (Nakamura et al., 1987)
M o- 1 5' - T GCCCA GT CCT CCC- 3' (M itan i et a l., 1990)

α- g lobin 5' - GA GCGA CA CGGGGG- 3' (H ig g s et al., 1986)
(aa c)n 5' - (A A C)n-3' (Yeo et a l, 2000)
(GT )n 5' ...GT GT GT GT ...3'

1) X=C or T
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2. 실험방법

가. 유전자 지문

한우의 외국 축우 품종과 차별화 되는 DNA marker 규명, 가계분석 및 경제형

질 연관 DNA marker의 개발에 이용된 유전자 지문 기술은 아래의 과정에 의해 실시

되었다.

1) 백혈구로부터 DNA 추출

0.5M EDT A가 함유된 주사기로 혈액을 채취한 후 백혈구 층을 분리하고 0.2%
NaCl용액으로 용혈 시킨 후 0.16M NaCl/1mM EDT A와 0.5% N- lauroyl sarcos ine용

액 그리고 proteinase K(10 ㎎/㎖)의 처리 과정을 통하여 DNA를 추출하였다. 추출된

DNA는 동일 량의 phenol용액과 phenol : chloroform : isoamylalcohol (25:24:1)을 사

용해서 단백질을 제거시킨 후 UV- 1201 spectrophotometer(SHIMADZU, JAPAN)를
이용하여 A260/ A280의 흡광도 비율에서 측정값 1.5∼1.8의 순도를 가지는 DNA를 추출

하여 T E (10mM T ris - HCl pH 8.0, 1mM EDT A)에 녹여 4℃에 보관하였다.

2) DNA 절단, 전기영동 및 Southern blot t ing

50 ㎍의 DNA를 사용하여 제한효소 E coR I, B am H I, H indⅢ, H aeⅢ, H infⅠ, M sp

Ⅰ과 PstⅠ으로 절단하여 1.0% agarose g el에서 2.4 volts /㎝로 전기영동 한 후, 40시

간 동안 nitrocellulos e membrane에 t rans fer시켰다. T rans fer가 끝난 membrane은 8

0℃ dry oven에서 30분간 baking시켰다.

3) Probe labeling과 hybridizat ion

Probe는 M13, YNZ22, Mo- Ⅰ과 α- globin을 BcaBes t labeling kit (T akara Co.,

Japan)를 사용하여, 32P- α- dCT P로 표식 함으로 1×109 cpm/㎍ DNA의 비활성 probe

를 얻었다. 그리고 hybridization s olut ion (0.25% skim milk, 40% formamide, 6×

SSC, 5mM EDT A )을 이용하여 37℃에서 30분간 pre- hybridizat ion시킨 후, 다시 24시

간동안 hybridizat ion 시켰고, hybridizat ion이 끝난 membrane은 2×SSC (0.3M NaCl,

30mM tris odium citra te, pH 7.0)/0.1% SDS용액에서 10분간 2회 세척한 후 - 80℃에

서 4∼5일간 auto- radiography를 실시하였다.
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나. 한우의 주요 형질에 대한 유전자 지문의 적용 및 DNA marker의 분석

한우의 주요 형질인 일당증체량, 등지방두께, 근내지방도 및 배최장근단면적별

기록의 정규분포에서 평균±1.5 SD범위의 개체그룹을 거세우 집단에서 형성하고, 각

그룹별 10두의 혼합 DNA를 4종류의 DNA probe(M13, YNZ22, MO- I 그리고 α

- g lobin)와 4종류의 제한효소(H aeⅢ, H infⅠ, M spⅠ 및 P stⅠ) 조합으로 능력의 high

와 low group에 따른 DNA marker를 1차 s creen한 후 혼합 DNA s ample에서 나타난

능력에 따른 차별화 band를 정확히 재확인하기 위해서 다시 능력의 고저그룹별 개체

10두씩에 대한 개체별 유전자 지문 분석을 실시하였다.

일당증체량, 등지방두께, 근내지방도 및 배최장근단면적에 관여하는 specific

marker를 나타내는 probe와 제한효소 조합의 DNA지문을 이용하여 289두 전체 개체

에서 DNA marker의 유무를 확인하였으며, 가계분석을 통한 증체량, 등지방두께, 근

내지방도 및 배최장근단면적의 형질별 DNA marker들의 후대전달 체계를 규명하였다.

다. 유전자 지문의 통계 분석 방법

1) 축우 품종내 유전적 구성

. BS(band sharing) = 2(Nab)/ (Na+Nb)

; Nab : a 와 b의 공통 band수, Na, Nb : 개체 a 와 b의 총 band수

. Genetic dis tance(D) = 1- BS

2) 집단 유전학적 분석

· Band frequency (F alconer, 1960)

Vi = (P i)2+fP i(1- P i) + 2P i(1- P i)- 2fP i(1- P i)
hom ozy g otes heterozygotes

; V i = band frequency , f = 근교계수, P i = allelic frequency ,

· Allelic frequency(대립유전자 빈도)
P=1- (1- V)0.5

· Mean probability(한 개체의 특정 DNA단편이 random으로 선택된

다른 개체에 나타날 확률)

X =〔(Nab/Na)+(Nab/Nb)〕/ 2

· Mean popula tion frequency of the res olvable alleles

q = 1- (1- X)0.5
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· Mean heterozygos ity for the resolvable bands

he = 2q(1- q)/ (2q- q2)

· Mean homozyg os ity for the res olvable bands

ho = 1- he

· 임의로 선택된 두 개체가 동일한 DNA지문을 가질 확률

pf = (1- 2X+2X2)

· 전형매인 두 개체가 동일한 DNA지문을 가질 확률

ps = (2q- q2)f/x

제 3 절 결과 및 고찰

1. 수입 축우 품종과 차별화 되는 한우의 DN A특성 규명

한우에 유전적 다양성을 최대화시킬 수 있는 여러 종류의 제한효소와 DNA probe

를 사용하여 수입종과 차별화 되는 한우의 DNA특성을 규명한 결과, 제한효소 P st I

과 probe M13의 사용으로 한우와 일본 흑색화우도 포함해서 5종류의 외국 축우품종

들과 차별화 되는 한우의 s pecific DNA marker 6종류(8.6, 7.4, 7.1, 5.3, 2.4 및 2.2kb)

는 Figure 2- 1에 제시된 바와 같다. 이렇게 얻어진 DNA marker들을 등록된 한우 암

컷과 인공수정용 종모우를 대상으로 개체별 검정 결과 한우의 모든 개체가 가지는

homozyg ote marker(7.1, 2.4, 2.2kb)가 3종류, 그리고 한우 개체간 서로 다른

heterozygote marker(8.6, 7.4, 5.3kb) 또한 3종류로 밝혀졌다.

여기서 6종의 한우 DNA band는 일본 흑색 화우를 제외한 다른 수입품종과의 차별

화되는 band였지만 7.4, 7.1 및 5.3kb의 band는 일본 흑색 화우와 공유하는 것으로 보

아 한우와 일본 흑색화우는 상당한 유전적 유사성이 있음을 알 수 있다. 그러나 8.6,

2.4 및 2.2kb의 한우 특성은 일본 흑색화우와도 분명히 차별이 되는 결과임을 알 수

가 있었다.
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F ig ure 2- 1. Specific DNA markers of Korean catt le compared w ith foreig n

catt le breeds from mixed s amples (left ) and individuals of Hanw oo

(Korean Catt le) (r ig ht) us ing DNA fing erprint ing w ith M13/P stI.

이러한 축우 품종간 DNA지문 결과를 통해 품종간 DNA구성의 유사성을 band

s haring으로 측정한 결과는 T able 2- 3에 제시된 바와 같이 한우와 일본 흑색화우 간

0.83으로 상당히 높은 유전적 유사성을 가지고 있음을 알 수가 있다. 그리고 한우가

Charolais와 0.73으로 높은 관계를 보인 반면, 일본 흑색화우는 모든 축우품종들과 높

은 유전적 관계를 보이고 있는 결과에서 일본 흑색화우는 한우를 모체로 한 다른 외

국 축우들의 종합적인 모형일 것이라는 예측을 할 수가 있다. 모든 축우품종들이 유

우인 Hols tein과는 유전적 거리가 먼 것으로 측정되었다.

그리고 Figure 2- 2에서 축우품종 간 유전적 거리에서도 T able 2- 3과 같은 결과로

어느 축우 품종들 간의 유사성보다도 한우와 일본 흑색화우의 유전적 거리가 가까운

것으로 설명할 수 있다.
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T able 2- 3. Band sharings of between cattle breeds using mixed samples with M13/P stI.

Hanw oo
Japanes e

black
Charolais Angus S immental Hols tein

Hanw oo 1.00

Japanes e
black

0.83 1.00

Charolais 0.73 0.79 1.00

A ng us 0.69 0.78 0.68 1.00

S immental 0.67 0.72 0.69 0.75 1.00

Hols tein 0.43 0.47 0.45 0.52 0.59 1.00

0.0 0.2 0.4 0.6 0.8

Hanwoo

Japanese 0.17
-black

0.21
Charolais

0.33
Angus

0.25
Simmental

0.57
Holstein

F ig ure 2- 2. Dendrog ram of g enetic dis tance betw een s ix cat t le breeds
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Figure 2- 3은 한국종축개량협회에서 수행된 등록한우 중 유전적으로 순수한 한우

와 외국 축우품종과 교잡된 것으로 추정되어지는 한우의 유전자 지문 결과를 나타낸

것으로 앞서 나타난 한우 특이적 DNA marker의 분포를 명확히 확인 할 수 있는 결

과로 제시되었으며, 교잡이 이루어진 것으로 추정되는 한우에서는 외국 축우품종에서

짙은 DNA marker로 나타나는 2.2kb가 모두 존재하는 것을 확인할 수 있었다.

F ig ure 2- 3. DNA fingerprinting of normal(A) and suspected(B) Hanwoo(Korean Cattle)
by DNA fingerprint ing w ith M13/ P st I.(Arrow s : specific markers )

이러한 결과는 국가별 고유한 축우 품종에 대한 연구들에서(Gaw akisa 등, 1994 ;

Jayarao 등, 1992 ; Buitkamp 등, 1991 ; Barre- Dirie 등, 1996 ; Haberfeld 등, 1993 ;

Hillel 등, 1993 ; Mannen과 T suji, 1993 ; Glow atzki- Mullis 등, 1995) 나타난 결과와

같이 한우의 유전적 차별성이 어떤 것인지를 제시할 수 있는 근거가 될 수 있고 유전

적으로 순수한 한우 집단형성 및 한우의 등록업무에 이용될 수 있을 것으로 판단된

다.

따라서, 위에서 나타난 한우의 고유한 DNA marker 분포를 종모우, 종빈우, 후대검정우

및 일반농가의 한우를 대상으로 하여 검정한 결과를 T able 2- 4에 나타내었으며, 종모우

84두와 후대검정우 126두에서는 모두 유전적 순수한우의 특징인 2.4kb DNA marker를
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가지고 있고 2.2kb marker를 가지고 있지 않는 것을 확인 할 수 있었다. 그러나 일반 한

우 사양 농가의 한우는 전체 105두 중 29개체가(38.2%) 유전적 순수 한우에서는 나타나

지 않는 2.2kb의 DNA marker를 가지고있는 것으로 나타났으며, 종빈우에서는 74두 중

27(36.5%)두에서 2.2kb의 DNA marker를 가지고있는 것을 확인하였다. 따라서 일반 한

우 사양농가의 한우에서 한우의 특이적인 DNA marker를 가지고 있지 않은 개체가 나타

나는 것으로 확인되어 번식용 밑소로 사용되어지는 빈우와 일반 한우 사양 농가 한우에

대한 유전적 순수성 확립이 반드시 이루어져야 할 것으로 판단되어진다.

T able 2- 4. Distribution of specific DNA markers in Hanwoo(Korean Cattle) populations

Specific marker

Hanw oo g roup

M13/Pst I
Total No. of head

2.4 Kb 2.2 Kb

Korean prov en bull
(%)

84
(100% )

0
(0%)

84

Reg is tered cow
(%)

47
(63.5% )

27
(36.5%)

74

Prog eny tes t bull
(%)

126
(100% )

0
(0%)

126

Local Hanw oo farm bull
(%)

76
(100% )

29
(38.2%)

105

2. 한우집단의 유전분석

축우의 DNA지문에서 가장 높은 polymorphis m을 나타낼 수 있는 제한효소와

probe의 combinat ion은 H aeⅢ 제한효소와 M13과 YNZ22를 probe로 사용한 것으로

한우와 4종류의 축우품종에 대한 유전자 지문 결과는 Figure 2- 4에 제시하였다. 여기

서 두 종류 probe의 이용 결과인 DNA단편들의 분포는 전체적으로 고르게 분포되어

있고, M13의 경우 저 분자량의 단편들이 약간 많이 분포된 양상으로 나타났으며 명

확하게 눈으로도 확인될 수 있는 유전자지문 결과라 판단된다.
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F ig ure 2- 4. DNA fingerprint ing s of 5 breeds cat tle us ing tw o minis atellite probes

M13(A) and YNZ22(B) w ith H aeⅢ

이 결과에 의한 축우품종 집단들의 유전적 분석결과는 T able 2- 5와 T able 2- 6에

제시하였는데 먼저 DNA band분석에서 나타나는 DNA band의 양상이 homozyg ote로

판단되는 intens ive(dark) band를 각 축종별로 24- 25개씩 선택하였다. 한우의 경우

계획된 교배체계를 가지고 있었고 외국 축종의 경우 기록이 없기 때문에 근교계수와

개체간의 혈연관계는 없는 것으로 가정하여 Falconer(1960)의 공식으로 band

frequency와 allelic frequency를 계산하였다. 이때 dark band는 뚜렷한 상동염색체 상

의 동일한 DNA pattern을 나타내는 것이고 이에 반해 lig ht band는 상동염색체 상의

서로 다른 band pattern, 즉 heterozyg ote로 나타나는 것이다(Mannen,1993; Kuhnlein,

1990).

T able 2- 5에서 M13/H aeⅢ와 YNZ22/H aeⅢ를 사용한 한우의 intens ive band의 빈도

는 M13의 경우 0.528, YNZ22에서는 0.581로써 다른 축종에 비해 가장 낮은 수치로

homozyg ote의 비율이 가장 낮은 것으로 판단되었고, 수입 품종에서는 Hols tein

(0.617)과 Charolais (0.708)가 가장 높게 나타났다. 또한 모든 축종에서 근교계수를 0

으로 했을 때 allelic frequency또한 in tens ive band의 빈도에 의해 좌우되는 값으로서

한우가 M13에서 0.364와 YNZ22에서 0.456으로 가장 낮게 나타났으며, band sharing

값도 각각 0.586과 0.668로 한우가 다른 축종에 비해 낮은 값으로 나타났다.

사용된 probe의 종류가 다르더라도 나타나는 결과의 양상은 같아 이 결과에서 한

우와 다른 축종들의 유전적 구성의 규명은 물론 축종간 비교를 통해, DNA band의

homozyg ote비율에 따라서 변화하는 g enetic value에서 한우는 다른 품종에 비해 유전
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적 동질성이 떨어짐을 알 수 있었고, 이렇게 유전적 변이가 크다는 사실은 한우개량

의 여지는 다른 축종에 비해 높다는 희망적 요소도 있지만 현재까지 우리나라에서 적

용되어왔던 한우개량방법의 재검토도 필요할 것으로 여겨진다.

T able 2- 5. Average band frequencies , allelic frequencies and band sharing in 5 breeds

of cattles without inbreeding coefficient using M13 and YNZ22 with H aeⅢ

Probe
/

Restriction
enzyme

Genetic
group

No. of
different

band
s cored

Average No.
bands scored

per cattles

Band
frequency

Allelic
frequency

Band
sharing

M13

/

H aeⅢ

H an w oo 25 13.2±0.66 0.528±0.056 0.364±0.053 0.586±0.038

H ols tein 24 14.8±0.97 0.617±0.067 0.495±0.075 0.727±0.033

Charolais 25 14.0±0.95 0.560±0.059 0.419±0.065 0.652±0.031

A n g u s 24 13.8±0.73 0.575±0.062 0.445±0.071 0.634±0.033

Simmental 25 13.4±0.68 0.536±0.055 0.387±0.060 0.575±0.030

YNZ22

/

H aeⅢ

H an w oo 32 18.6±0.81 0.581±0.057 0.456±0.063 0.668±0.016

H ols tein 23 19.2±0.97 0.662±0.064 0.576±0.075 0.797±0.013

Charolais 26 18.4±0.68 0.708±0.059 0.608±0.075 0.760±0.013

A n g u s 27 16.0±0.63 0.593±0.059 0.462±0.067 0.679±0.022

Simmental 33 23.2±0.86 0.703±0.056 0.608±0.067 0.760±0.021

T able 2- 6에서는 Figure 2- 4에 나타난 확인 가능한 모든 band를 이용하여 품종이

가지고 있는 유전적 특성을 추정한 값으로 band의 특성을 집단 유전학적 방법

(Jeffreys등, 1985; Georg es등, 1988; Mannen과 T suji, 1993)으로 나타낸 결과이다. 동

일 품종 내에서 특정 band가 다른 개체에 나타날 확률인 mean probability(X)는 M13

에서 0.536과 YNZ22에서 0.656으로 한우가 가장 낮았으며, band가 상동염색체 상에서

같은 위치에 나타날 확률인 mean populat ion frequency(q)도 한우가 0.319(M13)와

0.413(YNZ22)으로 다른 축종에 비해 가장 낮은 값을 보이고 있다.

이러한 결과와 부합되는 heterozygote비율도 한우 집단에서 M13의 경우 0.810,

YNZ22에서 0.740으로 가장 높은 값을 나타내었고 homozygote의 비율은 반대로 다른

품종에 비해 낮았다. 이러한 축우 집단의 DNA 분석 결과에 의해 한우의 유전적 순수

도가 다른 외국축종에 비해 떨어진다는 것을 확인할 수 있었다. 그리고 한우 집단의
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가계 내에서 형제, 자매들 간의 DNA지문이 동일 할 확률은 M13에서 1.1×10-6과

YNZ22에서 1.5×10-8로, 한우 집단내에서 임의로 선댁된 2개체가 동일한 DNA지문을

나타낼 확률(pf) 또한 각각 1.2×10-13과 1.1×10-16으로써 다른 축종에 비해

homozyg ote의 비율 즉, 유전적 동질성의 저하로 인한 유전적 변이가 다양함을 알 수

있다.

T able 2- 6. Genet ic characterizat ion of 5 breeds of cat t le us ing DNA fing erprints

w ith M13 and YNZ22 probes w ith H aeⅢ

probe/restriction
enzyme Hanw oo Hols tein Charolais Angus S immental

M13 / HaeⅢ

f 23.2±1.11 29.0±1.90 27.0±1.58 29.0±1.48 27.4±1.29

x 0.536 0.670 0.601 0.725 0.556

q 0.319 0.426 0.368 0.476 0.334

h e 0.810 0.729 0.775 0.688 0.800

h o 0.190 0.270 0.225 0.312 0.200

ps 1.1×10-6 3.7×10-6 8.7×10-7 2.8×10-5 1.7×10-7

pf 1.2×10-13 1.1×10-11 1.8×10-13 1.0×10-9 2.7×10-15

YNZ22 / HaeⅢ

f 40.2±1.01 41.8±1.24 38.4±1.33 37.2±1.28 44.8±1.69

x 0.656 0.740 0.778 0.689 0.782

q 0.413 0.490 0.529 0.442 0.533

h e 0.740 0.675 0.640 0.716 0.637

h o 0.260 0.325 0.360 0.284 0.363

ps 1.5×10-8 6.0×10-7 1.3×10-5 2.6×10-7 2.5×10-6

pf 1.1×10-16 1.2×10-12 9.2×10-10 7.5×10-14 4.2×10-11

3. 한우집단의 DN A marker를 이용한 가계분석

가. 친자확인

자손의 유전자 구성은 아비와 어미로부터 반반씩 전달받는 것이 유전적 이론의

기본이지만, 자손이 아비와 어미 중 어느 쪽과 유사한지 즉, 아비와 어미가 갖는 유전

자중에서 어느 쪽의 어떤 유전자가 자손에 전달되느냐 하는 문제가 유전육종 연구에

서 가장 필요한 과제이다. 이러한 과제의 해결방법으로 DNA지문기술은 아비, 어미,

자손의 DNA 유전현상을 Figure 2- 5에서와 같이 직접 확인할 수 있다. 동일한 부와

각각 다른 어미로부터 태어난 2마리의 자손을 나타낸 DNA지문에서 표시된 원( )은

모계(母系)유전된 것을, 화살표( )는 부계(父系)유전된 것을, 그리고 사각형은( ) 아

비와 어미 양쪽에서 유전된 것을 각각 나타내었다. 9.3과 9.0kb에서는 아비에서만 나
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타난 band가 자손 O1에서만 나타나고있고, 3.5kb에서는 어미에서는 나타나지 않고 부

만 가진 band가 자손 O1과 O2에 나타나고 있어서 아버지로부터 유전되어진 band임을

알 수 있다. 또한 7.1과 5.3kb는 아비에서는 나타나지 않는 band가 어미에서 나타나고

2마리의 자손에 나타나고 있어 어미에서 유전되어진 band임을 쉽게 알 수 있으며, 7.1

과 2.4kb band는 아비와 어미 양쪽에서 나타나는 band로 모든 자손에 아비와 어미로

부터 전달되어진 것임을 알 수 있다.

이렇게 유전자지문 상에서 나타나는 자손의 DNA band는 돌연변이 현상을 제외

하고는 아비와 어미 양쪽에서 유전되어지거나 아비나 어미 중 어느 한쪽으로부터 반

드시 유전되어 진다는 보고와 일치하고 있음을 알 수 있다(Bruford와 Burke, 1990;

Ikeda등,1992; Mannen과 T suji,1993; Glow atzki- Mullis등,1995). 본 연구에서 수행된

등록된 한우 21가계의 친자확인 결과 2두의 자손이 아비와 어미의 기록과 일치하지

않고 있음을 확인하였다.

Figure 2- 5. DNA fingerprintings of sire(S), dam(D),

and offsprings(O) in Hanwoo(Korean cattle)

나. 가계의 분석

Figure 2- 5와 같은 전형매(full- s ib) 10가계에서 유전자 지문상에 나타난 dark

band만을 대상으로 아비와 어미로부터 자손에 전달되어진 band의 양상을 가계별로

각각 조사하고, 이렇게 조사되어진 480개의 자손 band에 대해 아비나 어미, 또는 아비

와 어미 양쪽으로부터 유전되어지는 비율을 T able 2- 7과 2- 8에 나타내었다.
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T able 2- 7에 제시한 DNA단편들의 후대전달 분포는 아비로부터 유전되어진 band

수는 62개로 이는 총 480개 band의 12.9%이고, 어미로부터 유전되어진 band수는 182

개(37.9% ), 아비와 어미로부터 유전되어진 band의 수는 236개(49.2%)로 나타나는 결

과를 제시한 것이다. 소규모의 특정개체나 가계의 구성을 연구할 때 지금까지 확률통

계에서 이용되는 자식에게 아비와 어미의 반반씩 유전되는 이론을 적용할 수 없었던

문제를 해결할 수 있는 결과라 판단된다. T able 2- 8은 한우의 specific marker(8.6,

7.4, 7.1, 5.3, 2.4 그리고 2.2kb)를 대상으로 가계분석을 실시한 결과로 이 결과에서도

아비로부터 유전되어진 band수는 3개로 이는 총 35개 band의 8.6%이고, 어미로부터

유전되어진 band수는 11개(31.4%), 아비와 어미로부터 유전되어진 band의 수는 21개

(60.0%)로 나타나 한우 specific marker에서 나타나는 유전양상은 부보다 어미로부터

자식에 전달되어지는 band의 비율이 많은 것으로 나타났다.

T able 2- 7. Pedigree analys is of DNA bands in full- s ibs of Hanw oo(Korean Catt le)

S D S+D T OT A L

No. of bands 62 182 236 480 bands

F requency 12.9% 37.9% 49.2% 100%

* S: s ire, D: dam

T able 2- 8. Pedig ree analys is of s pecific DNA bands in full- s ibs of Hanw oo
(Korean cat t le)

S D S+D T OT A L

No. of bands 3 11 21
35 bands

(6 offspring )

F requency 8.6% 31.4% 60.0% 100%

* S: s ire, D: dam
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Figure 2- 6. DNA fingerprintings of paternal(left) and maternal(right) half- sibs

in Hanw oo(Korean Cattle)

F igure 2- 6은 아비와 6마리의 자손에 대한 paternal half- s ib과 어미와 4마리의

자손에 대한 maternal half- s ib을 나타낸 DNA지문 결과로서 specific band에 대하여

아비와 어미로부터 子孫에 유전되어지는 양상을 관찰하였다. 7.1과 2.4kb에서는

paternal half- s ib에서 아비에 나타난 band가 모든 자손에서 나타나고 있고, maternal

half- s ib에서 어미(母)에 나타난 band가 자손에서 모두 나타나고 있어 homozygote

band인 것을 확인 할 수 있어 이 band들은 아비와 어미 양쪽에서 유전되어지는 것을

확인할 수 있었다. 2.2kb band 또한 모두 아비와 어미 양쪽으로부터 자손에 유전되어

지는 band임을 확인할 수 있었다. 5.3kb는 부계 가계(pa ternal ha lf- s ib)에서 아비에서

나타나지 않는 band가 자손에서 모두 나타나고, 모계 가계(maternal half- s ib)에서 어

미가 band를 가지고 있지 않을 때 자손들 모두에서 band가 나타나지 않고 있어,

5.3kb는 모계 유전되어지는 band임을 확인 할 수 있었다.
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4. 육량 경제형질(일당증체량 및 등지방두께) 연관 DN A marker의 규명

가축의 형질별 능력은 일정 부분의 유전적 능력과 사양관리 등 환경적 요인에 의

하여 발현되는 기록이기 때문에 가능한 한 동일한 사육조건과 비슷한 일령의 개체들

을 이용하는 것이 유전적 능력인 DNA구성의 판별을 용이하게 할 수 있는 전제가 되

고있다. 그러나 한우의 경우 이러한 조건을 갖출 수 있는 우리나라의 현실은 극히 어

렵기 때문에 실험의 기본적인 윤곽을 규명하기가 어려운 한계를 가지고 있다. 따라서

본 연구는 우리나라의 유일한 한우연구기관인 농협중앙회 한우개량부에서 비슷한 일

령과 사육환경에서 사육된 후대검정우와 종축개량협회의 등록된 한우를 일차적인

DNA marker규명에 이용하였다.

이들 국가기관에서 가계가 형성된 한우집단 287두의 일당증체량과 등지방두께의 성

적은 T able 2- 9와 같다. 704.5일령 출하시 체중은 평균 588.3㎏으로 이때 일당증체량

은 781g이었고 등지방두께는 0.90cm이었다. 계산된 일당증체량에서 성적이 높은(hig h)

그룹 10두의 성적(X+1.5SD)은 0.949㎏이고 낮은(low )그룹 10두의 성적(X- 1.5SD)은

0.732㎏이었다. 등지방두께 역시 높은 그룹 10두의 성적(X+1.5SD)이 1.61cm이고 낮은

그룹 10두의 성적(X- 1.5SD)은 0.18cm이었다.

T able 2- 9. Individual performance of daily gain and backfat thickness at high and low

groups of normal dis tr ibution in Hanw oo(Korean Catt le)

Grow th Backfa t t hickn es sT ra it s

Group M a rket
da y

M a rket
w eig ht(㎏)

Daily
g a in (g )

M ar ket day
T hick nes s

(㎝)

H ig h
(S teer)

N o. of head 10 10 10 10 10

M ean 718±21 676±22 949±43 723±22 1.61±0.35

Low
(S teer)

N o. of head 10 10 10 10 10

M ean 716±11 524±19 732±19 694±14 0.18±0.04

T ota l

N o. of
hea d

Bu ll 173

S teer 114

M ea n
±S D

Bu ll 704±23 593±42 809±71 704±23 0.68±0.38

S teer 720±32 563±52 748±77 720±32 1.10±0.47
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이러한 두 그룹에서 극단의 10두의 mix ed DNA를 이용한 4종류의 probe와 4종류

의 enzyme 조합별 유전자지문으로 어떠한 probe와 enzyme조합에서 능력의 고저에

따라 DNA marker가 나타나는지를 1차 screen한 결과는 F ig ure 2- 7에서 일당증체량

그리고 F ig ure 2- 8에서는 등지방두께의 DNA지문을 나타내었다. 여기서 오른쪽의 두

lane의 mix ed sample(MH 및 ML)은 예외적인 개체변이를 최소화시키고 공통적인 형

질의 유전적 소질을 파악할 수 있는 과정으로서 여러 위치에 능력의 고저에 따른

g roup의 특이적 marker를 확인할 수 있었다.

F igure 2- 7. DNA fingerprintings for daily gains of high and low groups in Hanwoo

(Korean Cattle) w ith M13/H aeⅢ(left) and M13/H infⅠ(right).

( : specific marker)

일차적으로 mix ed DNA로 준비된 유전자지문에서 차별화 band를 많이 나타낸

probe와 enzyme조합으로 일당증체량의 high와 low g roup으로 대부분의 차별화 될

것으로 관찰된 band가 1- 2두 개체의 특이적 band의 결과로 증체량과 연관된 marker

로 인정할 수가 없었다. 그러나 여러 종류의 DNA지문분석에서 증체량과 등지방두께

에 연관된 표식의 판정은 high group과 low g roup에서 각각 다르게 70% 이상의 개

체가 고유한 DNA band를 가지고 있는 경우로 하였을 때, 일당증체량의 경우

M13/H aeⅢ에서 3종류(4.6, 3.6, 그리고 2.8kb) 그리고 M13/H infⅠ에서 2종류(5.6과

2.1kb)의 hig h group과 low group간 specific DNA marker들을 Figure 2- 7에서 확인

할 수 있었다.
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등지방두께의 경우 M13/H aeⅢ에서 3종류(12.4, 11.3, 그리고 9.8kb) 그리고

Mo- 1/H infⅠ에서 1종류(2.3kb)의 high group과 low group간 specific DNA marker들

을 Figure 2- 8에서 확인 할 수 있었다.

Figure 2- 8. DNA fingerprintings for backfat thickness of high and low groups in Hanwoo

(Korean Cattle) w ith M13/ H aeⅢ( left ) and MO- Ⅰ/H infⅠ(r ig ht).

( : specific marker)

F igure 2- 9는 한우의 일당증체량에 관여하는 M13/H aeⅢ와 M13/ H infⅠ의

s pecific marker의 유무를 판정하기 위해 실험에 사용한 287두 전체의 개체를 screen

한 DNA지문의 그림 일부를 제시한 결과로서 이들 specific bands의 전체 분포는

T able 2- 10에 나타낸 바와 같다. 여기서 M13/ H aeⅢ의 경우 3.6, 3.6/2.8, 그리고

4.6/ 3.6/ 2.8kb의 marker를 가진 개체들이 많았고 4.6kb와 none(s pecific band를 갖지

않은 개체)의 수가 적었으며 M13/H infⅠ의 경우는 marker별 집단의 개체 수는 커다

란 차이를 보이지 않았다.

과연 일당증체량의 고저에 따른 s pecific marker의 유무가 능력의 유의적인 차이

로 검정될 수 있는지 하는 문제는 환경적인 요인을 최소화할 수 있는 한우의 재료 여

부에도 크게 좌우될 것으로 사료된다.
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F ig ure 2- 9. Individual check for specific DNA markers of daily gains in Hanw oo

(Korean Cattles ) w ith M13/H aeⅢ(left ) and M13/ H infⅠ(r ight).

( : specific marker)

T able 2- 10. Distribution of specific DNA markers for daily gain of Hanwoo(Steer, Bull,

KPN bull and Reg is tered cow ) by DNA fingerprinting with M13/H aeⅢ.

Marker

Hanw oo

M13 / H aeⅢ

4.6 3.6 2.8 4.6/ 3.6 4.6/ 2.8 3.6/ 2.8 4.6/ 3.6/ 2.8 none T otal

S teer

(%)

13
(6.3)

27
(13.1)

18
(8.7)

20
(9.7)

22
(10.7)

55
(26.7)

29
(14.1)

22
(10.7)

206
(100)

Progeny tes t

bull(%)

9
(6.5)

12
(8.6)

10
(7.2)

16
(11.5)

18
(12.9)

30
(21.6)

38
(27.3)

6
(4.3)

139
(100)

KPN bull

(%)

7
(4.9)

12
(8.4)

18
(12.6)

15
(10.5)

10
(7.0)

29
(20.3)

42
(29.4)

10
(7.0)

143
(100)

Reg is tered

cow (% )

3
(4.0)

9
(11.8)

6
(7.9)

13
(17.1)

8
(10.5)

13
(17.1)

15
(19.8)

9
(11.8)

76
(100)

또한, 한우의 등지방두께에 관여하는 M13/H aeⅢ와 MO- 1/H infⅠ의 specific marker

의 유무를 판정하기 위한 287두 전체의 개체를 screen한 결과 이들 specific bands의

전체 분포는 T able 2- 11과 같다. 여기서 비거세우와 거세우 모두가 12.4kb, 9.8kb 그

리고 12.4/ 9.8kb를 가진 개체의 빈도가 가장 많았다.

- 41 -



T able 2- 11. Distr ibution of specific DNA markers for backfat thickness of Hanwoo

(Steer, Bull, KPN bull, and Reg is tered cow ) by DNA fing erprint ing

w ith M13/ H aeⅢ.

Marker

Hanw oo

M13 / H ae Ⅲ

12.4 11.3 9.4 12.4/11.3 12.4/ 9.4 11.3/9.4 12.4/11.3/9.4 none T otal

S teer
(% )

28
(13.6)

12
(5.8)

37
(18.0)

15
(7.3)

47
(22.8)

23
(11.2)

26
(12.6)

18
(8.7)

206
(100)

Progeny tes t
bull(%)

25
(18.0)

14
(10.1)

26
(18.7)

11
(7.9)

44
(31.7)

11
(7.9)

6
(4.3)

2
(1.4)

139
(100)

KPN bull
(% )

17
(11.9)

9
(6.3)

17
(11.9)

11
(7.7)

30
(21.0)

20
(13.9)

23
(16.1)

16
(11.2)

143
(100)

Reg is tered
cow (%)

8
(10.5)

6
(7.9)

9
(11.8)

6
(7.9)

8
(10.5)

9
(11.9)

20
(26.3)

10
(13.2)

76
(100)

F igure 2- 10에서는 일당증체량과 연관된 한우의 DNA marker에 대한 유전

mechanism을 나타낸 것으로 아비, 어미, 자식의 full- s ib 가계에서 DNA marker들의

유전양식을 밝힐 수 있는 가계별 그림이다. M13/H aeⅢ에서 specific marker인 4.6kb
는 양친 중 어느 쪽에서나 유전이 되고 있었고, 2.8과 3.6kb는 분명히 아비에서 유전

되는 marker로 판명되었다. 그리고 M13/H infⅠ에서 marker인 5.6kb는 어미에서 유전

되는 것을 알 수 있었다. 그리고, F ig ure 2- 11에서 등지방두께에 연관된 marker 중

12.4kb는 아비와 어미 모두다 가지고 있거나 아비가 가지고 있을 때 자식에 나타났고

11.3kb의 경우 아비나 어미 중 한쪽에 만 가지고 있더라도 자식에 전달되며, 9.8kb는

아비와 어미 모두가 가지고 있을 경우에만 후대에 전달되는 양상을 확인할 수 있었다.

F ig ure 2- 10. Inheritance of s pecific marker related w ith daily gain of Hanw oo
(Korean Catt le) us ing DNA fing erprint ing w ith M13/H aeⅢ(left) and
M13/H infⅠ(r ig ht). (S : s ire, D : dam, O : offs pring)
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Figure 2- 11. Inheritance of specific marker related w ith backfat thickness of Hanw oo
(Korean Cattle) us ing DNA fingerprint ing w ith M13/ H aeⅢ.

(S : s ire, D : dam, O : offs pring)

5. 육질형질 연관 DN A marker 규명

도체에서 판정될 수 있는 육질형질인 근내지방도와 배최장근단면적도 일정 부분

의 유전적 능력과 사양관리 등 환경요인에 의하여 발현되는 기록이기 때문에 가능한

한 동일한 사육조건과 비슷한 일령의 개체들을 이용하는 것이 유전적 능력인 DNA구

성의 판별을 용이하게 할 수 있다. 따라서 본 연구는 우리나라의 유일한 한우연구기

관인 농협중앙회 한우개량부에서 비슷한 일령과 사육환경에서 사육된 후대검정우와

종축개량협회의 혈통등록우 자손들을 DNA marker규명에 이용하였다. 본 연구에서

사용된 총289두의 근내지방과 배최장근단면적 기록을 정리한 정규분포상의 양쪽 끝에

위치한 low와 high g roup, 그리고 전체의 일반성적은 T able 2- 12와 같다. 1- 19등급으

로 판정된 근내지방도는 비거세우의 등급 2.54에 비해 거세우는 10.74등급으로 뚜렷한

증가의 성적을 보였고 배최장근단면적은 비거세우가 85.37cm 2로 거세우 80.30cm 2 보다

높은 성적이었다.
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T able 2- 12. Individual performance of marbling score and M . long iss im us dors i
area betw een hig h and low groups in Hanw oo(Korean Catt le)

M ar ket day Marbling score
(1∼19) M a rk et da y

M . long is sim us dorsi
(㎠)

T ra it s
Item s

H ig h
No. of head 10 10 10 10
M ea n±S D 715±44 19±0.00 723±30 93.6±3.84

Low
No. of head 10 10 10 10
M ea n±S D 709±21 1.7±0.66 705±36 67.9±3.55

T ota l

No. of

head

Bu ll 147

S teer 142

M ea n

±S D

Bu ll 702±25 2.54±2.26 702±25 85.37±9.01

S teer 720±35 10.74±4.71 720±35 80.30±8.17

그리고 근내지방도에서 성적이 높은(high) 그룹 10두의 성적(X+1.5SD)은 19등급이

었고 낮은( low )그룹 10두의 성적(X- 1.5SD)은 1.7등급이었다. 근내지방도는 비거세우의

경우 등급의 변이가 적어 제외시켰고, 1- 19등급으로 세분화하여 정리된 거세우에서만

low와 hig h group으로 나눠 조사하였다. 배최장근단면적 역시 높은 그룹 10두의 성

적(X+1.5SD)이 93cm 2 이고 낮은 그룹 10두의 성적(X- 1.5SD)은 67.9cm2이었다. 이러한

두 그룹에서 극단의 10두의 mix ed DNA를 이용한 4종류의 probe와 4종류의 enzyme

조합별 VNT R(variable number of tandem repeat) 유전자지문으로 어떠한 probe와

enzyme조합에서 능력의 고저에 따라 DNA marker가 나타나는지를 1차 screen한 결

과, 분명한 marker를 나타낸 M13/H aeⅢ와 M13/H infⅠ 조합의 DNA지문은 Figure

2- 12에서 근내지방 그리고 Figure 2- 13에서는 배최장근단면적을 대상으로 한 결과를

제시하였다. 그리고 능력의 high와 low g roup간 차별 가능성이 있는 band들의 분포는

환경변이를 고려하여 70%이상의 DNA band를 low와 high group별로 나타낸 경우만

을 대상으로 하였다.

여기에 근거하여 근내지방도와 배최장근단면적에 연관된 표식의 판정은 hig h g roup

과 low group에서 각각 다르게 70% 이상의 개체가 고유한 DNA band를 가지고 있는

경우로 하였을 때, 근내지방도의 경우 M13/H aeⅢ에서 2종류(9.4와 3.6kb) 그리고

M13/H infⅠ에서 2종류(9.4와 2.9kb)의 high group과 low group간 specific DNA

marker들을 확인 할 수 있었고 배최장근단면적의 경우도 M13/H aeⅢ에서 5.6kb

M13/H infⅠ에서 2종류(5.6과 4.3kb) marker가 차별화 할 수 있는 marker들로 제시할

수 있었다.
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F ig ure 2- 12. DNA fingerprint ings for marbling s cores of hig h and low groups in
Hanw oo(Korean Cattle) us ing DNA fingerprint ing w ith M13/ H aeⅢ

( left ) and M13/H infⅠ(r ig ht). ( : specific marker)

F ig ure 2- 13. DNA fingerprintings for M . longissimus dorsi area of high and low groups in
Hanwoo(Korean Catt le) us ing DNA fing erprint ing w ith M13/H aeⅢ

( left ) and M13/ H infⅠ(r ig ht). ( : specific marker)
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한우의 근내지방에 관여하는 specific markers의 분포는 M13/H aeⅢ와 M13/H infⅠ

에서 규명된 marker를 이용하여 거세우 142두와 비거세우 147두 전체 289두 개체를

s creen한 결과로 T able 2- 13에서는 거세우의 성적을, T able 2- 14에서는 비거세우의

결과를 제시하였다. 보다 정확한 자료를 얻기 위해서 실험적으로 1- 19등급으로 구분

하여 우리나라의 육질등급(1- 3)과 일본의 등급(1- 5)에 비교된 결과를 DNA marker별

로 분류하여 정리하였다.

T able 2- 13의 M13/H aeⅢ에서 s teer는 9.4kb marker를 가진 집단에서 육질 최하등

급인 우리나라 3등급과 일본의 2등급 개체가 거의 나타나지 않으면서 육질 상등급인

우리나라의 1등급과 일본의 4- 5등급이 94.4%를 나타내는 분포였으며 s pecific

marker가 없는 집단과 비교할 때 1등급출현이 54.4%정도 높게 분포된 결과를 얻을

수 있었다. M13/H infⅠ marker(9.4kb)를 가진 s teer에서 우리나라의 3등급을 나타낸

개체가 없고 1등급이 77.3%로 이 marker가 없는 집단의 1등급 출현율 53.3%보다

24%향상된 근내지방도 기록을 보였다. 그리고 M13/ H infⅠ의 9.4와 2.9kb를 동시에 가

진 집단의 경우 일본 화우의 최고 5등급을 56.3% 얻을 수 있는 marker로 한우의 육

질개량에 유용한 DNA marker로 활용할 수 있을 것으로 판단된다.

비거세우에서 근내지방도는 거세우와 육질 등급에서 큰 차이가 있기 때문에 측정단

계를 1∼10등급으로 정리되었다. 거세처리는 일종의 환경적 변화이기 때문에 한우가

가지는 유전자의 변화는 없기 때문에 거세우에 적용했던 DNA marker를 동일하게 적용

하여 T able 2- 14에 나타내었다.
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T able 2- 13. Dis tribution of specific DNA markers for marbling score in the s teer
of Hanw oo(Korean Catt le) us ing DNA fing erprinting w ith M13/H aeⅢ
and M13/ H infⅠ

Marker

Grade
Korea Japan

M13/H aeⅢ M13/ H infⅠ

9.4 3.6 9.4/3.6 None T otal 9.4 2.9 9.4/2.9 None T otal

3

Grade
1

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
0 0 2 0 2 0 0 1 0 1
0 0 2 2 4 0 1 2 1 4

3Grade
T otal

0
(0%)

0
(0%)

4
(4.8%)

2
(6.7%)

6
(3.2%)

0
(0%)

1
(2.4%)

3
(4.6%)

1
(2.6%)

5
(2.6%)

2

Grade

2

1 1 4 3 9 2 0 2 5 9
0 0 2 0 2 0 0 1 0 1
0 1 7 1 9 0 4 4 1 9

-
1

(2.8%)
2

(5%)
13

(15.7%)
4

(13.3%)
20

(10.6%)
2

(4.6%)
4

(9.5%)
7

(10.8%)
6

(15.8%)
19

(10.1%)

3

0 2 4 4 10 1 1 5 2 9
1 1 3 4 9 2 2 2 2 8
0 2 3 4 9 1 1 2 4 8

-
1

(2.8%)
5

(12.5%)
10

(12%)
12

(40%)
28

(14.8%)
4

(9.1%)
4

(9.5%)
9

(13.9%)
8

(21.1%)
25

(13.2%)

2Grade
T otal

2
(5.6%)

7
(17.5%)

23
(27.7%)

16
(53.3%)

48
(23.4%)

6
(13.6%)

8
(19.1%)

16
(24.6%)

14
(36.8%)

44
(23.3%)

1

Grade

4

⑩ 2 2 7 4 15 1 4 4 7 16
⑪ 3 2 10 3 18 3 4 7 2 16
⑫ 0 5 2 1 8 1 3 3 2 9

⑩- ⑫
5

(13.9%)
9

(22.5%)
19

(22.9%)
8

(26.7%)
41

(21.7%)
5

(13.9%)
11

(26.2%)
14

(21.5%)
11

(28.9%)
41

(21.7%)

5

⑬ 0 5 6 1 12 3 5 2 2 12
⑭ 6 3 6 1 16 6 2 8 3 19
⑮ 4 4 9 0 17 2 3 7 6 18
? 6 6 5 0 17 4 5 7 1 17
? 3 2 2 1 8 6 4 1 0 11
? 4 3 3 0 10 4 0 5 0 9
? 6 1 6 1 14 8 3 2 0 13

⑬- ? 29
(80.6%)

24
(60%)

37
(44.6%)

4
(13.3%)

94
(49.7%)

33
(75.0%)

22
(52.4%)

32
(49.2%)

12
(31.6%)

99
(52.4%)

1Grade
T otal

34
(94.4%)

33
(82.5%)

56
(67.5%)

12
(40%)

135
(71.4%)

38
(86.4%)

33
(78.6%)

46
(70.8%)

23
(60.5%)

140
(74.1%)

T otal
36

(100%)
40

(100%)
83

(100%)
30

(100%)
189

(100%)
44

(100%)
42

(100%)
65

(100%)
38

(100%)
189

(100%)
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비거세우는 M13/ H aeⅢ와 M13/H infⅠ에서 공히 s teer 와는 달리 3등급 출현비율이

81%로 역시 고급육 생산을 위해 거세는 필수적인 과정임을 알 수 가 있었고

M13/H aeⅢ의 경우 9.4와 3.6kb의 marker를 가진 집단에서 3등급 출현이 비교적 낮고

2, 3등급비율이 약 27%정도로 높았다. 그러나 marker가 없었던 집단의 경우 100% 3

등급을 나타내고 있어 비거세우의 경우에도 거세우에 적용되는 DNA marker의 활용

이 이뤄질 수 있음을 알 수가 있었다. 그러나 M13/ H infⅠ의 경우는 marker의 유무에

따른 육질등급의 차이가 없었다.

T able 2- 14. Dis tribution of specific DNA markers for marbling scores in the bull
of Hanw oo(Korean Catt le) us ing DNA fing erprinting w ith M13/H aeⅢ
and M13/ H inf Ⅰ

marker

Grade

M13/ H aeⅢ M13/H inf Ⅰ

9.4 3.6 9.4/3.6 None T otal 9.4 2.9 9.4/2.9 None Total

No.3

① 7 20 24 10 61 9 17 23 12 61

② 5 8 18 6 37 8 9 15 4 36

③ 3 9 7 2 21 3 11 3 5 22

No.3
(①- ③)

15
(78.9%)

37
(86.0%)

49
(73.1%)

18
(100%)

119
(81.0%)

20
(76.9%)

37
(88.1%)

41
(82.0%)

21
(72.4%)

119
(81.0%)

No.2

④ 0 2 6 0 8 2 0 4 2 8

⑤ 0 0 3 0 3 1 1 0 1 3

⑥ 1 1 3 0 5 1 1 3 0 5

⑦ 1 1 1 0 3 0 1 0 2 3

⑧ 1 2 0 0 3 0 1 0 2 3

⑨ 0 0 2 0 2 1 1 0 0 2

No.2
(④- ⑨)

3
(15.8%)

6
(14.0%)

15
(22.4%)

0
(0%)

24
(16.3%)

5
(19.2%)

5
(11.9%)

7
(14.0%)

7
(24.1%)

24
(16.3%)

No.1

⑩ 0 0 2 0 2 0 0 1 1 2

⑪ 1 0 0 0 1 0 0 1 0 1

⑫ 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

⑬ 0 0 1 0 1 1 0 0 0 1

No.1
(⑩- ⑬)

1
(5.3%)

0
(0%)

3
(4.5%)

0
(0%)

4
(2.7%)

1
(3.8%)

0
(0%)

2
(4.0%)

1
(3.4%)

4
(2.7%)

T otal 19 43 67 18 147 26 42 50 29 147
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이러한 DNA marker와 근내지방도간 연관검정은 동일한 유전적 구성을 가진 개체라

하더라도 거세라는 생리적 변화에 따라 거세우와 비거세우의 유전능력 발현이 크게

영향을 받고 있고 고급육 생산 농가가 거세를 전제로 하기 때문에 근내지방도의 유전

적 평가도 거세우를 대상으로 하여야 할 것으로 판단된다. 육질연관 DNA marker의

존재여부는 한우개량체계에 중대한 역할을 하기 때문에 한우개량사업의 국가적 종축

기관인 한우개량부의 인공수정용 종모우(KPN) 88두와 종축개량협회의 혈통 등록 종

빈우 92두에 대한 DNA marker의 분포를 검정한 결과는 T able 2- 15에 나타내었다.

T able 2- 15. Distr ibution of specific DNA markers related w ith marbling score in
KPN bull and regis tered cow of Hanw oo(Korean Catt le) us ing DNA

fing erprinting w ith M13/H aeⅢ and M13/H infⅠ

Marker

Cattle

M13/H aeⅢ M13/H infⅠ

9.4kb 3.6kb 9.4/3.6kb None T otal 9.4kb 2.9kb 9.4/2.9kb None T otal

KPN bull

(%)

10

(11.4)

22

(25.0)

38

(43.2)

18

(20.5)

88

(100)

13

(14.8)

17

(19.3)

37

(42.1)

21

(23.9)

88

(100)
Reg is tered

cow (% )

16

(17.4)

21

(22.8)

39

(42.4)

16

(17.4)

92

(100)

21

(22.8)

16

(17.4)

38

(41.3)

17

(18.5)

92

(100)

종모우의 경우 M13/H aeⅢ에서 9.4와 3.6kb의 marker를 가진 개체는 약 80%,

M13/H infⅠ의 9.4와 2.9kb marker를 가진 개체는 약 76%인 것으로 나타났으며, 종빈

우에서는 M13/ H aeⅢ에서 9.4와 3.6kb의 marker를 가진 개체는 약 83%, M13/ H infⅠ

의 9.4와 2.9kb marker를 가진 개체는 약 82%인 것으로 나타났다.

배최장근단면적과 연관된 DNA marker들의 분포는 T able 2- 16에 제시된 바와 같

이 M13/H aeⅢ에서 5.6kb의 marker를 가진 개체는 s teer가 39% 그리고 bull이 약

45%이고 M13/ H infⅠ의 5.6과 4.3kb의 marker를 가진 개체들이 s teer의 경우 약 57% ,

bull의 경우 58%를 나타내었다. 종모우는 M13/ H aeⅢ에서 5.6kb의 marker를 가진 개

체는 30%, M13/ H infⅠ의 5.6과 4.3kb marker를 가진 개체는 약 63%인 것으로 나타

났으며, 종빈우에서는 M13/H aeⅢ에서 5.6kb의 marker를 가진 개체가 58%, M13/ H inf

Ⅰ의 5.6과 4.3kb marker를 가진 개체는 약 73%인 것으로 나타났다. 또한 종모우와

종빈우에서는 M13/H aeⅢ의 5.6kb marker가 종모우에서는 34% , 혈통등록 빈우에서는

63%로 종모우보다 약 2배정도 높게 나타나고 있어 배최장근단면적의 능력개량에는

암컷의 개량이 효과적인 것으로 판단되어 진다.
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T able 2- 16. Dis tr ibut ion of s pecific DNA markers for M . longissimus dorsi area of
Hanw oo(s teer, Bull, KPN bull and Registered cow ) us ing DNA
fing erprint ing w ith M13/H aeⅢ and M13/H infⅠ.

Marker

Cattle

M13/H aeⅢ M13/H infⅠ

5.6kb None T otal 5.6kb 4.3kb 5.6/4.3kb None T otal

S teer
(%)

54
(39.4)

83
(60.6)

137
(100)

48
(37.8)

12
(9.5)

13
(10.2)

54
(42.5)

127
(100)

Progeny tes t
bull (%)

67
(44.7)

83
(55.3)

150
(100)

79
(51.0)

4
(2.6)

7
(4.5)

65
(41.9)

155
(100)

KPN bull

(%)

30
(34.1)

58
(65.9)

88
(100)

27
(30.7)

9
(10.2)

20
(22.7)

32
(36.4)

88
(100)

Reg is tered
cow (%)

58
(63.0)

34
(37.0)

92
(100)

28
(30.4)

16
(17.4)

23
(25.0)

25
(27.2)

92
(100)

F igure 2- 14는 근내지방도와 연관된 한우의 DNA marker에 대한 유전 mechanism

을 나타낸 것으로 아비, 어미, 자식의 full- s ib 가계에서 DNA marker들의 유전양식을

밝힐 수 있는 가계별 그림이다. M13/H aeⅢ에서 Specific marker인 9.4kb는 양친 중

어느 쪽에서나 유전이 되고 있지만 아비로부터 유전되는 가계의 수보다 어미로부터

유전되어지는 가계의 수가 많았으며, 3.6kb는 아비와 어미 양쪽에서 모두 유전되어지

는 marker임을 확인하였다. 그리고 M13/H infⅠ의 marker인 9.4kb와 2.9kb는 아비와

어미 양쪽에서 유전되는 것을 알 수 있었으며, M13/H aeⅢ의 9.4kb marker와 같이 어

미 쪽으로부터 자식에 유전되어지는 가계의 수가 많은 것을 확인할 수 있어 근내지방

도 연관 DNA marker의 후대전달 양상은 아비보다 어미로부터 유전되어지는 빈도가

높다는 것을 확인하였다.

그리고, F igure 2- 15에서 배최장근단면적에 연관된 marker로 M13/H aeⅢ와

M13/H infⅠ에서 Specific marker인 5.6kb는 중 아비와 어미 모두다 가지고 있을 때

자식에서 나타나고 어미가 가지고 있을지라도 자식에서는 나타나지 않는 것으로 아비

에서 유전되어지는 marker로 나타났으며, M13/H infⅠ의 다른 specific marker인 4.3kb

는 아비와 어미 양쪽으로부터 후대에 전달되는 양상을 확인할 수 있었다. 이러한 결과로

육질연관 DNA marker의 한우 개량체계 이용은 인공수정은 물론 종모우와 빈우의

specific marker 검정이 이루어져 DNA marker를 homozygote로 가진 자손의 생산이 이

루어질 수 있어 한우의 유전소질개량에 손쉽고 정확한 체계로 이용될 수 있을 것으로

판단된다.
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F ig ure 2- 14. Inheritance of specific marker related with marbling scores using DNA

fingerprinting with M13/H aeⅢ(left) and M13/H infⅠ(right).
(S : sire, D : dam, O : offspring)

Figure 2- 15. Inheritance of specific marker related with loin eye muscle using DNA

fingerprinting with M13/HaeⅢ(left) and M13/H infⅠ(right).
(S : sire, D : dam, O : offspring)

6. DN A marker의 종모우, 후대검정우 및 일반 한우 사육농가 검정

현재 인공수정용 정액 채취가 진행중인 종모우에서 경제형질 연관 DNA marker

의 분포를 확인한 결과로 각 종모우별로 이들 경제형질 DNA maker의 존재유무가 보

고되어 현재 농협중앙회 가축개량사업소 한우개량부에서 경제형질과 DNA marker의

연관 효과에 대한 검정 결과는 T able 2- 17에 제시된 바와 같다. 본 연구 결과에서 주

요한 경제형질과 연관된 DNA marker를 가지고 있지 않은 종모우, 즉, 선발이 의심되

는 개체 비율이 marbling에서 17.3%, 증체에서 11.3%, 배최장근단면적에서 36.7% , 그

리고 등지방두께에서는 두꺼운 능력과 연관된 12.4kb와 none marker 개체의 비율이

26.6%가 나타나고 있다.
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T able 2- 17. Specific markers and frequencies for marbling score, daily gain, backfat
thickness and M . long issim us dorsi area in Korean Proven Bull of
Hanw oo(Korean Cattle)

M arb lin g s co re ( M 13/ H aeⅢ)

M ar ker 9.4 3.6 9.4/ 3.6 N one T ota l

N o. of h ead 26 33 65 26 150

F r equ en cy (% ) 17.3 22.0 43.3 17.3 100

D a ily g ain( M 13/ H aeⅢ)

M ar ker 4.6 3.6 2.8 4.6/3.6/× 4.6/×/ 2.8 ×/ 3.6/2.8 4.6/3.6/2.8 N one T ota l

N o. of h ead 7 12 18 15 10 29 42 17 150

F r equ en cy (% ) 4.7 8.0 12.0 10.0 6.7 19.3 28.0 11.3 100

B ac kfa t th ic kne s s ( M 13/ H aeⅢ)

M ar ker 12.4 11.3 9.4 12.4/11.3/× 12.4/11.3/× 12.4/×/9.4 ×/11.3/9.4 12.4/11.3/9.4 N one

N o. of h ead 17 9 17 11 30 20 23 23 150

F r equ en cy (% ) 11.3 6.0 11.3 7.3 20.0 13.3 15.3 15.3 100

M . long is s im us d or s i area( M 13/ H infⅠ)

M ar ker 5.6 4.3 5.6/ 4.3 N one T ota l

N o. of h ead 24 8 18 29 79

F r equ en cy (% ) 30.4 10.1 22.8 36.7 100

T able 2- 18은 일반 한우 사양농가의 한우에서 경제형질 연관 DNA marker의 분포를

확인한 결과로 근내지방도, 일당증체량 및 등지방두께에 연관된 DNA marker의 분포

는 종모우의 구성보다 바람직한 분포를 보이고 있었는데 이러한 결과는 한우의 경제

가치를 높이기 위한 방법으로 농가에서 우수 종모우의 정액을 다량으로 사용하였거

나, 어미의 선발에 커다란 관심과 나름대로의 선발기준을 가지고 있을 것이라는 것을

예측할 수 있었다. 경제형질 연관 DNA maker의 존재유무가 고급육 생산을 위한 거

세 판단의 기준 및 육량을 증대시킬 수 있는 사육 집단, 비육용 밑소의 집단 형성에

서 개체 판정용으로 적용되고있어 후반기에 이들 판정 대상 개체들의 도축에 의한 결

과를 토대로 경제형질과 DNA marker의 연관 효과에 대한 검정이 이루어 질 수 있을

것으로 판단된다.
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T able 2- 18. Specific markers and frequencies for marbling score, daily gain and
backfat thickness in local farm indiv iduals of Hanw oo(Korean Cattle)

M a rbling s c o re ( M 13/ H aeⅢ)

M a rk er 9.4 3.6 9.4/ 3.6 N on e T otal

N o. of h ead 205 346 625 111 1,287

F r equency (% ) 15.9 26.9 48.6 8.6 100

D aily g a in ( M 13/ H aeⅢ)

M a rk er 4.6 3.6 2.8 4.6/ 3.6/× 4.6/×/ 2.8 ×/ 3.6/2.8 4.6/3.6/2.8 Non e T otal

N o. of h ead 26 143 100 147 162 234 447 28 1,287

F r equency (% ) 2.0 11.1 7.8 11.4 12.6 18.2 34.7 2.2 100

B a c kfat thic kn es s ( M 13/ H aeⅢ)

M a rk er 12.4 11.3 9.4 12.4/11.3/× 12.4/×/9.4 ×/11.3/9.4 12.4/11.3/9.4 Non e T otal

N o. of h ead 233 65 256 95 374 139 61 64 1,287

F r equency (% ) 18.1 5.0 19.9 7.4 29.1 10.8 4.7 5.0 100

T able 2- 19. Dis tr ibut ion of DNA markers related w ith marbling s core, daily g ain
and backfat thickness in Hanw oo(Korean Catt le) at different area

Marbling s c ore( M13/ H aeⅢ)

Kyungki
M a rker 9.4 3.6 9.4/3.6 none T otal

No. of head 80 105 195 36 416
% 19.2 25.2 46.9 8.7 100

Kyung

sang

M a rker 9.4 3.6 9.4/3.6 none T otal
No. of head 86 155 275 53 569

% 15.1 27.2 48.3 9.3 100

Junra
M a rker 9.4 3.6 9.4/3.6 none T otal

No. of head 29 69 121 13 232
% 12.5 29.7 52.2 5.6 100

Jeju
M a rker 9.4 3.6 9.4/3.6 none T otal

No. of head 10 17 34 9 70
% 14.3 24.3 48.6 12.9 100

T otal
M a rker 9.4 3.6 9.4/3.6 none T otal

No. of head 205 346 625 111 1,287
% 15.9 26.9 48.6 8.6 100

* Nex t pag e Continue
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D aily g ain( M13/ H aeⅢ)

Kyungki
M ar ker 4.6 3.6 2.8 4.6/3.6/× 4.6/×/2.8 ×/3.6/2.8 4.6/3.6/2.8 None T otal

No. of head 10 37 35 42 65 65 156 6 416
% 2.4 8.9 8.4 10.1 15.6 15.6 37.5 1.4 100

Kyung

sang

M ar ker 4.6 3.6 2.8 4.6/3.6/× 4.6/×/2.8 ×/3.6/2.8 4.6/3.6/2.8 None T otal
No. of head 11 70 47 69 64 107 184 17 569

% 1.9 12.3 8.3 12.1 11.3 18.8 32.3 3.0 100

Junra
M ar ker 4.6 3.6 2.8 4.6/3.6/× 4.6/×/2.8 ×/3.6/2.8 4.6/3.6/2.8 None T otal

No. of head 3 26 15 26 22 53 85 2 232
% 1.3 11.2 6.5 11.2 9.5 22.8 36.6 0.9 100

Jeju
M ar ker 4.6 3.6 2.8 4.6/3.6/× 4.6/×/2.8 ×/3.6/2.8 4.6/3.6/2.8 None T otal

No. of head 2 10 3 10 11 9 22 3 70
% 2.9 14.3 4.3 14.3 15.7 12.9 31.4 4.3 100

T otal
M ar ker 4.6 3.6 2.8 4.6/3.6/× 4.6/×/2.8 ×/3.6/2.8 4.6/3.6/2.8 None T otal

No. of head 26 143 100 147 162 234 447 28 1,287
% 2.0 11.1 7.8 11.4 12.6 18.2 34.7 2.2 100

B ackfat thic knes s (M13/ H aeⅢ)

Kyungki
M ar ker 12.4 11.3 9.4 12.4/11.3/× 12.4/×/9.4 ×/11.3/9.4 12.4/11.3/9.4 None T otal

No. of head 65 25 86 31 109 53 27 20 416
% 15.6 6.0 20.7 7.5 26.2 12.7 6.5 4.8 100

Kyung

sang

M ar ker 12.4 11.3 9.4 12.4/11.3/× 12.4/×/9.4 ×/11.3/9.4 12.4/11.3/9.4 None T otal

No. of head 110 25 123 38 163 56 19 35 569
% 19.3 4.4 21.6 6.7 28.7 9.8 3.3 6.2 100

Junra
M ar ker 12.4 11.3 9.4 12.4/11.3/× 12.4/×/9.4 ×/11.3/9.4 12.4/11.3/9.4 None T otal

No. of head 43 12 34 19 82 24 10 8 232
% 18.5 5.2 14.7 8.2 35.3 10.3 4.3 3.5 100

Jeju
M ar ker 12.4 11.3 9.4 12.4/11.3/× 12.4/×/9.4 ×/11.3/9.4 12.4/11.3/9.4 None T otal

No. of head 15 3 13 7 20 6 5 1 70
% 21.4 4.3 18.6 10.0 28.6 8.6 7.1 1.4 100

T otal
M ar ker 12.4 11.3 9.4 12.4/11.3/× 12.4/×/9.4 ×/11.3/9.4 12.4/11.3/9.4 None T otal

No. of head 233 65 256 95 374 139 61 64 1,287
% 2.0 11.1 7.8 11.4 12.6 18.2 34.7 2.2 100

T able 2- 19는 일반 한우 사육농가의 한우 1,295두를 대상으로 지역별 경제 형질

연관 DNA marker의 분포를 나타낸 것으로 근내지방도 연관 marker중 1등급 출현율

에 가장 높은 연관을 가진 것으로 나타난 9.4kb는 경기도 지역의 한우가 19.2%를 나

타내어 다른 지역보다 높은 것으로 나타났으며, 고급육 생산에 연관된 DNA marker

를 가지고 있지 않은 개체들의 빈도는 제주도 지역이 12.9%로 가장 높게 나타났으며,

전라남북도 지역에서 사육되고 있는 한우들이 고급육 생산에 연관된 marker를 가지

고 있지 않는 빈도가 가장 낮은 것으로 나타났다. 일당증체량 및 등지방두께에 연관

된 DNA marker를 가지고 있지 않는 개체들의 빈도에서도 전라남북도 지역의 한우가

0.9%와 3.5%로 가장 낮은 것으로 나타나 이 지역에서 사육되고 있는 한우들이 다른

지역의 한우들 보다 경제형질에 연관된 유전능력에서는 우수한 개체들인 것으로 나타
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났다. 그러나 경제형질 연관 DNA marker별 전체 빈도에서는 지역별로 거의 비슷한

성적을 나타내고 있음을 확인할 수 있었다.

T able 2- 20은 고급육 생산을 위한 개체별 사양관리가 우수한 집단과 환경효과를

고정시켜 개체별 사양관리가 이루어지지 않은 집단별 근내지방도 연관 DNA marker

의 분포를 나타낸 것으로 개체관리가 우수한 집단 189두와 개체관리가 불량한 집단

139두를 대상으로 DNA marker 별 개체의 분포에서는 두 집단이 거의 동일한 것을

확인할 수 있었으나, 1등급 출현율에서는 개체관리가 우수한 집단에서는 9.4kb 집단에

서는 94.4%가 1등급 출현한 반면 개체관리가 불량한 집단에서는 50%만이 1등급으로

출현한 것을 확인할 수 있어, 일반 한우 사양농가에서 개체관리가 이루어지지 않을

경우 우수한 유전자를 가진 한우라 할지라도 1등급 출현율에서 아주 낮은 육질등급을

나타내고 있음을 알 수 있었다.

T able 2- 20. Dis tribution of DNA markers related w ith marbling score in
Hanw oo(Korean Cattle) betw een g ood and poor feeding s ys tems

Marker(kb)

Items
9.4 3.6 9.4/ 3.6 None T otal

T otal number of heads
60

( 18.3%)

73

( 22.3%)

146

( 44.5%)

49

(14.9%)

328

( 100%)

Good feeding sys tems
36

(19.0%)

40

(21.2%)

83

(43.9%)

30

(15.9% )

189

(100% )

Heads and rat io of No. 1

marbling g rade

34

(94.4%)

33

(82.5%)

56

(67.5%)

12

(40.0% )

135

(71.4% )

Poor feeding sys tems
24

(17.3%)

33

(23.7%)

63

(45.3%)

19

(13.7% )

139

(100% )

Heads and rat io of No. 1

marbling g rade

12

(50.0%)

16

(48.5%)

13

(20.6%)

4

(21.1% )

45

(32.3% )
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제 3 장 DNA marker를 이용한 probe 및 primer 개발

제 1 절 서 설

다양한 유전공학 기술들을 통한 한우의 유전적 특성을 밝히는 과정에서 도출할 수

있는 결과는 한우의 유전적 개량에 초점이 맞춰지고 더 나아가 한우가 가지고 있는

고유한 DNA구성을 정확히 파악하여 한우에만 고유하게 적용할 수 있는 손쉬운 기술

이 개발되는 것이 한우의 유전적 개량을 위한 가장 바람직한 결과라 판단된다.

이러한 결과를 도출하기 위한 기술적인 측면에서 볼 때, DNA구성을 밝히는 다양한

DNA fing erprint ing 기술들이 개발되어 이용 중에 있는 것으로는 RAPD(random

amplified polymorphic DNA), DAF(DNA amplified frag ment), AP- PCR(arbitrary

primed- polymerase chain react ion)등이 있고 PCR을 이용하지 않는 방법의 대표적인

것으로는 RFLP가 있다. 어떤 fingerprint ing 테크닉을 사용할 것인지는 이용의 목적,

즉 DNA typing이냐 혹은 DNA marker mapping이냐 등에 따라, 그리고 조사 대상이

박테리아냐, 식물이냐, 동물이냐 혹은 사람이냐에 따라 달라진다. RFLP에 의한

fing erprinting은 PCR에 기초를 두고 있지 않기 때문에 DNA typing용으로는 별 불편

한 점이 없으나 DNA marker의 cloning과 나아가 mapping에는 취약점을 앉고 있다.

최근 Vos등(1995)에 의해 개발되어 소개된 AF LP(amplified fragment length

polymorphism) 방법도 PCR에 기초를 둔 fingerprint ing 방법인데 이 방법 또한 사전

에 조사 대상 DNA에 대한 염기서열의 정보가 필요로 하지 않는 특성이 있어, 결국

A FLP는 RFLP의 신뢰도에 PCR의 pow er를 가미한 강력한 방법이라고 볼 수 있다.

본 세부과제의 연구 개발 목표는 한우의 중요한 경제 형질에 관련된 DNA marker의

탐색, cloning 및 염기구조의 확인이다. 특히 AFLP는 제한효소로 DNA 단편들을 생

성시키고 제한효소에 상응하는 adaptor를 ligat ion시켜 각각의 adaptor s equence에

bind하는 primer들을 넣고 PCR 반응을 거치면서 이들 제한효소 절편들을 증폭시킨다.

이때 primer들의 3' 에 임의적인 선택성 염기들을 1- 3개정도 덧붙여 놓음으로써 증폭

되는 절편들을 선택하게 됨으로 탐지되는 절편들의 수를 조절할 수 있음은 물론 여러

조합의 제한효소와 primer들을 사용함으로써 어떠한 DNA 기술보다 다양한

polymorphism들을 찾아낼 수 있다.
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이러한 DNA 기술들에서 밝혀진 specific DNA marker들의 구조분석에서 특정형질

에 관계하는 특정 DNA만을 나타내는 DNA probe의 개발 결과를 Steffen등(1993),

Glow atzki- Mullis등(1995), Huebscher등(1995), Kashi등(1990), T suji등(1995)이 보고함

으로서 축우의 유전적 능력개량에 이용될 수 있음이 제시되었다. 일본의 A nimal

Genetic Ins titute, 프랑스의 Animal Improvement Center 등에서는 자국의 축우 품종

에 대한 모든 DNA구성을 밝혀 놓았고 축우의 DNA구성이나 DNA probe의 생산과

관련된 상업적 수단을 모색하고 있는 것으로 알려지고 있다. 또한 일본의 Kobe대학에

서는 고베 소의 육질에 관련되는 100여개의 DNA Marker를 확보하고 이의 보다 효율

적인 응용에 심혈을 기울이고 있다.

따라서 본 연구는 기존의 DNA fing erprinting과 같은 RF LP 방법에서 advanced된

기술인 AF LP기술을 이용하여 본 연구의 개발목표를 더욱 효과적으로 수행하기 위해

서 유전적으로 순수한 한우를 판정할 수 있고 한우의 육량과 육질형질과 관련된

DNA marker들을 규명하여 이들 DNA의 cloning으로 DNA구조의 sequencing이 밝혀

진 후 순수한 한우와 경제형질 특성을 밝히는 s pecific DNA probe나 primer를 개발하

여 손쉽고 정확한 한우개량방법에 접근하고자 한다.

제 2 절 실험 재료 및 방법

1. 실험재료

표현형질의 평가를 통해 등록된 한우 150여두와 외국 축우품종인 Aberdeen

A ng us , S immental, Charolais , Brahman 및 Hols tein 등 50두를 이용하여

Primers (T able 3- 1 참조), dNT Ps , 와 T aq polymeras e를 다양하게 적용한 RAPD와

A P- PCR로 외국축종과 차별화할 수 있는 DNA marker를 규명하고자 하였다.
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T able 3- 1. RA PD primers used in this s tudy

Primer No.
Primer sequences

(5' → 3')
Primer No.

Primer sequences
(5' → 3')

1 CAGGCCCTTC H8 GCCGCTACTA

2 GTGACGTAGG H9 GGGCCCGAGG

3 GGGTAACGCC H10 TACGATGACG

4 GTTTCGCTCC H11 TTCCCGGAGC

5 AATCGGGCTG P1 CAGGCCCTTC

6 CAATCGCCGT P2 CAATCGCCGT

7 TCGGCGATAG P3 AGGGGTCTTG

8 TACAACGAGG P4 TCGGCGATAG

9 GATCATAGCG P5 GAAACGTAGG

10 GT CCACACGG P6 AGCCAGCGAA

11 GATCATAGCG P7 GTGACGTAGG

12 CCCGCCGTTG P8 TCCGCTCTGG

H1 AACGCGTAGA P9 GGGTAACGCC

H2 ACATCCTGCG P10 CTGAGACGGA

H3 AGCGGCTAGG P11 GTGATCGCAG

H4 ATACGGCGTC P12 TAGAACGAGG

H5 ATCGGGTCCG P13 GTTTCGCTCC

H6 ATCTGCGAGC P14 TGGATTGGTC

H7 CGGTGGCGAA P15 GGACTGGAGT

T able 3- 2. Sequences of arbit rary primers used for AP- PCR analys is in this s tudy

Primer Sequence(5'→ 3') Abbreviation

M13 reverse sequencing primer GGAAACAGCTATGACCATG M13 reverse

T7 sequencing primer GTAATACGACTCACTATAG T7

pBS reverse sequencing primer GGAAACAGCTATGACCATGA pBS

T3 sequencing primer GCAATTAACCCTCACTAAAG T3

KPN-X primer CTTGCGCGCATACGCACAAC KPN-X

KPN-M primer CTTGCGCGCATGTACATGAC KPN-M

universal M13 sequencing primer TTATGTAAAACGACGGCCAGT M13 universal

KPN-R primer
CCAAGTCGACATGGCACRTGTATA
CATAYGTAAC

KPN-R
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2. 실험방법

가. Random amplified polymorphic DNA(RAPD)의 최적 조건 확립

● PCR Mix ture Compos ition

1X reaction buffer(50mM KCl, 10mM T ris - Cl), 1.5mM MgCl2, 200μM dNT Ps,

1.5U T aq polymeras e, 0.2uM primer(cf. T able 3- 1), 100ng /㎕ Genomic DNA

● PCR Condition

Initial denaturat ion : 94.5℃ 1.5min, A nnealing 36℃ 2min, Ex tens ion 72℃

2min : 50 cycle

F inal polymerizat ion : 72℃ 10min

나. Arbitrarily primer PCR (AP- PCR)의 최적 조건 확립

● PCR mix ture compos it ion

1X react ion buffer(50mM KCl. 10mM T ris - Cl), 4mM MgCl2, 200μM dNT Ps ,

0.025U T aq polymerase, 10μM primer(cf. T able 3- 1), 100ng/㎕ Genomic DNA

● PCR condit ion

1) 5min at 94℃, 5min at 36℃, 5min at 72℃ : 2 cycle

2) 1min at 94℃, 1min at 60℃, 2min at 72℃ : 10 cycle

● PCR mix ture compos it ion

1X react ion buffer(50mM KCl, 10mM T ris - Cl), 200μM dNT Ps ,

2.25U T aq polymerase

위의 조성대로 반응액을 만들어서 2)의 반응이 끝난 tube에 90㎕씩 담은 다음 아래

의 조건으로 반응을 시킨다.

● PCR condit ion

1min at 94℃, 1min at 60℃, 2min at 72℃ : 30 cycle

원래 이 실험은 32P- α- dCT P를 이용하여야 하나, 충분히 DNA가 증폭이 되면

agarose gel을 통해서도 볼 수가 있으므로 사용하지 않고 실험을 진행하였다.
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다. AF LP(amplified fragment length polymorphism)

DNA 500ng을 사용하여 T aq I 제한효소 반응을 65℃에서 1시간 진행시킨 다음

T able 3- 3과 같이 E coR I, T 4 DNA lig ase, E coR I adapter, T aqI adaptor들을 첨가하

여 제한효소 반응과 lig at ion 반응을 동시에 37℃에서 1시간 진행시킨다. DNA를

ethanol 침전시키고 70% ethanol로 세척한다. 에탄올을 휘발시킨 후 DNA는 T E

buffer에 녹인다. 그중 일부 DNA를 취하여 PCR 반응을 진행시키는데 이때 T aqI

primer, E coR I primer들을 넣어주고 T aq polymeras e를 이용하여 95℃ 1분, 60℃ 1분,

72℃ 2분의 cycle을 사용하여 35 cycle을 수행하였다. 마지막 cycle이 끝난 뒤 PAGE

전기영동을 하기 전에 반응의 진척을 미리 조사하기 위하여 1% ag aros e gel 전기 영

동을 실시하였다.

PCR 반응을 끝낸 DNA s ample들은 NaOH와 formamide존재 하에서 95℃, 2분간

가열하여 denaturation시키고 6% denaturing polyacrylamide g el을 사용하여 1,800

Volts에서 3시간 전기 영동 하였다. Molecular w eig ht marker로는 100bp ladder를 사

용하였다. 전기 영동이 끝난 g el 은 10% acetic acid로 20분간 fix ing한 후 s ilver

s ta ining kit(Promeg a cat . No. DQ7050)을 사용하여 s ilver s taining을 수행하였다.

3. 순수성 DNA marker의 DNA 염기구조의 확인

RAPD, AP- PCR, 그리고 AFLP 기술을 통해서 얻은 DNA marker의 염기서열을

알아보기 위해 아래의 방법으로 연구를 진행하였다.

(1) RAPD와 AP- PCR에서 얻은 marker band를 면도칼로 절단을 한 다음 이

band를 agarose에서 분리하기 위해 gel eluter나 elution kit를 이용하여 DNA

를 순수하게 분리.

AF LP에서 얻은 marker band는 면도칼로 절단한 다음 동일한 primer를 사용

하여 PCR한 후 cloning에 사용.

(2) Cloning vector로 PCR product를 쉽게 cloning하도록 개발된 pGEM- T를

vector와 Invitrog en의 pCR 2.1 vector 사용하고, 이 v ector 내로 순수하게 분

리한 marker DNA를 s ubcloning.

(3) Cloning된 DNA의 염기서열을 vector에 존재하는 특이적인 자리를 primer로하

여 Sanger' s method로 반응을 시켜 확인하거나 A BI PRISM 377 automatic

s equencer를 이용하여 염기서열을 확인.
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T able 3- 3. DNA sequence of adaptors and PCR primers for AFLP

Name Sequence

Adapters EcoRⅠ Eco top strand 5′- CTCGTAGACTGCGTACC

Eco bottom strand 5′- AATGGTACGCAGTCTAC

Adapters TaqⅠ Taq top strand 5′- GACGATGAGTCCTGAC

Taq bottom strand 5′- CGGTCAGGACTCAT

Primers EcoR Ⅰ E 1 5′- GAC TGC GTA CCA ATT CA

E 2 5′- GAC TGC GTA CCA ATT CAA C

E 3 5′- GAC TGC GTA CCA ATT CAA G

E 4 5′- GAC TGC GTA CCA ATT CAC A

E 5 5′- GAC TGC GTA CCA ATT CAC T

E 6 5′- GAC TGC GTA CCA ATT CAG A

E 7 5′- GAC TGC GTA CCA ATT CAG T

E 8 5′- GAC TGC GTA CCA ATT CAT C

E 9 5′- GAC TGC GTA CCA ATT CAT G

Primers Taq Ⅰ T 1 5′- GAT GAG TCC TGA CCG AA

T 2 5′- GAT GAG TCC TGA CCG AAA C

T 3 5′- GAT GAG TCC TGA CCG AAA G

T 4 5′- GAT GAG TCC TGA CCG AAC A

T 5 5′- GAT GAG TCC TGA CCG AAC T

T 6 5′- GAT GAG TCC TGA CCG ACA C

T 7 5′- GAT GAG TCC TGA CCG ACA G

T 8 5′- GAT GAG TCC TGA CCG ACA T

T 9 5′- GAT GAG TCC TGA CCG ACC A
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4. Probe와 primer 설계

한우의 순수성에 연관된 DNA marker에 관한 probe 개발은 밝혀진 염기서열을 통

해 repet it ive sequence를 확인하여 반복되는 횟수만큼의 염기서열을 합성하여 probe

로 활용하였고, RAPD, A P- PCR과 A FLP에서 확인된 marker들을 분리하여 그 자체

를 probe로 활용하였다.

육량과 육질에 연관된 경제형질을 판정할 수 있는 고유한 primer의 개발은

PRIMER program을 이용하여 primer의 최적의 조건을 갖추도록 GC content 50%이

상, s econ dary s t ru ctu re가 없고, m elt in g tem pera ture(T m )가 50℃ 이상인 조건을

만족하도록 합성하여 primer 사용하였고, 그 개발과정은 다음과 같다.

첫째, DNA marker의 염기서열 내에서 primer 합성 특이적 DNA marker의 염

기서열을 분석하고 확인된 염기서열을 바탕으로 염기서열의 최대한 바깥쪽으로부터

primer를 합성하여 특이적 DNA marker를 확인

둘째, AFLP 실험에 사용된 res triction enzyme의 인지부위의 차이에 의해 차별화 되는

primer를 des ig n하여 특이적 DNA marker를 확인

셋째, 확인된 DNA marker s equence의 바깥 부위의 select ive nucleotide에 의해 차

별화 되는 sequence를 알기 위한 primer des ig n

넷째, marker의 sequence 중에서 design 한 primer와 random primer와의 조합으로 인

한 PCR 수행
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제 3 절 결과 및 고찰

1. 한우의 특이적인 DNA 표식 규명

RAPD 기술로서 이루어진 한우의 차별화 DNA marker를 확인할 수 있는 결과

는 Figure 3- 1과 Fig ure 3- 2에 나타내었다. 하나의 primer를 사용하여 RAPD를 수행

한 경우보다는 두 개의 primer를 조합하여 실험을 했을 때 좀더 많은 유전자 표식을

확인할 수 있었다. 한 개의 primer를 사용한 경우, No.10 primer로 실험을 한 결과

F ig ure 3- 1에서와 같이 296bp의 위치에서 한우의 암컷에서만 나타나는 특이적인

marker를 찾을 수 있었고, 두 개의 P4와 P6 primer를 조합하였을 때 521bp의 위치에

서 Figure 3- 2와 같이 한우에 대한 특이 표식을 확인 할 수 있었다.

F ig ure 3- 1. RAPD analys is w ith No. 10 primer in s ix cat tle breeds
lane M : Molecular marker(φX174 DNA/H aeⅢ)
lane 1, 2 : Korean Catt le(Hanw oo), lane 3, 4 : Hols tein, lane 5, 6 : Ang us
lane 7, 8 : Charolais , lane 9, 10 : S immenta l, lane 11, 12 : Brahman

F ig ure 3- 2. RAPD analys is w ith P4 & P6 primer in s ix cat t le breeds

lane M : Molecular marker(φX174 DNA/H aeⅢ)
lane 1, 2 : Korean Catt le(Hanw oo), lane 3, 4 : Hols tein, lane 5, 6 : Ang us
lane 7, 8 : Charolais , lane 9, 10 : S immenta l, lane 11, 12 : Brahman
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이들 RA PD를 통해 확인된 296bp와 521bp의 한우 전체에 대한 유전자 빈도는

296bp marker의 경우 한우의 수컷에서는 전혀 나타나지 않고 암컷에서만 85.3%의 빈

도로 나타나 암컷의 표지인자로 사용할 수 있음을 알 수 있었고, 521bp marker는 한

우 수컷에서 85.9%, 암컷에서 79.4%의 빈도로 나타나는 것으로 밝혀졌다.(T able 3- 4)

T able 3- 4. Genet ic frequency of genet ic markers in indiv iduals of Hanw oo(Korean

Catt le) found by RAPD analys is

Primer
DNA

marker
(bp)

Male Female Total

Tested Positive (%) Tested Positive (%) Tested Positive (%)

No.10 296 85 0 0 68 58 85.3 153 58 37.9

P4&P6 521 85 73 85.9 68 54 79.4 153 127 83.0

F igure 3- 3에서와 같이 AP- PCR을 통한 한우의 특이적인 marker는 KPN- X

primer(20mer)로 실험을 한 결과, 284bp의 위치에서 한우의 특이적인 marker를 확인

하였다. 이 marker를 이용하여 한우의 수컷과 암컷에서의 빈도를 확인한 결과, 수컷

은 81.2%, 암컷은 79.4%로 한우 153두 전체에서 80.4%의 높은 빈도로 나타남을 알

수 있었다.

F ig ure 3- 3. AP- PCR analys is w ith KPN- X primer in 6 bovine breeds

lane M : molecular marker(φX174 DNA/ HaeⅢ)
lane 1 : Hanw oo(Korean Catt le), lane 2 : Hols tein ,

lane 3 : Ang us , lane 4 : Charolais , lane 5 : S immental,
lane 6 : Brahman
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T able 3- 5. Genet ic frequency of the 284bp AP- PCR marker in indiv iduals of

Korean nat ive cat tle(Hanw oo) w hen amplified w ith the KPN- X primer

Male Female Total

Tested Positive Frequency
(%) Tested Positive

Frequency
(%)

Tested Positive
Frequency

(%)

85 69 81.2 68 54 79.4 153 123 80.4

2. 순수성 DN A marker의 DN A 염기구조의 확인

가. RAPD와 AP- PCR에서 얻은 marker band 절단 및 gel eluter나 elut ion kit를 이

용한 DNA의 순수 분리

RAPD와 AP- PCR을 통하여 얻은 한우에 특이적인 DNA marker를 다른 band와

섞이지 않게 조심해서 면도칼로 agarose g el에서 절단을 하였다. 그리고 DNA가 지

니는 neg at ive charg e를 이용하여 DNA를 얻는 방법으로 g el eluter (GE 200

SIXPAC GEL ELUT ER, HOEFER)를 이용하거나 agarose를 녹여서 bead에 bind시

킨 후에 다시 bind한 DNA를 elut ion하는 방법인 JET pure kit (GENOMED)를 이

용하여 agarose g el에서 DNA만을 순수하게 분리하였다 (da ta not s how n). 이때

얻은 DNA의 양이 subcloning 하기에 부족한 양이면 elut ion product를 templa te로

하여 이 marker를 얻은 primer와 같은 primer를 써서 PCR을 하여 DNA를 증폭시

킨 후에 다음 단계인 subcloning을 행하였다.

나. Cloning vector 내로 marker DNA의 subcloning

PCR을 행하여 얻은 DNA는 원래 그 끝이 blunt이어야 하나 T aq polymerase가

반응을 종결할 때 그 양쪽 끝에 adenine 하나를 붙이는 특성을 가지고 있어 그 끝이

s ticky end 이므로 이들을 쉽게 cloning 하기 위해 양쪽 끝에 thymine을 가지는

cloning vector인 pGEM- T v ector (Promeg a)를 이용해 순수분리한 DNA와 lig at ion

시키고, 이것을 숙주세포인 E .coli JM109에 형질전환 시켰다. Insert를 가지는 clone

들인지를 확인하기 위해서 vector가 지니는 T 7 promoter s ite 및 SP6 promoter s ite

에 맞는 primer를 가지고 PCR을 행하여, 또는 insert인 marker DNA를 만들 때 사용

한 primer를 가지고 또다시 PCR을 하여 그 여부를 확인하였다. (F igure 3- 4)
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F ig ure 3- 4. Confirm of trans formant inserts .

lane M : ψX 174 DNA/H aeⅢ diges t fragments,

lane 1 : RAPD No.10 primer marker

lane 2 : AP- PCR KPN- X primer marker

lane 3 : RAPD P4 & P6 primer marker

다. Cloning된 DNA의 염기서열 확인

Insert가 확인된 clone 들은 dideoxynucleotide를 이용한 종결방법에 의한 (Sanger' s

method) sequencing에 의해서 DNA sequencing을 실시하여 insert의 염기서열을 확

인하였다. 이때 사용된 primer는 vector에 완벽하게 bind 시키기 위해서 ins ert 확인에

사용된 T 7 및 SP6 promoter primer를 이용하였으며, 확인된 DNA 염기서열은 T able

3- 6과 같다. Sequencing 결과 RAPD의 No.10 marker는 296개, P4&P6 marker는

521bp 염기서열을 밝혔고, AP- PCR KPN- X의 결과의 sequencing에서도 284개의 염

기서열을 밝혔다. 이들의 염기 수는 RAPD와 A P- PCR에서 확인된 band와 그 크기가

일치하였다.
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T able 3- 6. T he sequence of s pecific markers in Hanw oo(Korean Cattle).

( : PCR primer s ite)

Primer Marker Sequence

A
RAPD
No.10

296bp

gtccacacgggggaaggaccatggtgtcccaagtggtgggcaggttcattcttttctctcagaaaagg
aggacaaggagagaaaagcttctagtttaatgtcctgccagcagaacagactgtagaatgaggctgct
acatgccaacgagcgagaggaaccagtgcgtttgtggtgggtatcccaggactttataacccctgaca
ctaccaccacacgtgtgttgcttgaacctgctcattggaggatgaaaaatgaaacgaagaaaaatgtcc
tcgtaacttagtgccgtgtggac

B
RAPD
P4&P6

521bp

agccagcgaaaccagccttccacagctaatctccagcacagtaaaataatacatttgtatttttcgaagct
aaaaaaggtaacaaaatatcatgccttggcgtcacagctgaaaagaacttcccagatctagtacaatcc
tgatggaaatatggtgagaaagatggtcttttcaaggtcacatagctagtggtcctatttatttaaaaaaca
acaacaacaacgtttcctcctcaaaataaagagataggaagagaagaagcaatgaatggggttattatt
ctaattttatgagaagaaacaaattcactgaattaagtaacttgggccattacctcatatctaatactgtgttt
taagtatttaaaaacatcgaagtaatgaaggtacatgaatgataattttaaaaaatcacatcatagcagac
agaaggacttatcatgaatagcattcatttctgtgctgttcttaagtctctcagttgtgtccgactctttgcaa
ccctatggactatcgccga

C
AP-PCR
KPN-X

284bp

cttgcgcgcatacgcacaaccaaaatcccttgacaccaacccactcccaagcagagacagccagag
atgatgtgaggcccagagtcaaaaaaaattttgttttaaatattcaatctctagtctatgtaggaatagcaa
cctcctgtgtctggaggactctggatcaggcctttttatccagactaataagcaaatgagccaggatctg
ctttaagtctgctgggcacatccactgatgaccattatgaactctctaaaactggagttgtgcgtatgc

이러한 결과에서 알 수 있듯이 1차년도에 RAPD 와 AP- PCR을 실시하여 얻은 한

우에 대한 특이 표지인자를 probe로 개발을 하는 데 있어서 우선은 다량으로 쉽게 얻

고 분리하고자 이들 marker를 vector내에 cloning하였다.

실험에서 얻어진 cloning product를 다양한 제한효소와 조합하여 축우품종별 유전자

지문을 수행한 결과, 특이적인 DNA marker를 확인할 수 없어 cloning product 자체

를 이용하는 방법은 만족할 만한 이용가치가 인정되지 않았다. 그러나 P4 & P6

primer를 이용한 RAPD실험에서 나타난 521bp marker내에서 VNT R(variable number

of tandem repeat)의 가능성이 있는 aac 5회 반복 염기서열과 gaaga가 2회 반복된 두

개의 반복염기서열(repet itive sequence) 부위를 figure 3- 5에서와 같이 확인할 수 있

었다.
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agccagcgaaaccagccttccacagctaatctccagcacagtaaaataatacatttgtatttttcgaagctaaaaaaggtaacaaaatatca
tgccttggcgtcacagctgaaaagaacttcccagatctagtacaatcctgatggaaatatggtgagaaagatggtcttttcaaggtcacata
gctagtggtcctatttatttaaaaaacaacaacaacaacgtttcctcctcaaaataaagagataggaagagaagaagcaatgaatggg
gttattattctaattttatgagaagaaacaaattcactgaattaagtaacttgggccattacctcatatctaatactgtgttttaagtatttaaaaac
atcgaagtaatgaaggtacatgaatgataattttaaaaaatcacatcatagcagacagaaggacttatcatgaatagcattcatttctgtgct
gttcttaagtctctcagttgtgtccgactctttgcaaccctatggactatcgccga

F ig ure 3- 5. DNA sequence and designed DNA probe at 521bp of RAPD in

Hanwoo(Korean Cattle). (bold : des igned DNA probe)

RA PD에서 얻은 한우의 특이적 DNA marker가 유전적 순수성 한우의 식별에서 어

떻게 관련이 되어있는지를 규명하기 위하여 밝혀진 repet it ive s equence를 합성하고

한우를 포함한 6품종 축우(한우, 연변황우, 일본화우, Aberdeen Angus , Charola is 및

Hols tein)에 대한 유전자 지문을 실시하였다. P stⅠ을 제한효소로 이용하고 합성한

(aac)n과 (g aag a)n을 probe를 사용하여 실시한 결과, (aac)n probe를 이용하였을 때

한우에서만 명확한 식별이 가능한 marker를 확인할 수 있었다.

F ig ure 3- 6. Differentiated DNA marker of Hanwoo(Korean Cattle) by specific probe

(AAC)n/ P stⅠ. ( : s pecific marker)
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F ig ure 3- 7. Screen of pure(left) and s uspected(rig ht) Hanw oo(Korean Catt le)

indiv iduals by (AAC)n/P stⅠ. ( :s pecific marker)

또한, 유전적으로 순수한 한우와 외국 축우 품종과 교잡이 이루어진 것으로 추정되

는 한우에 대한 유전자 지문으로 유전적 순수한 한우개체들에서는 10kb 부위에서 모

든 개체들에서 marker가 나타나는 것을 확인 할 수 있었으나 순수성이 결여된 것으

로 추정된 개체들에게서는 이 marker가 나타나지 않고 있음을 확인할 수 있었다.

개발된 (AA C)n probe는 한우의 유전적 순수성 검정에 유용한 도구로 사용되어질

수 있는 것으로 판단되어지며, 향후 한우의 경제형질에 연관된 DNA marker 규명에

서도 이러한 특이적 DNA marker를 이용한 probe나 primer의 개발에 의한 이용 가능

성 및 활용 가치를 확인할 수 있는 기준이 될 것으로 판단된다.

3. 증체형질에 연관된 DNA marker를 통한 primer 개발

최근 Vos등(1996)에 의해 개발되어 소개된 AFLP (amplified fragment leng th

polymorphism) 방법은 RFLP의 신뢰도에 PCR의 pow er를 가미한 강력한 방법이라고

볼 수 있고 경제형질에 관련된 DNA marker의 탐색을 위한 다양한 polymorphism,

cloning 및 염기구조의 확인과정을 수행하는데 advanced된 기술로 본 연구의 개발목

표를 더욱 효과적으로 수행할 수 있을 것이라 판단된다.

따라서 먼저 일당증체량이 낮은( low ) group과 높은(hig h) g roup 각 10두, 등지방두

께가 얇은(low ) group 과 두꺼운(high) group 각 10두 모두 40 두에서 얻은 g enomic

DNA를 가지고 AFLP 실험을 행한 결과는 Fig ure 3- 8과 같은 양상으로 지금까지 수

행되었던 어떠한 DNA 기술보다도 더욱 다양한 DNA band의 polymorphism을 나타

내고 있는 결과였다.
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Figure 3- 8. Patterns of DNA polymorphism between low and high groups of daily

gain(left , E7T 4 primers ) and backfat thicknes s (right, E4T 4 primers ) in

Hanw oo(Korean Cattle). ( specific marker)

S ilver s tained gel을 film에 expos e시키기 전에 band들을 면밀히 검토한 결과

E7T 4 primer에서 281bp 위치에서 일당증체량 high g roup에, 177bp 위치에서 일당증

체량 low g roup에서 specific하게 나타내고 있음을 확인하였다. 그리고 등지방두께에

서는 E4T 4 primer 사용할 때 314bp 위치에서 low g roup에, 223bp 위치에서 high

g roup에서 s pecific하게 나타내고 있음을 확인할 수 있었다.

일당증체량과 연관된 DNA marker의 분포와 능력을 정리한 결과는 T able 3- 7과

같이 marker 집단별로 유의적인 차이의 능력은 나타내지 않고 있었지만 증체의 형질

은 표현형으로 판정이 가능하기 때문에 사육기간 동안 인위적인 선발의 힘이 가해지

는 경우가 많아서 인지 높은 일당증체량과 연관된 marker인 281bp 개체들의 빈도가

낮은 일당증체량 marker인 177bp 보다 2배 이상 높은 분포를 확인할 수 있었다.
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T able 3- 7. Leas t square means for daily g ain related w ith specific DNA markers

in Hanw oo(Korean Catt le) us ing E7T 4 primers

281bp 177bp 281bp/177bp None Total

Bull
No. of head 46 16 12 46 120

Daily gain(g)±SE 848±16 831±24 843±21 840±12 837±8

Steer
No. of head 52 27 17 39 135

Daily gain(g)±SE 743±10 724±14 731±19 745±11 738±6

Bull & Steer
No. of head 98 43 29 85 255

Daily gain(g)±SE 773±10 765±14 770±18 783±10 775±6

등지방두께에 연관된 DNA marker의 분포와 marker 집단별 능력은 T able 3- 8에

서와 같이 얇은 두께와 연관된 314bp의 분포와 두꺼운 등지방과 연관된 229bp의 분포

는 비슷하였고 이들의 능력은 유의적인 결과를 나타냈으며 특히 비거세우의 경우 이

러한 marker가 없는 집단의 등지방은 크게 효과적인 결과임을 알 수가 있었다. 그러

나 거세우의 경우에는 거세라는 환경적, 생리적 영향으로 비거세우와는 다른 양상을

보이고 있다.

T able 3- 8. Leas t square means for backfat thickness related w ith specific DNA

markers in Hanw oo(Korean Catt le) us ing E4T 4 primers

314bp 229bp 314bp/229bp None Total

Bull
No. of head 20 37 23 46 126

Backfat thickness
(mm)±SE 7.52±0.57 8.84±0.69 8.40±0.72 6.00±0.76 7.76±0.39

Steer
No. of head 25 19 15 21 80

Backfat thickness
(mm)±SE 8.38±0.53 9.32±0.83 7.86±0.68 8.54±0.58 8.60±0.33

Bull
&

Steer

No. of head 45 56 38 67 206

Backfat thickness
(mm)±SE 9.9±0.63 10.4±0.72 9.1±0.85 8.4±0.69 9.5±0.36
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T able 3- 9. Dis tribution of DNA markers related with daily gain in KPN bull and

regis tered cow of Hanw oo(Korean Catt le).

Marker

Cattle

E7T4

281bp 177bp 281bp/177bp None Total

KPN bull
(%)

19
(21.59)

23
(26.14)

13
(14.77)

33
(37.50)

88
(100)

Registered
cow (%)

38
(41.30)

6
(6.52)

38
(41.30)

10
(10.87)

92
(100)

AF LP의 결과에서 밝혀진 DNA marker가 한우의 개량에 직접적으로 활용되고 있

는 종모우와 등록빈우들의 집단에서 분포를 살펴본 결과는 T able 3- 9와 같이 종모우

는 복합적인 개량 index를 활용한 결과로 높은 일당증체 marker인 281bp의 분포가

낮았지만 일반 농가에서 등록의 절차를 마친 빈우의 경우에는 농민들의 관심과 표현

형에서 가장 관심이 많은 경우로 일당증체에 바람직한 281bp의 분포가 아주 높았다.

그리고 종모우와 종빈우의 등지방두께에 연관된 DNA marker의 분포결과는 T able

3- 10과 같이 종자로 사용될 암 수 모두 얇은 등지방과 연관된 marker인 314bp의 분

포가 아주 높게 분포되어 있었다.

T able 3- 10. Dis tribution of DNA markers related w ith backfat thickness in KPN bull

and Regis tered cow of Hanw oo(Korean Cattle).

Marker
Cattle

E4T4

314bp 229bp 314bp/229bp None Total

KPN bull
(%)

38
(43.18)

12
(13.64)

16
(18.18)

22
(25.00)

88
(100)

Registered cow (%)
25

(27.17)
16

(17.40)
25

(27.17)
26

(28.26)
92

(100)
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F ig ure 3- 9. Inheritance of specific marker rela ted w ith daily g ain(left , E7T 4

primer) and backfat thicknes s (right, E4T 4 primer).

(S : s ire, D : dam, O : offs pring)

일당증체에 연관된 E7T 4 primer marker인 281bp와 177bp는 양친 중 어느 쪽에서

나 유전이 되고 있고, 등지방에 연관된 E4T 4 primer marker인 314bp와 229bp에서 314bp는

아비와 어미 양쪽으로부터, 229bp는 확실하게 어미로부터 자식에 유전되어지는 marker임

을 확인할 수 있었다.(Figure 3- 9)

T a ble 3- 11. In h er it an ce of s pecific m a rk er r elat ed w ith daily g a in a nd ba ck fa t t hickn es s

in H an w oo ( K or ea n Ca tt le) u s in g E 7T 4 an d E 4T 4 pr im er s .

Trait Primer Marker(bp)
Inheritance from

Sire Dam

Daily gain E7T4
281 ○ ○

177 ○ ○

Backfat thicknes s E4T4
229 × ○

314 ○ ○
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AFLP 기술로서 규명된 일당증체량과 연관된 DNA marker의 염기구조 분석을 위

해 한우의 증체형질에 관련된 281bp, 177bp DNA marker를 E7T 4 primer에서, 등지

방에 관련된 314bp, 229bp DNA marker를 E4T 4 primer에서 얻었다. 이 marker들을

cloning하기 위하여 AFLP를 통해서 얻은 marker DNA를 acrylamide gel상에서 깨끗

한 면도날로 자른 다음에 이 g el s lice를 template로, 그리고 AF LP 반응시 사용했던

primer들을 사용하여 동일한 조건으로 PCR을 수행하여 cloning에 필요한 만큼의 충

분한 양을 확보하고(F ig ure 3- 10), Inv itrog en의 T A cloning kit를 사용하여 pCR

2.1 Vector에 ligat ion 시켰다. 14℃에서 하룻밤 lig at ion 시킨 후 그중 5㎕를 사용하여

IVFα competent cell을 형질 전환 시켰다. X- g al indicator plate에서 약 50% 정도의

w hite colony들을 얻었고 이들 중 vector의 polycloning s ite의 양쪽에 있는 제한효소

자리를 이용하여 double dig es t ion을 하여 증체와 관련된 281bp와 177bp marker, 등지

방두께와 관련된 314bp와 229bp marker를 ins ert로 가진 pos it iv e clone을 확인하여

A BI PRISM 377 automatic s equencer를 사용하여 sequencing하여 염기서열을 T able

3- 12에서 제시한 것과 같이 확인하였다.

F ig ure 3- 10. Bands of acrylamide g el s lice PCR from s pecific marker rela ted w ith
daily g ain(E7T 4 primer) and backfat thicknes s (E4T 4 primer) in
Hanw oo(Korean Catt le).
Lane M : 100bp ladder s ize marker
Lane 1 : E7T 4 primer 281bp marker
Lane 2 : E7T 4 primer 177bp marker
Lane 3 : E4T 4 primer 314bp marker
Lane 4 : E4T 4 primer 229bp marker
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T able 3- 12. T he sequence of s pecific marker related w ith marbling and backfat

thicknes s in Hanw oo(Korean Catt le)

Traits
(primer)

Marker
(bp) Sequence

Daily gain
(E7T4)

281

gactgggtaccaattcagtcctgggcccccccccgatgaaagacacaatgacccaaaagagtcta
ggattgtaagaaatctacatgggcttcctatgaggaaccacagtaggaaccaggctggatgaaacta
tcaaaggaggacttatgaaaaaaacggatgtggcagtgactttaagggctttcacacagactgggg
agcagacgggactaagggacagctctggggttactactcagaggtcacagaggggcagggctttg
ttcggtcaggactcat

177
gactgggtaccaattcagtaccaccaaaccagctttacaacaaatgctaaagggacttatatagtca
agaaatacaagagaagaaaaagatctacaaaatcaaacccaaaacaattaagaaaatgtcaatcag
ttcagttcagttgctcagtcgtgttcggtcaggactcatca

Backfat
thickness
(E4T4)

314

gactgcgtaccaattcacacctcaaaacttaccttttcagattagagacatcactgttttttatgacattt
atatttgttatcttgtatccaagcgaggtacttagtattcatctggtagtcactgcaataatatcaatcttac
caaattctcctggtattaatgtagatgttctgcatttaatatatatttgcagtagaatttcattgtaattgagc
actaaatgatacccacttatggtaaagtggttccagaattttttgtaataaatggattgtagtggaataga
agtgttcggtcaggactcatc

229

actgcgtaccaattcacaggagagggagggacggtcaccaggaatcatggagtcccttcctctgg
gtcatctgctacaaatacccccaaacatactaagtgaagtacatgcaacagagaaagacaaataaca
catgatattgtttatatgcagattctaaagaaatgatgaaaagtgaaagtgttcagttcagttcagttgct
cagtcgtgttcggtcaggactcatc

이러한 s equence 결과를 통해서 한우의 육량에 연관된 경제형질을 판정할 수 있는

고유한 Primer를 des ign 함으로써 빠르고 간편한 기술로 한우의 능력개량을 위한

수단으로 이용할 수 있도록, PRIM ER prog ram을 이용하여 prim er의 조건을 만족

하도록 T able 3- 13에 표식된(①,②)된 것처럼 des ig n하여 prim er로 이용하였다.
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T able 3- 13. DNA sequence and primer synthes is related to daily gain of AFLP

in Hanw oo(Korean Cattle)

Trait
(primer)

Marker
(bp) Design primer sequence

Daily gain
(E7T4)

281bp

E7 primer
TGACTGCGTACCAATTCAGTCCTGGGCCCCCCCCCGATG
AAAGACACAATGACCCAAAAGAGTCTAGGATTGTAAGA
AATCTACATGGGCTTCCT<①ATGAGGAACCACAGTAGG
AACC>AGGCTGGATGAAACTATCAAAGGAGGACTTATG
AAAAAAACGGATGTGGCAGTGACTTTAAGGGCTTTCAC
ACAGACTGGGGAGCAGACGGGACTAAGGGACAGCTCTG
GGGT<②TACTACTCAGAGGTCACAGAGG>GGCAGGGCT
TTGTTCGGTCAGGACTCATCA

T4 primer

177bp

E7 primer
TGACTGCGTACCAATTCAGT<①ACCACCAAACCAGCTTT
ACAAC>AAATGCTAAAGGGACTTATATAGTCAAGAAAT
ACAAGAGAAGAAAAAGATCTACAAAATCAAACCCAAA
ACAATTAAGAAAATGTCAATCA<②GTTCAGTTCAGTTG
CTCAGTCG>TGTTCGGTCAGGACTCATCA

T4 primer

대부분 제작된 primer의 결과는 그다지 차별화 되는 양상을 찾기 어려웠으나,

281bp DNA marker의 염기서열을 이용하여 제작한 primer(5’- AT GAGGAACCACAGT A

GGAACC- 3' )와 random primer(5' - GACAT GAT GAGA AGAG- 3' )를 조합하여, 일당증

체량 성적이 정규분포상의 평균±1.5SD에서 극단에 위치한 10두씩을 선택하여 high

g roup과 low group으로 분류하여 des ig n primer를 적용한 것을 figure 3- 11에 나타내

었다. 각각의 hig h group과 low group 간의 차별화 되는 polymorphism을 간단하게

1% ag arose gel을 통해 확인 할 수 있어 이들 marker의 활용 범위가 더 넓게 적용될

수 있을 것으로 판단되었다. 그러나 등지방두께와 연관된 DNA marker 314bp와

219bp의 염기서열에서 primer의 des ig n 결과는 뚜렷한 결과를 얻을 수 없었다.

F ig ure 3- 11. Patterns of DNA polymorphism betw een low and high g roups of daily

gains in the s teer of Hanw oo(Korean Catt le) us ing des ign primers

(◀ : specific markers ).
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4. 육질 연관 DN A marker 규명과 primer 개발

먼저 한우에 중요한 도체형질인 근내지방과 배최장근단면적에서 능력이 low g roup

과 high group으로 분류된 각 집단에서 최고와 최저의 기록을 가진 10두씩을 택하여

그 혈액으로부터 DNA를 분리, 정제하여 AFLP용 template로 사용하였다. 그리고 여

기서 차별화 되는 DNA marker를 이용하여 거세우 154두, 비거세우 184두, 종모우 88

두, 등록 종빈우 92두 전체(481두)의 도체형질에서 marker의 분포를 조사하였다.

근내지방과 배최장근단면적의 기록이 낮은( low ) group과 높은(high) group 각각 10

두씩 모두 40 두에서 얻은 genomic DNA를 가지고 AFLP 실험을 행한 결과는 figure

3- 12와 같은 근내지방도와 배최장근단면적의 것으로 지금까지 수행되었던 어떠한

DNA기술보다도 더욱 다양한 DNA band의 polymorphis m을 나타내고 있는 결과였다.

다양한 primer의 조합에 의한 결과 중에서도 확실하게 신뢰할 수 있었던 marker들

은 근내지방도 E9T 2 primers 조합에서 402bp, 179bp와 139bp에 그리고 배최장근단면

적은 229bp, 232bp, 그리고 314bp에 차별화 marker를 발견할 수 있었다.

근내지방도의 경우 거세우 154두 개체별 E9T 2의 연관 marker 유무에 대한 등급판

정 결과는 T able 3- 14에서와 같이 전체적으로 우리나라 등급에서 1등급이 71.5% 그

리고 일본의 최상등급인 5등급이 52.6%이었다. 근내지방 low 연관 179bp와 139bp

marker를 가진 집단은 1등급에 22.2%, 3등급은 11.1%가 분포되어 있는 결과를 나타

내었다. 근내지방 hig h 연관 402bp marker를 가진 집단의 경우 1등급에 90.5%, 그리

고 최하 등급인 3등급에서 0%가 분포되는 획기적인 결과를 얻을 수 있었고 일본의

최고 육질등급인 5등급의 분포도 76.2%로 상당히 높게 나타났다. 이러한 결과에서

402bp marker에 의한 선발은 현재 1등급을 나타낼 수 있는 유전적 개량에 크게 기여

할 수 있을 것으로 판단된다.
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F ig ure 3- 12. Patterns of DNA polymorphism betw een low and high groups of

marbling scores (left, E9T 2 primers ) and M . long iss im us dors i

area(rig ht , E4T 4 primers ) in the Korean Catt le. ( specific marker)
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T able 3- 14. Distribution of specific DNA markers for marbling score in the steer of

Hanwoo(Korean Cattle) with E9T2 primer

Marker
Grade 402/×/× ×/179/× ×/×/139 402/179/× 402/×/139 ×/179/139 All None Total
Korea Japan

No.3 1

0 0 0 0 0 0 0 0 0
0 0 1 0 0 0 0 0 1
0 0 1 1 0 1 0 1 4

No.3 0
(0%)

0
(0%)

2
(10.0%)

1
(5.9%)

0
(0%)

1
(11.1%)

0
(0%)

1
(1.9%)

5
(3.2%)

No.2

2

0 2 1 0 1 2 0 3 9
0 0 0 0 0 0 0 1 1
2 1 1 0 0 2 1 2 9

-
(%)

2
(9.5%)

3
(13.6%)

2
(10.0%)

0
(0%)

1
(20.0%)

4
(44.4%)

1
(14.3%)

6
(11.3%)

19
(12.3%)

3

0 3 0 1 0 2 0 2 8
0 2 0 0 0 0 1 3 6
0 0 0 1 0 0 0 5 6

-
(%)

0
(0%)

5
(22.7%)

0
(0%)

2
(11.8%)

0
(0%)

2
(22.2%)

1
(14.3%)

10
(18.9%)

20
(13.0%)

No.2 2
(9.5%)

8
(36.4%)

2
(10.0%)

2
(11.8%)

1
(20.0%)

6
(66.7%)

2
(28.6%)

16
(30.2%)

39
(25.3%)

No.1

4

⑩ 1 2 0 2 0 0 2 4 11
⑪ 0 3 2 1 1 1 0 2 10
⑫ 2 2 1 0 1 0 0 2 8

⑩-⑫
(%)

3
(14.3%)

7
(31.8%)

3
(15.0%)

3
(17.6%)

2
(40.0%)

1
(11.1%)

2
(28.6%)

8
(15.1%)

29
(18.8%)

5

⑬ 5 0 1 2 0 0 0 2 10
⑭ 3 5 0 2 2 0 0 4 16
⑮ 1 1 4 1 0 0 1 4 12
? 3 0 3 1 0 0 1 5 13
? 1 0 3 0 0 0 0 4 8
? 1 0 0 3 0 0 0 5 9
? 2 1 2 2 0 1 1 4 13

⑬-?
(%)

16
(76.2%)

7
(31.8%)

13
(65.0%)

11
(64.7%)

2
(40.0%)

1
(11.1%)

3
(42.9%)

28
(52.8%)

81
(52.6%)

No.1 19
(90.5%)

14
(63.6%)

16
(80.0%)

14
(82.3%)

4
(80.0%)

2
(22.2%)

5
(71.4%)

36
(67.9%)

110
(71.5%)

Total 21
(100%)

22
(100%)

20
(100%)

17
(100%)

5
(100%)

9
(100%)

7
(100%)

53
(100%)

154
(100%)

인공 수정용 종모우 KPN 88두와 혈통등록 빈우 92두에 대한 근내지방도에 연관

된 DNA marker의 분포는 능력 개량이 분명히 이루어져 있는 402bp marker의 분포

가 종빈우에서는 9.78% , 종모우는 11.37%의 결과를 나타내고 있음을 알 수 있

다.(T able 3- 15)
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T able 3- 15. Dis tr ibut ion of DNA markers related w ith marbling in KPN bull and

reg is tered cow of Hanw oo(Korean Catt le).

Marker

Cattle

E9T2

402bp 179bp 139bp 402/179bp 179/139bp 402/139bp 402/179/139bp None Total

KPN bull

(%)
10

(11.37)
2

(2.27)
43

(48.86)
2

(2.27)
14

(15.91)
6

(6.82)
7

(7.95)
4

(4.55)
88

(100)

Registered
cow (%)

9
(9.78)

3
(3.26)

42
(45.65)

2
(2.17)

6
(6.52)

18
(19.57)

7
(7.61)

5
(5.44)

92
(100)

T able 3- 16에서는 E4T 4 primer조합에서 밝혀진 배최장근단면적과 연관된 DNA

marker를 거세우 115두와 비거세우 184두에 대한 배최장근단면적의 분포와 성적을

나타내었다. 거세우 232bp/229bp g roup과 non- marker group의 성적이 각각 77.22㎠

와 79.13㎠으로 유의적으로 낮은 결과를 알 수가 있고, 314bp/ 232bp group의 성적이

84.58㎠으로 유의적으로 높은 것을 발견할 수 있었다. 그리고 비거세우의 경우에는

DNA marker 그룹별로 유의적인 차이가 인정되고 있지 않아 배최장근단면적에 연관

된 DNA marker들의 유전적 발현정도가 거세라는 환경적 변이에 영향 받고 있음을

알 수가 있었다.

T able 3- 16. Dis tr ibut ion of s pecific DNA markers for M. Longissimus dorsi area in

the bull and s teer of Hanw oo(Korean Cattle) w ith E4T 4.

Marker(bp)

Cattle & trait

E4T4

314 232 229 314/232 314/229 232/229 314/232/229 None Total

Steer
(%)

19
(16.6)

15
(13.0)

17
(14.8)

12
(10.4)

8
(7.0)

9
(7.8)

12
(10.4)

23
(20.0)

115
(100)

M. Longissimus
dorsi area (㎠)

81.11b 82.40ab 80.53b 84.58a 82.38ab 77.22b 81.50b 79.13bc 80.98

Bull
(%)

24
(13.0)

12
(6.5)

36
(19.6)

13
(7.1)

35
(19.0)

22
(20.0)

7
(3.8)

35
(19.0)

184
(100)

M. Longissimus
dorsi area (㎠)

85.0 87.0 85.4 85.8 82.9 85.0 86.7 86.7 85.3

E4T 4 marker를 사용한 인공수정용 종모우와 혈통등록 빈우의 배최장근단면적을

검정한 결과 종모우(KPN)에서 314bp와 232bp marker를 가진 집단이 33%로 가장 높

은 분포를 나타내었고, 314bp, 232bp 그리고 229bp를 모두 가진 집단, 232bp 단독

marker 집단의 순서로 높은 분포를 나타내었다. 혈통등록 빈우에서는 314bp와 232bp

를 가진 집단이 가장 높고, 232bp 단독 marker 집단, 314bp, 232bp 그리고 229bp

marker를 모두 가진 집단의 순서로 분포된 것을 알 수 있었다.(T able 3- 17)
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한우의 종축들이 가지고 있는 배최장근단면적에 연관되는 효과적 DNA marker

314bp/ 232bp 개체들의 분포가 가장 높아 배최장근단면적의 개량은 빨라질 것으로 사

료되며, 배최장근단면적형질을 개량시키기 위해서는 암컷에서의 marker 출현율 18.5%

를 이용하는 것 보다, 수컷에서의 나타난 marker 출현율 33%를 이용하는 것이 더 효

율적임을 알 수 있어 암컷보다는 수컷의 선발이 더 중요함을 알 수 있다.

T able 3- 17. Distr ibution of DNA markers related w ith M . L ong iss im us dorsi area in

KPN bull and regis tered cow of Hanw oo(Korean Catt le).

Marker(bp)

Cattle

E4T4

314 232 229 314/232 314/229 232/229 314/232/229 None Total

KPN bull
(%)

9
(10.2)

13
(14.8)

2
(2.3)

29
(33.0)

1
(1.1)

10
(11.4)

15
(17.0)

9
(10.2)

88
(100)

Registered cow
(%)

8
(8.7)

14
(15.2)

10
(10.9)

17
(18.5)

13
(14.2)

6
(6.5)

12
(13.0)

12
(13.0)

92
(100)

F igure 3- 13은 근내지방도와 연관된 AF LP의 E9T 2 primer에서 나타난 DNA

marker와 배최장근단면적에 연관된 E4T 4 primer에서 나타난 DNA marker에 대한 유

전 mechanism을 나타낸 것으로 아비, 어미 및 자식의 full- s ib 가계에서 DNA

marker들의 유전양식을 밝힐 수 있는 가계별 그림이다.

E9T 2 primer에서 specific marker인 402bp, 179bp와 139bp는 양친 중 어느 쪽에서

나 유전이 되고 있지만, 특히 402bp marker는 아비로부터 유전되는 가계의 수보다 어

미로부터 유전되어지는 가계의 수가 많은 것을 확인할 수 있어 AFLP에서 나타난 근

내지방도 연관 DNA marker의 후대전달 양상에서도 유전자 지문의 후대전달 양상에

서 확인한 바와 같이 아비보다 어미로부터 유전되어지는 빈도가 높다는 것을 알 수

있었다. 그리고, 배최장근단면적에 연관된 E4T 4 primer marker인 314bp, 232bp 그리

고 229bp에서 314bp와 232bp는 아비와 어미 양쪽으로부터, 229bp는 확실하게 어미로

부터 자식에 유전되어지는 marker임을 확인할 수 있었다.
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F ig ure 3- 13. Inheritance of specific marker related w ith marbling s cores and M .

Long issim us dors i area w ith E9T 2(left) and E4T 4(right). (S : s ire, D

: dam, O : offspring )

T a ble 3- 18. Inh er ita nce of s pecific m a r ker r elat ed w ith m a rb lin g s cor e a nd M .

Long iss im us dorsi area in H a nw oo(K or ea n Ca tt le) u s in g E 9T 2 a nd E 4T 4

pr im er s .

Trait Primer Marker(bp)
Inheritance from

Sire Dam

Marbling

score
E9T2

402 ○ ◎

179 ○ ○

139 ○ ○

M . L ong iss im us dors i

area(㎠)
E4T4

229 × ○

232 ○ ○

314 ○ ○
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이러한 결과로 육질연관 DNA marker의 한우 개량체계 이용은 인공수정은 물론 종

모우와 빈우의 specific marker 검정이 이루어져 DNA marker를 homozygote로 가진

자손의 생산이 이루어질 수 있어 한우의 유전소질개량에 손쉽고 정확한 체계로 이용

될 수 있을 것으로 판단된다.

이어서 E9T 2 primer를 사용하여 AF LP 실험을 통해 밝혀진 한우의 근내지방형질에

관련된 3개의 DNA marker(402bp, 179bp, 139bp)와 E4T 4 primer를 사용하여 밝혀진

배최장근단면적형질에 관련된 3개의 DNA marker들을(314bp, 232bp, 229bp) 이용하여

(fig ure 3- 14) Invitrogen의 T A cloning kit를 사용하여 pCR 2.1vector에 lig at ion 시

키고, INVαF competent cell에 형질전환 시켜서, t rans formation product를 얻었다.

정확한 ins ert를 가진 것을 확인한 후, ABI PRISM 377 automatic sequencer를 이용

하여 sequencing을 수행하였다. 이러한 과정을 통하여 얻어진 s equence는 T able 3- 19

와 같다.

F ig ure 3- 14. Bands of acrylamide g el s lice PCR from s pecific marker rela ted w ith
marbling (E9T 2 primer) and M . Long issim us dorsi area(E4T 4) in
Hanw oo(Korean Cattle).

Lane M : 100bp ladder s ize marker
Lane 1 : E9T 2 primer 402bp marker
Lane 2 : E9T 2 primer 179bp marker
Lane 3 : E9T 2 primer 139bp marker
Lane 4 : E4T 4 primer 314bp marker

Lane 5 : E4T 4 primer 232bp marker
Lane 6 : E4T 4 primer 229bp marker
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T able 3- 19. T he sequence of specific marker related w ith marbling and M .

L ong iss im us dors i area in Hanw oo(Korean Catt le).

Traits
(primer)

marker
(bp)

Sequence

Marbling

(E9T2)

402

gactgcgtaccaattcatggaaataataggactgtagaccaaggaaaacccttctgaggtaatgc
taatttttcgccttgcttgcccttctcttcaccatagctccagagcagattggtgggaggtccactgcc
cctcccgtagccatggtgcactttctggaatttgcaaaggaggcttgagggctctccatggacttaa
atgattttagcaaagccttctagttctttgtgttgctgataagtcaaacttagcccctgcccccgcccc
aaataggcttatgaggaatccaaagagctcaggttccttgttggtaagacagttactcttggattcac
ctcgtcacttcaaacacctaagacaataatcttccccaaatgctgtttcggcaggactcatc

179
gactgcgtaccaattcatggacatgatgagaagagaaagatattggttagctatccataatgtatct
atgcaagtattattctacaagtgttgcacatgtacctaggatttatgtgtatttcttttagaattaacagc
aacatataggtatttttctgtttcggtcaggactcatc

139
gactgcgtaccaattcatggtgtgaccgaaagtaaccatacctccaaagtgtggcggtggacca
cagagaagcaccacgccttgaccttctcggacggacactgtgcttcttgttttcgtttcggtcagga
ctcatc

M . longissimus

dorsi area

(E4T4)

229

actgcgtaccaattcacaggagagggagggacggtcaccaggaatcatggagtcccttcctctg
ggtcatctgctacaaatacccccaaacatactaagtgaagtacatgcaacagagaaagacaaata
acacatgatattgtttatatgcagattctaaagaaatgatgaaaagtgaaagtgttcagttcagttcag
ttgctcagtcgtgttcggtcaggactcatc

232

gatgagtcctgaccgaacacgactgagcaactgaactgaactgaacactttcacttttatcatcatc
gctgagtctatattagactctttatgctctaatcgtcattgactgtctttactgtattatttcgagagttcat
aattccccgtgctgaacaaatgatgatttgtgagtgaagtaagagagtgcctggattatgcagtgcc
actcgcattttttatgtgaattggtacgcagtc

314

gactgcgtaccaattcacacctcaaaacttaccttttcagattagagacatcactgttttttatgacatt
tatatttgttatcttgtatccaagcgaggtacttagtattcatctggtagtcactgcaataatatcaatctt
accaaattctcctggtattaatgtagatgttctgcatttaatatatatttgcagtagaatttcattgtaattg
agcactaaatgatacccacttatggtaaagtggttccagaattttttgtaataaatggattgtagtgga
atagaagtgttcggtcaggactcatc

육량에 연관된 primer개발과 동일한 방법으로 육질에 연관된 DNA marker들의

s equence를 토대로 PRIMER prog ram을 이용하여 primer의 조건에 적합한 primer를

T able 3- 20에 표식(① 및 ②)된 것처럼 des ig n하여 pr im er로 이용하였다.
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T able 3- 20. DNA sequence and primer synthes is related to daily gain and marbling

score of AFLP in Hanwoo(Korean Cattle)

Trait(primer) Marker Design primer sequence

Marbling score
(E9T2)

402bp

E9 primer
tgactgcgtaccaattcatggaaataataggactgtagaccaaggaaaacccttctgaggtaat
gctaatttttcgccttgcttgc<①ccttctcttcaccatagctccaga>gcagattggtgggaggt
ccactgcccctcccgtagccatggtgcactttctggaatttgcaaaggaggcttgagggctctccat
ggacttaaatgattttagcaaagccttctagttctttgtgttgctgataagtcaaacttagcccctgccc
ccgccccaaataggcttatgaggaatccaaagagctcaggttccttgttggtaagacagtta<②c
tcttggattcacctcgtcacttc>aaacacctaagacaataatcttccccaaatgctgtttcggtcag
gactcatca T2 primer

179bp

E9 primer
tgactgcgtaccaattcatg<①gacatgatgagaagag>aaagatattggttagctatccataa
tgtatctatgcaagtattattctacaagtgttgcacatgtacctaggatttatgtgtatttcttttagaatta
a<②cagcaacatataggta>tttttctgtttcggtcaggactcatca

T2 primer

139bp

E9 primer
tgactgcgtaccaattcatggtgtgaccgaaagtaaccatacctcca<①aagtgtggcggtgga
>ccacagagaagcaccacgccttgaccttctcgga<②cggacactgtgcttc>ttgttttcgttt
cggtcaggactcatca

T2 primer

육량에 연관된 primer개발과 마찬가지로, 대부분 제작된 primer의 결과는 그다지 차

별화 되는 양상을 찾기 어려웠으나, 139bp DNA marker의 염기서열을 이용하여 제작

한 primer (5’- AAGT GT GGCGGT GGA- 3' , 5' - CGGACACT GT GCT T C- 3' )를 이용하

여, 근내지방도 성적이 정규분포상의 평균±1.5SD에서 극단에 위치한 10두씩을 선택

하여 high g roup과 low g roup으로 분류하여 des ig n primer를 적용한 것을 fig ure

3- 15에 나타내었다. 각각의 high group과 low group 간의 차별화 되는 polymorphis m

을 간단하게 agarose g el을 통해 간편하게 확인 가능한 결과를 얻음으로써 좀더 손쉬

운 기술을 이용한 이들 marker의 활용 범위가 더 넓게 적용될 수 있을 것이다.
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F ig ure 3- 15. Patterns of DNA polymorphism betw een low and high g roups of

marbling score in the s teer of Hanw oo(Korean Catt le) us ing des ig n

primers (Arrow s : s pecific markers ).

5. 개발된 primer를 이용한 능력검정

T able 3- 21은 일당증체에 연관된 DNA marker 281bp의 염기서열을 바탕으로

des ig n된 primer를 한우 거세우 162두에 적용하여 검정을 실시한 결과이다. AF LP의

실험에서 281bp DNA marker는 일당증체 성적이 높은 집단에서 나타난 특이적 DNA

marker의 결과와 같은 양상으로 des ig n primer에 의해 나타난 성적의 차이도 band를

가지고 있는 집단의 성적이 band를 가지지 않은 집단에 비해서 유의적인 차이는 아니

었으나 일당증체량이 높게 나타나는 것을 알 수 있다.

T able 3- 21. Dis tr ibut ion of specific DNA markers for daily gain of Hanw oo(Korean

Catt le) w ith des ig n primer (DG281L- random primer combinat ion)

Items
Markers

1070bp 340bp 1070/340bp None Total

No. of head 41 33 50 38 162

Daily gain(g) 0.738 0.734 0.746 0.728 0.734

SD 0.064 0.062 0.066 0.062 0.063
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AF LP에서 규명된 근내지방도에 연관된 139bp DNA marker의 염기서열을 이용하

여 제작한 primer로 한우 168두 집단에 검정을 실시한 결과 T able 3- 22와 T able

3- 23에 나타내었다. 139bp DNA marker는 근내지방도의 성적이 낮은 집단에서 나타

난 특이적 DNA marker로 개발된 primer에 의해 나타난 성적의 분포에서도 band를

가지고 있는 집단의 성적은 전체 1등급 출현이 62.5%를 나타내고 marker가 나타나지

않는 집단의 1등급 출현율은 79.4%를 나타내고 있어 전체적으로 17%이상의 근내지방

능력을 높일 수 있는 새로운 primer의 개발이 이루어 졌다고 판단된다.

T able 3- 22. Leas t s quare means for marbling s core related w ith specific DNA

markers in the s teer of Hanw oo us ing Des ign 139L- R primer

Items
Specific marker

(260bp)
None Total

Marbling score 11.38b 12.63a 12.39

No. of head 32 136 168

SD 5.085 3.759 4.058

a,b : Means w ithin a row w ith no common supers cripts differ s ignificantly(P< 0.05)

또한 그 외의 특이적 DNA marker는 모두 분리하여 electro elut ion과정과 정제를

거쳐 이들 DNA 단편을 유전자 지문에서 능력별 검정과정에서 probe로 사용하여 능

력별 특이적 probe로 사용할 수 있는 가능성을 검정하기 위한 실험이 진행되었으나

유전자지문 상에서 특이적 band의 출현이 없어 probe로서 적용은 큰 의미가 없는 것

으로 나타났다.
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T able 3- 23. Dis tribution of specific DNA markers for marbling score of

Hanw oo(Korean Catt le) w ith des ign primer(MS139L- R)

m arker
Grade

Korea Japan
260bp None T ota l

3 1

0 0 0

0 0 0

1 1 2

No.3(% ) 1(3.1% ) 1(0.7%) 2(1.2%)

2

2

3 1 4

0 1 1

2 6 8

- (%) 5(15.6%) 8(5.9%) 13(7.7% )

3

4 5 9

2 5 7

0 9 9

- (%) 6(18.8%) 19(14.0% ) 25(14.9%)

No.2(% ) 11(34.4% ) 27(19.9% ) 38(22.6%)

1

4

⑩ 2 14 16

⑪ 3 15 18

⑫ 2 8 10

⑩- ⑫(%) 7(21.9%) 37(27.2% ) 44(26.2%)

5

⑬ 2 8 10

⑭ 0 15 15

⑮ 1 12 13

? 2 14 16

? 4 8 12

? 1 7 8

? 3 7 10

⑬- ? (%) 13(40.6% ) 71(52.2% ) 84(50.0%)

No.1(% ) 20(62.5% ) 108(79.4%) 128(76.2% )

T otal 32(100%) 136(100%) 168(100% )
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제 4 장 DNA marker에 의한 한우의 유전적 개량

체계확립

제 1 절 서 설

우리나라에서 쇠고기의 등급제 실시 이후의 통계를 본다면, 고급육 생산비율이 일본

보다 낮게 나타나고 있을 뿐만 아니라, 동일한 사육조건에서도 고급육 생산의 변이가

매우 심한 경향을 보이고 있다. 이러한 결과의 분명한 원인은 그 동안 체형이 큰 외

국종들과의 교잡을 통해 현재 한우의 유전적 순수성이 결여되어 버렸고, 이 후 표현

형만으로 한우가 유지, 개량되어 왔기 때문으로 판단된다.

따라서, 첨단의 유전공학 기법으로 한우의 純粹性에 대한 檢定을 거치고, 經濟形質의

優秀性을 입증한 후, 한우를 농가에 보급하면서 飼養管理 體系를 확립한다면, 國際

競爭力을 가진 한우의 사육을 통해 농가의 소득증대를 꾀할 수 있을 뿐만 아니라 쇠

고기산업의 기반을 확고히 다질 수 있을 것으로 확신된다.

현재까지 진행되고 있는 종모우 선발을 통하여 이들 정액의 인공수정, 암소의 등록

과 개량단지 조성을 통한 한우개량사업은 성장능력에서 볼 때 1974년부터 지금까지

10차에 걸친 능력검정에서 18개월령 수컷과 암컷의 체중이 ‘74년 289.2㎏과 245.9㎏에

서 ’98년도에는 504.9㎏와 315.3㎏으로 상당히 개량된 결과를 볼 수가 있고 도체형질

의 기록 또한 계속적으로 조금씩 개량되고 있는 것을 알 수가 있다. 그러나 20001년

부터 시행되는 쇠고기 완전 수입개방에 대응해서 현재의 한우산업 여건 상 국제경쟁

력이 부족하다는 사실은 누구나 알 수가 있는 현실이다. 이러한 여건에서 새로운 한

우개량방법으로 모색되어야할 과제는 손쉽게 정확한 DNA구성을 밝혀서 한우의 중요

한 경제형질인 체중과 등지방두께 그리고 도체형질의 개량을 단기간에 꾀할 수 있는

DNA기술은 급박한 한우개량 사업에 중요한 과제로 접목하지 않을 수 없다고 판단된

다.

일본의 A nimal Genetic Ins t itute나 프랑스의 Animal Improvement Center 등에서

와 같이 자국의 축우 품종에 대한 모든 DNA구성을 밝혀 놓았고 축우의 DNA구성이

나 DNA probe의 생산과 관련된 상업적 수단으로 활용되고 있는 것과 같이 기존의

한우개량사업이 한우라는 대가축의 특성으로 보아 오랜 시간동안 방대한 사육관리 및

막대한 경제력의 투입으로 집단적 확률통계의 결과로 이뤄져야 하는 측면을 볼 때 현

재의 한우 개량방법과 연계하여 유전적 구성을 직접 확인할 수 있고 경제형질과 연관
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된 DNA marker를 직접 확인할 수 있는 첨단의 유전공학 기술은 절실히 필요한 연구

라 판단된다.

따라서 본 연구에서는 다양한 DNA기술에서 밝혀진 DNA marker들을 이용한 한우

의 주요경제형질들에 대한 능력검정과 선발의 도구로서 활용가치를 통계적 model에

적용하여 판단함으로서 한우개량체계의 새로운 방향을 제시하고자 하였다.

제 2 절 실험 재료 및 방법

1. 실험재료

가. 유전자 지문을 이용한 분석

(사)한국종축개량협회와 농협중앙회 한우개량부의 혈통이 알려진 한우 거세우

213두와 비거세우 173두의 혈액에서 추출한 DN A 및 개체의 일당증체량, 등지방

두께, 근내지방도 및 배최장근단면적의 능력 기록

나. AFLP기술을 이용한 분석

(사)한국종축개량협회에서 실시한 1997년 제3회 전국한우능력평가대회 출품우 168

두, 1999년 제4회 전국한우능력평가대회 출품우 213두 및 농협중앙회 가축개량사업

소 한우개량부의 26차 후대검정우 138두의 개체별 능력의 기록

2. 실험방법

· 분류된 집단별 유전적 다형 현상과 체형측정치 간의 관계를 분석하기 위하여

암소의 경우는 표현형가(phenotypic value)인 체형 발육치를 발육곡선과 비교하여 상

대적 평가치를 구하고, band 유무에 따른 특성을 조사하였다.

· 종모우의 경우는 유전자형가(genotypic value)인 육종가(breeding value)를 추정하

여 각 band의 출현여부에 따라 체형측정치와 유전적 관계를 분석하였다.
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가. 조 사 형 질

· 한우의 주요 경제형질인 일당증체량과 등지방두께 등 증체형질을 DNA기술

별로 규명된 DNA marker의 g roup별로 분류하여 처리하였다.

· 한우의 육질에 주요형질인 근내지방도와 배최장근단면적을 조사하였고,

DNA marker로 분류된 거세우와 비거세우 289두 전체에 대한 육질형질 marker의 검

정을 실시하였다.

나. 통계 분석

1) 최소자승평균법

분석에 이용된 한우의 주요경제형질별 분석은 최소자승평균법에 의하여 SAS의

GLM을 이용하였으며 분석모델은 다음과 같다.

Y i jk = μ+ S ex i + B M j + B T k + E ijkl

여기서,

Y ijk l = 주어진 형질의 i 번째 성, j번째 출하월령, k번째 genetic marker의
효과를 가진 l번째 기록.

μ = 전체평균

S ex i = i번째 성의 고정효과

B M j = j번째 출하월령의 고정효과

B T k = k번째 genet ic marker의 고정효과

E ijk l = 오차

2) S tep- w is e analys is

어떤 경제형질에 연관된 DNA marker들의 연관정도에 대한 예측의 정확도를 높이

기 위해 DNA marker g roup의 기여도를 추정함으로서 경제형질과 DNA marker의 연

관관계를 알고자 수행하였다. 기여도 측정 방법은 형질(Y)에 기여하는 DNA marker

g roup(X1, X2, X3, ......., Xi)간의 mult iple reg ress ion에서 Y값의 전체의 합인 SS값을
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최소화시키는 group을 점차적으로 선택하여 수행하는 step- w ise 통계기술을 적용하였다.
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제 3 절 결과 및 고찰

1. S pecific DNA markers의 분류

앞의 1, 2과제에서 얻어진 결과로서 제한효소 P st I과 probe M13의 사용으로 한우

와 일본 흑색화우도 포함된 5종류의 외국 축우품종들과 비교한 한우의 DNA지문에서

s pecific DNA marker 6종류(8.6, 7.4, 7.1, 5.3, 2.4, 2.2kb), AP- PCR(284bp w ith KPN- X

primer CT T GCGCGCAT ACG CACAAC), 그리고 RAPD의 2종류 RAPD- 1(296bp w ith

primer GT CCACACGG)와 RAPD- 2 (521bp w ith primer T CGGCGAT AG+AGCCA G

CGAA )의 분포는 T able 4- 1에 제시된 바와 같다. 이렇게 얻어진 DNA marker들을

등록된 한우 암컷과 인공수정용 종모우를 대상으로 개체별 검정결과, 한우의 모든 개

체가 가지는 homozyg ote marker(7.1, 2.4 및 2.2kb)가 3종류, 그리고 한우 개체간 서

로 다른 heterozygote marker(8.6, 7.4 및 5.3kb) 또한 3종류로 밝혀졌다. 따라서 DNA

marker에 따른 한우의 분류는 homozyg ote marker를 가지고 있는 개체들을 대상으로

서로 다른 heterozyg ote marker를 가진 개체들만 이용하였다.

한우의 specific DNA marker중 heterozyg ote band인 8.6, 7.4, 5.3kb를 등록된 한우

153두에 대해 분류를 한 결과는 T able 4- 1과 같다. 여기서 3종류의 marker를 모두 가

지고 있는 개체 비율이 제일 많았고 8.6과 5.3kb를 갖는 개체들과 7.4와 5.3kb를 동시

에 가지는 개체 비율 또한 많았다.

AP- PCR의 DNA marker로 분류한 한우개체들은 고유한 band를 가지고 있는 개체

가 80%이상이었고, RAPD에서는 RA PD- 1(296bp w ith primer GT CCACACGG)의 경

우 한우 암컷에만 나타나는 specific marker로 약 85%의 개체에서 나타났고, RAPD- 2

(521bp with primer T CGGCGATAG +AGCCAGCGAA)의 s pecific marker는 수컷에서

85% 이상, 암컷에서는 79% 개체에서 출현되고 있다.
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T able 4- 1. Dis tr ibution of DNA s pecific markers in regis tered Hanw oo

Markers(kb)

Sex

D N A F in g e r p r in t AP- PCR RAPD- 1 RAPD- 2

1(8.6) 2(7.4) 3(5.3) 1- 2 1- 3 2- 3 1- 2- 3 None yes no yes no yes no

Male

(♂)

No. of
heads 7 9 9 11 20 4 22 3 69 16 0 85 73 12

% 8.2 10.6 10.6 12.9 23.5 4.7 25.9 3.5 81.2 18.8 0 100 85.9 14.1

Female

(♀)

No. of
heads 4 8 6 3 5 21 13 7 54 14 58 10 54 14

% 6.0 11.9 9.0 4.5 7.5 31.3 19.4 10.4 79.4 20.6 85.3 14.7 79.4 20.6

T otal
No. of
heads 11 17 15 14 25 25 35 10 123 30 58 95 127 26

% 7.2 11.2 9.9 9.2 16.4 16.4 23.0 6.6 80.4 19.6 37.9 62.1 83.0 17.0

* AP- PCR : 284bp w ith KX primer(CT T GCGCGCAT ACGCA CA AC)
RAPD- 1 : 296bp w ith primer #10(GT CCACACGG)
RAPD- 2 : 521bp w ith primer #4(T CGGCGAT AG) + #6(AGCCAGCGAA)

2. DNA특성과 한우의 표현능력

농협 한우개량부의 종모우와 종축개량협회의 등록한우들은 이미 비경 흑색, 눈언저리

반점, 모색의 백반, 그리고 발굽의 흰색 등은 외모심사에서 제외된 개체들이기 때문에

표현형 특징과 specific DNA markers간의 규명은 의미가 없었다.

가. 암소

암소의 주요 측정치에 대한 상대적 평가치는 heterozygote marker들(8.6, 7.4 및 5.3kb)

에 대해 분석한 결과는 T able 4- 2와 같다. 흉폭과 흉위에서는 8.6kb, 좌골폭에서는 8.6과

7.4kb의 DNA marker를 가진 집단의 측정치가 유의적으로 높게 나타났다. 특히 흉폭에서

는 이들 marker와 깊은 연관이 있는 것으로 판단되고, 특히 8.6kb의 DNA marker는 그

차이가 두드러짐을 알 수가 있다.

T able 4- 3은 AP- PCR과 RAPD기술에서 나타난 한우의 s pecific marker와 체형측정

치의 연관관계를 분석한 결과로서 AP- PCR에서 s pecific marker를 나타난 집단의 경

우 좌골폭이 유의적으로 넓은 결과로 분석되었고, RAPD marker에서는 체장, 요각폭,

그리고 좌골폭의 체측치를 제외한 모든 측정치에서 유의적인 통계분석결과를 나타내

었다.
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T able 4- 2. Relative body measurements and specific DNA bands of DNA

fingerprinting in Hanwoo female

Markers
Wither

H
Hip
H

Body
L

Chest
D

Chest
W

Rump
L

Hip
W

T hurl
W

Pin
W

Chest
G

1(8.6kb)
102.5a 102.7a 106.0a 106.50a 121.9b 112.8a 111.6a 113.9a 105.1ab 111.2b

±0.53 ±0.66 ±1.44 ±2.32 ±20.18 ±3.20 ±11.34 ±6.05 ±9.69 ±6.33

2(7.4kb)
102.3a 101.7a 105.0a 106.1a 109.1ab 108.8a 111.4a 110.8a 108.6ab 109.4ab

±3.37 ±2.97 ±3.56 ±3.02 ±8.86 ±5.21 ±5.21 ±6.97 ±7.73 ±5.14

3(5.3kb)
103.2a 102.6a 105.4a 108.3a 105.5a 108.8a 110.2a 110.6a 105.4ab 109.1ab

±2.88 ±2.26 ±2.73 ±4.03 ±11.27 ±4.48 ±4.38 ±3.57 ±9.68 ±4.10

1- 2
101.8a 101.5a 107.9a 104.3a 105.8a 107.8a 111.7a 109.5a 115.4b 102.7a

±1.42 ±0.93 ±0.25 ±2.66 ±8.24 ±7.07 ±3.42 ±1.07 ±6.57 ±8.71

1- 3
103.4a 102.7a 105.8a 107.1a 102.8a 109.2a 114.8a 111.3a 103.4a 103.6a

±4.06 ±2.79 ±4.29 ±3.63 ±9.54 ±7.14 ±6.26 ±4.70 ±9.48 ±2.90

2- 3
102.7a 102.6a 104.9a 107.1a 116.1ab 111.0a 111.3a 110.8a 112.1ab 107.6ab

±3.00 ±2.70 ±3.17 ±3.65 ±8.98 ±4.51 ±6.57 ±5.13 ±7.26 ±4.92

1- 2- 3
103.5a 103.3a 105.3a 107.3a 117.0ab 110.7a 113.6a 113.9a 112.7ab 108.8ab

±2.93 ±3.64 ±3.36 ±4.27 ±12.86 ±4.96 ±5.14 ±6.06 ±6.14 ±5.72

None
101.2a 100.9a 105.7a 105.0a 111.9ab 111.1a 114.1a 114.1a 112.7ab 108.1ab

±4.05 ±3.41 ±3.75 ±3.34 ±4.81 ±4.91 ±3.71 ±4.53 ±5.39 ±3.42

* a,b means s ignificant difference betw een tw o different alphabet in column(α=0.05)
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T able 4- 3. Relative body measurements and specific DNA bands of AP- PCR and

RAPD in Hanw oo female

Marker
Measurement

AP- PCR R A P D

yes no 296bp 521bp 296+521

Wither Height

Hip Height

Body Length

Ches t Depth

Chest Width

Rump Height

Hip Width

T hurl Width

Pin Width

Chest Girth

102.92

102.61

105.42

106.89

113.27

110.60

112.33

112.05

111.12a

108.00

101.95

101.55

105.01

106.33

110.27

108.79

112.18

110.64

106.15b

107.75

103.72ab±3.50

103.38ab±3.15

106.02 ± 3.15

108.85ab± 3.95

120.01a ±10.99

111.40ab± 4.41

115.65 ± 7.84

103.38ab± 5.93

112.39 ± 8.60

112.81a ± 3.91

102.30b± 2.47

101.95b± 2.22

105.73 ± 2.97

105.72b± 2.66

109.21b± 8.43

108.49b± 3.95

111.14 ± 3.82

101.95b± 4.30

109.68 ± 7.95

107.38b± 3.72

106.67a± 1.68

105.92a± 2.71

108.09 ± 3.56

112.24a± 3.20

125.21a±16.12

114.11a± 6.22

114.68 ± 8.48

105.92a±10.29

117.45 ± 7.74

114.27a± 6.77

* a,b means s ignificant difference betw een tw o different alphabet in row (α=0.05)

나. 수소

수소의 주요 체형측정치에 대한 유전적 관계를 규명하기 위하여 종모우의 육종가를

후대검정우들의 능력에서 추정한 결과도 역시 암소에와 같이 7.4kb의 DNA marker에

서 육종가(T able 4- 4)에 대한 연관현상을 알 수가 있다. 그리고 T able 4- 5에서 보는

바와 같이 7.4kb에서 marker의 유무집단에서 체장의 차이가 뚜렷한 것으로 나타났는데

특히 육생산에 크게 영향을 미치는 고장과 곤폭에서 유의적인 차이 (p 0.01)를 보였다.

따라서 이러한 DNA marker를 이용한 한우의 선발은 한우개량을 가속화시킬 수 있을

것으로 사료되었다.

그러나 한우 암수의 동일형질에 대한 차이와 DNA marker의 homo 또는 hetero인

지의 규명에 따라 더욱 세분화된 분석이 계속 이뤄져야할 것이고 암소의 비교상대 수

치가 유전자형가(genotypic value) 보다는 표현형가(phenotypic value)로 비교의 방법

의 개선이 필요할 것으로 본다.
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T able 4- 4. Breeding value of body measurements related to DNA marker(7.4kb) in

Hanwoo(Korean Cattle) males

T r a i t Means SD Minimum Max imum

Rump height

T hurl w idth

Body leng th

Ches t g irth

0.107 0.646

0.056 0.617

0.572 0.862
1.090 3.020

- 0,716

- 0.969
- 1.707

- 3.108

1.557

1.461
2.098

8.199

T able 4- 5. Rela tionship betw een DNA markers and breeding value of phenotypic
traits in Hanw oo(Korean Catt le) males

Markers

T rait

7.4kb

Yes No

Rump heig ht

T hurl heig ht

Body leng th

Ches t girth

0.506

0.444

1.091

2.756

- 0.195

- 0.200

- 0.226

- 0.022

3. 유전표지인자(S pecific Genetic Marker)와 한우의 증체형질들과의 관계

한우의 중요한 경제형질의 하나인 증체형질에 연관되는 DNA maker를 규명하기

위해서 먼저 DNA fing erprinting (VNT R) 기술에서 M13/H aeⅢ조합의 4.6, 3.6, 그리고

2.8kb와 M13/H infⅠ에서 나타난 5.6과 2.1kb를 검정하였으며, 육량에 연관되는 등지

방두께는 M13/H aeⅢ조합의 12.4kb, 11.3kb 그리고 9.8kb와 Mo- 1/ H infⅠ조합의 2.3kb

에 대한 분석을 하였다. 그리고 funct ional g ene act ion과 연관되는 DNA기술인

A FLP(amplified fragment length polymorphis m)에서 나타난 일당증체량의 marker인

E7T 4 primer(281bp 및 177bp) 그리고 등지방두께와 연관된 E4T 4(314bp 및 229bp)

primer marker를 (사)한국종축개량협회와 농협중앙회 한우개량부의 혈통이 알려진 한

우 거세우 114두와 수소 173두의 개체기록을 이용하여 실제적으로 용이한 선발의 수

단인 MAS (marker ass is ted select ion)의 가능성과 효율성을 통계적 모델에 따라 검

정하였다.
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가. 일 반 평 균

분석에 이용된 287두 한우의 증체에 관한 경제형질의 평균능력은 생후 약 23.7개월

령의 한우로 일당증체 0.785㎏, 출하체중 581.00㎏, 그리고 등지방두께는 0.84㎝이었다.

비거세우는 증체형질에서 거세우보다 좋은 성적을 보이고 있다. 그러나 이러한 결과

는 고급육 생산에 목표를 둔 거세우의 생리적 변화와 사육특성 때문 인 것으로 판단

된다.

T able 4- 6. General means and s tandard devia tion of grow th traits in Hanw oo
(Korean Cattle)

T ra it

Hanw oo
No. head Market days Daily gain(㎏)

M a rk et b ody
w eig h t (㎏)

Backfat
thickness (㎝)

Bull 173
703.88
±22.91

0.809
±0.071

592.84
±42.08

0.677
±0.383

S teer 114
720.29
±32.32

0.748
±0.077

563.04
±51.75

1.096
±0.465

Bull & Steer 287
710.40
±28.16

0.785
±0.079

581.00
±52.16

0.843
±0.464

나. DNA fingerprinting (VNT R)

1) 일당증체량

T able 4- 7. Leas t square means for daily gain related w ith specific DNA markers
in Hanw oo(Korean Catt le) us ing DNA fing erprinting w ith M13/H aeⅢ.

Markers(kb)

Items
None 4.6/×/× ×/ 3.6/× ×/×/ 2.8 4.6/3.6/× 4.6/×/2.8 ×/3.6/2.8 All

T otal
or

Mean

Bull

No. of head 5 2 12 17 26 22 42 47 173

Daily gain(g) 830 788 847 825 833 830 828 837 832

±SE 32.6 50.2 23.1 20.3 17.2 17.1 15.1 14.1 14.4

Steer

No. of head 13 6 37 17 10 5 17 9 114

Daily gain(g) 685a 687ab 764c 745bc 724abc 790c 767c 759bc 746

±SE 22.5 31.5 15.1 20.9 24.8 33.1 20.3 25.8 14.0

Bull

&

Steer

No. of head

Daily gain(g)

±SE

18

735a

20.5

8

731a

28.1

49

794b

15.2

34

777ab

17.5

36

777ab

17.2

27

790b

17.9

59

785b

15.5

56

788b

15.5

287

781

14.2

× : Means none band

a,b,c : Means w ithin a row w ith no common s uperscripts differ s ignificantly (P< 0.05)
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T able 4- 7에서 M13 probe/H aeⅢ를 사용하여 관찰된 결과 중, specific marker의

유무에 따른 한우 경제형질의 능력을 살펴보면 증체형질인 일당증체량에서 비거세우

의 경우 4.6kb marker의 출현 개체는 3.6과 2.6kb marker출현 개체에 비하여 유의적

으로 일당증체량이 낮은 것으로 나타났고, 특히 3.6kb marker 출현개체와는 1일 평균

60g 이상 능력이 떨어지는 것으로 나타났으나, 밴드간의 상호작용에 의한 효과는 뚜

렷이 나타나지 않았다. 거세우의 경우는 hormone기전의 변화에 따라 비거세우와 다

른 유전적 mechanis m을 가지고 있어 4.6kb marker나 marker가 없는 집단이(685와

687g), 3.6, 4.6/2.8 그리고, 3.6/2.8kb 집단(764, 790, 그리고 767g )과 유의적으로 낮은

증체능력을 나타내고 있고, 특히 4.6/2.8kb marker를 가진 집단의 능력은 790g으로 이

들 그룹보다 일일 100g이상의 증체가 떨어지는 성적을 보였다.

통계모델을 이용한 분석에서 얻어진 bull과 s teer를 통합한 한우의 결과는 4.6kb의

marker와 none marker 그룹의 능력이 유의적으로 낮았고 3.6kb marker의 단독효과와

4.6/ 2.8, 3.6/ 2.8, 그리고 4.6/3.6/2.8kb의 복합효과가 유의적인 한우의 증체를 개량할 수

있는 것으로 확인되었다. 또한, 밴드가 출현하지 않는 개체들도 3.6kb밴드 출현개체와

p< 0.01 수준에서 유의적인 차이가 인정되었다.

거세우나 비거세우에서 3.6kb의 단독 marker를 가진 그룹이 다른 개체들과 유의적인

일당증체의 향상을 나타내는 결과는 3.6kb를 M13 probe 와 H aeⅢ를 사용한 DNA지문에

서 한우에서 증체형질 개량의 major로서 이용할 수 있을 것이고 2.8kb marker는 minor

로, 그리고 4.6kb marker는 neg ative효과로 고려할 수 있을 것으로 판단된다. 고급육

생산 목적의 한우개량 지표가 거세우에 focus를 맞출 때 이러한 DNA marker의 활용

으로 705일 출하 시 일당증체량이 평균 44g 차이로 출하 시 체중에서 31㎏의 체중증

가를 올릴 수 있다고 판단된다.
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T able 4- 8. Least square means for daily gain related with specific DNA markers in Hanwoo
(Korean Cattle) us ing M13 probe and H infⅠ.

Markers (kb)

Items
None 5.6/× ×/ 2.8 5.6/2.8

T otal
or

Mean

Bull

No. of head 31 37 53 52 173

Daily gain(g) 836ab 851b 819a 829a 832

±SE 15.2 15.3 14.1 13.6 14.4

S teer

No. of head 39 22 24 29 114

Daily gain(g) 720a 749ab 747ab 770b 746

±SE 17.6 19.4 19.7 16.7 14.0

Bull
&

Steer

No. of head
Daily gain(g)

±SE

70
771a
15.0

59
797b

15.5

77
775ab

15.1

81
790ab

14.0

287
781
14.2

× : Means none band

a,b : Means w ithin a row w ith no common superscr ipts differ s ignificantly(P< 0.05)

T able 4- 8에서 M13 probe/ H infⅠ조합에서 관찰된 결과 중, 일당증체량에 대하여

는 비거세우의 5.6kb marker 출현 개체들의 성적이 2.8kb 밴드 출현개체들의 평균성

적 보다 높았으며 p< 0.05 수준에서 유의적인 차이가 인정되었다. 여기서 2.8kb

marker는 증체량이 낮은 집단의 고유 marker이기 때문에 차이를 보였다. 거세우에서

는 5.6/2.8kb marker의 혼합효과가 None marker 그룹과 유의적인 증체량 증가를 나

타내었다.

거세우와 비거세우를 통합한 분석에서 볼 때 5.6kb marker가 2.8kb와 공유하는 경

우에도 어느 정도 負의 작용이 있지만 5.6kb의 marker가 확실한 증체형질과의 연관

marker로 인정되기 때문에 이를 이용한 한우의 능력개량에 상당한 기대를 할 수 있

을 것으로 판단된다.
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T able 4- 9. S tep- w is e regres s ion, forw ard select ion for the genet ic marker of the

daily g ain by M13/ H aeⅢ.

S tep Genetic maker
Partial

R2

Parameter
Es timates

1

2

3

× / 3.6 / ×

4.6 / 3.6 / ×

4.6 / × / ×

0.6047

0.1509

0.0710

0.1858

- 0.4885

0.0907

Intercept 0.5420

T able 4- 9에서는 유전자지문에서 규명된 일당증체량과 연관된 DNA marker인 4.6,

3.6 및 2.8kb를 이용하여 이들 marker가 일당증체 형질에 영향을 미치는 기여도를 분

석한 결과이다. 이 결과 일당증체형질에 가장 큰 영향을 주고있는 marker는 3.6kb만

을 가지고 다른 두 개의 marker를 가지고 있지 않은 경우로 나타났으며, 이 marker조

합은 일당증체를 높일 수 있는 60%정도의 기여도를 가지고 있는 것으로 나타났다.

4.6kb의 경우는 거의 없었지만 3.6kb와 함께 존재할 경우(4.6/3.6/×) 15%정도의

neg ative 기여도를 가진 것으로 나타났다.

2) 등지방두께

T able 4- 10. Leas t square means for backfat thickness related w ith specific DNA

markers in Hanw oo(Korean Cattle) us ing M13 probe and H aeⅢ.

Markers(kb)

Items
None 12.4/×/× ×/11.3/× ×/×/9.4 12.4/11.3/× 12.4/×/9.4 ×/11.3/9.4 All

Bull

No. of head 9 47 7 21 10 57 12 10

Backfat(㎝) .521ab .764ab .599ab .568a .579a .813b .576ab .698ab

±SE .154 .101 .172 .119 .150 .097 .142 .130

S teer

No. of head 4 27 4 22 7 38 11 1

Backfat(㎝) 1.191 1.019 1.424 1.216 .848 1.114 1.065 1.069

±SE .255 .125 .253 .133 .204 .107 .172 .000

Bull

&

Steer

No. of head 13 74 11 43 17 95 23 11

Backfat(㎝) 801ab .907ab .960ab .887ab .736a .973b .828ab .897ab

±SE .151 .102 .159 .111 .137 .097 .128 .149

× : Means none band

a,b : Means w ithin a row w ith no common supers cripts differ s ignificantly(P< 0.05)
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T able 4- 10에서 비거세우의 경우 등지방두께가 두꺼운 group이 보였던 M13/H ae

Ⅲ의 결과는 3종류의 marker가 없는 개체에서 유의적으로(p< 0.05수준) 가장 얇은 결

과를 보였고 12.4/9.4kb g roup과는 0.3cm의 차이를 보이고 있다. 거세우의 경우는

12.4/11.3kb에서 특별히 낮았으나 유의적인 차이는 아니었고 거세우와 비거세우를 종

합한 한우의 결과에서 이 두 marker는 유의적으로 등지방의 개량에 핵심적인 marker

임을 알 수가 있었다. 그러나 T able 4- 11의 MO- I/ H infⅠ조합의 marker는 등지방두

께와 연관된 것으로 인정할 수가 없었으나 환경요인에 의한 영향을 고려할 때 계속적

인 연구가 요구되는 결과로 판단된다.

T able 4- 11. Leas t square means for backfat thickness related w ith specific DNA
markers in Hanw oo(Korean Catt le) us ing DNA fing erprinting w ith
MO- I/ H infⅠ

Markers (kb)
2.3

O X

No. of head 35 79

Backfat thicknes s (㎝) 1.047 ± 0.092 1.080 ± 0.068

T able 4- 12에서는 M13/H aeⅢ를 이용한 유전자지문에서 규명된 등지방두께와 연

관된 DNA marker인 12.4, 11.3 및 9.4kb를 이용하여 이들 marker가 등지방두께에 영

향을 미치는 기여도를 분석한 결과이다. 이 결과 등지방두께에 가장 큰 영향을 주고

있는 marker는 12.4/11.3/× marker조합인 경우로 등지방두께를 낮게 할 수 있는

neg ative로 35%정도의 기여도를 가지고 있는 것으로 나타났으며, 그에 반하여 ×

/ 11.3/× marker조합은 등지방을 두껍게 하는 pos itive로 14%정도의 기여도를 가지는

것으로 확인되었다. 그러나 등지방두께에 대하여 DNA marker를 이용한 개량은

maker 그룹별로 크다란 기여도 차이가 없어 좀 더 깊이 있는 DNA marker의 추가적

인 규명이 필요한 것으로 판단되지만 고급육 생산에서 필요한 근내지방도를 높이기

위해서는 단순한 얇은 등지방두께만으로는 해결을 할 수가 없다는 측면에서 볼 때 근

내지방도에 연관된 marker는 근내지방도의 중요성을 고려한 활용방안에 제시되어야

할것으로 판단된다.
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T able 4- 12. S tep- w is e regress ion, forw ard s election for the genet ic marker of the

backfat thickness by M13/H aeⅢ

Step Genetic maker
Part ia l

R2

Parameter
Es timates

1

2

3

4

12.4/ 11.3/×

×/ 11.3/×

12.4/×/×

×/ 11.3/9.4

0.3501

0.1481

0.0446

0.0951

- 2.2584

1.1266

0.4447

- 0.5088

Intercept 1.8093

다. AFLP

1) 일당증체량

T able 4- 13. Leas t square means for daily gain related w ith specific DNA markers

in Hanw oo(Korean Catt le) us ing E7T 4 primers

Markers (bp)
Items

281bp 177bp 281bp/177bp None T otal

Bull
No. of head 46 16 12 46 120

Daily g ain(g)±SE 848±16 831±24 843±21 840±12 837±8

Steer
No. of head 52 27 17 39 135

Daily g ain(g)±SE 743±10 724±14 731±19 745±11 738±6

Bu ll
&

S teer

No. of head 98 43 29 85 255

Daily g ain(g)±SE 773±10 765±14 770±18 783±10 775±6

T able 4- 13에서는 E7T 4 primer를 사용하여 규명한 specific DNA marker의 유무에

따른 일당증체량 능력의 차이를 분석한 결과를 나타내었다. 이 결과에서 유의적인 차

이는 나타나지 않았으나 비거세우에서 DNA marker의 유무에 따라 848g∼831g의 성

적의 차이를 나타내고 있음을 확인하였고, 거세우의 경우 marker의 유무에 따라 745

g∼724g의 성적의 차이를 나타내고 있음을 확인할 수 있었다.
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T able 4- 14. Forw ard select ion procedure for the daily gain by the g enetic marker.

S tep Variable Part ia l
R2

Parameter
Es t imate

1
2

3

281 / ×

× / 177

× / ×

0 . 7 6 0 4
0 . 1 1 0 1

0 . 0 7 2 9

- 0 . 0 0 8 0
- 0 . 0 0 9 4

0 . 0 2 4 3

Intercept 0 . 6 0 2 8

T able 4- 14에서는 AF LP기술의 E7T 4에서 규명된 일당증체량과 연관된 DNA

marker인 281bp 및 177bp를 이용하여 이들 marker가 일당증체량에 영향을 미치는 기

여도를 분석한 결과이다. 이 결과 일당증체량에 가장 큰 영향을 주고 있는 marker는

281bp만을 가지는 marker조합이 일당증체량을 감소시키는 neg at ive로 나타났으며,

177bp만을 가진 marker조합에서도 neg ative로 11%의 기여도를 가지는 것으로 나타나

이러한 DNA marker들을 유전적 기여도가 낮은 DNA marker 개체들의 선발에서 제

외시킴으로 능력개량에 이용할 가치를 인정할 수 있겠으나 pos it ive 기여도를 가지는

일당증체량에 연관된 DNA marker의 추가적인 규명이 필요한 것으로 판단되어진다.

DNA지문에서 규명된 DNA marker들의 결과를 종합해 볼 때 M13/ H aeⅢ 유전자지

문에서 우수한 유전적 기여도와 표현능력을 나타낸 3.6kb marker와 혼합효과인

4.6/ 2.8, 3.6/2.8, 그리고 negat ive 기여도를 보인 4.6 과 3.6kb를 통한 한우의 일당증체

량 개량이 상당할 것으로 판단되고 M13/H infⅠ에서도 5.6과 2.8kb marker를 이용한

증체량의 개량은 확실하게 입증되어 향후 한우의 증체량 개량에 간단하고 정확한 방

법으로 활용할 수 있을 것으로 확신한다. 또한 등지방두께에서도 M13/ H aeⅢ의 경우에

서 12.4/11.3kb의 negative 기여도와 표현능력의 낮은 결과는 등지방두께가 얇은 방향으

로 상당한 기대효과가 기대되는 marker임을 알 수가 있었다. AFLP marker에서 281bp는

일당증체량에 negative로 크게 기여하고 등지방두께에 연관된 314/229bp 또한 negative의

기여도를 나타내고있어 바람직한 한우개량의 수단으로서 가치를 확인할 수 있었다.
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2) 등지방두께

T able 4- 15. Leas t square means for backfat thickness related w ith specific DNA

markers in Hanw oo(Korean Catt le) us ing E4T 4 primers

Markers (bp)

Items
314 229 314/ 229 None T otal

Bull

No. of head 20 37 23 46 126

Backfat

thickness (㎜)±SE
7.52b±0.57 8.84c±0.69 8.40c±0.72 6.00a±0.76 7.76±0.39

S teer

No. of head 25 19 15 21 80

Backfat

thickness (㎜)±SE
8.38a±0.53 9.32b±0.83 7.86a±0.68 8.54a±0.58 8.60±0.33

Bull

&

Steer

No. of head 45 56 38 67 206

Backfat

thickness (㎜)±SE
9.9b±0.63 10.4b±0.72 9.1c±0.85 8.4a±0.69 9.5±0.36

× : Means none band

a,b,c : Means w ithin a row w ith no common superscr ipts differ s ignificantly(P< 0.05)

T able 4- 15에서는 AF LP의 E4T 4 primer를 사용한 거세우와 비거세우의 등지방

두께에 대하여 분석한 결과로 비거세우에서 314와 229bp marker를 가지고 있지 않은

집단의 성적(6.00±0.76㎜)이 이들 marker를 가지고있는 집단의 성적(7.52㎜∼8.84㎜)

보다 유의적으로 낮은 등지방두께의 성적을 나타내고 있음을 확인할 수 있었으며, 거

세우에서는 314bp와 229bp를 동시에 가지고 있는 집단의 성적이 7.86㎜로 가장 얇은

등지방두께를 가진 것으로, 229bp만을 가지고 있는 집단의 성적은 9.32㎜로 가장 두꺼

운 등지방두께의 성적을 나타내고 있었다. 특히 등지방두께의 성적은 거세를 통한 고

급육 생산에서 우수한 육질성적 기대에 뒤지지 않는 주요 관심사로 육량의 감소라는

측면에서 중요성이 부각되고있어 거세우의 성적에서 볼 때 314bp와 229bp marker를

동시에 가진 집단은 증체량을 증가시킴과 동시에 등지방두께도 유의적으로 낮추는 작

용을 나타내고 있음이 확인되었다. 따라서 AF LP에 의한 314bp/229bp marker는 증체

형질과 등지방두께에 연관된 중요한 개량요인으로 판단할 수 있었다.
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T able 4- 16. S tepw ise reg ress ion, forw ard s election for the g enet ic marker of the

backfat thickness by A FLP(E4T 4)

S tep Genetic maker
Part ial
R**2

Parameter
Es timates

1

2

3

314/ 229

×/×

314/×

0.6673

0.0667

0.0525

- 0.6347

- 0.1455

0.2278

Intercept 2.4552

등지방두께에 연관된 DNA marker 그룹별 최소자승평균에서와 같이 s tep w ise

reg ress ion의 결과 314bp marker의 단독적 기여도는 pos it ive로 거의 영향을 미치지

않는 결과였으나 314/ 229 marker를 가진 집단의 기여정도는 바람직한 등지방두께를

얇게 하는 neg at ive로 67%의 기여를 나타내고 있어 등지방두께의 개량에 바람직하게

활용될 수 있을 것으로 사료된다.

4. 유전표지인자(S pecific Genetic Marker)와 한우의 도체 형질들과의 관계

한우의 중요한 도체형질들인 근내지방도와 배최장근단면적에 연관되는 DNA

marker인 VNT R과 AFLP기술의 결과를 (사)한국종축개량협회와 농협 한우개량사업

소의 혈통이 알려진 한우 거세우142두와 비거세우 147두 등 289두의 개체기록을 이용

하여 실제적으로 용이한 선발의 수단인 MA S(marker ass is ted select ion)의 가능성과

효율성을 최소자승평균과 s tep- w is e regress ion의 기여도에 따라 검정하였다.

가. 일 반 평 균

T able 4- 17에서는 분석에 이용된 289개체에 대한 근내지방도 및 배최장근단면적 성적

의 일반평균을 나타내었다. 비거세우 147두의 근내지방도는 평균 2.54의 3등급 수준으로

거세우 142두의 평균 10.74의 2등급 수준 보다 낮았다. 그리고 배최장근단면적에서는 비

거세우가 85.37cm2로 거세우의 80.30cm2보다 높은 성적을 나타냈다.
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T able 4- 17. General means of carcas s tra its in the Hanw oo(Korean Catt le)

T rait

Cat tle
No. of head Market month

Marbling score
(1- 19 degree)

M . long is s im us dors i

area (cm 2)

Bull 147 23.02±0.81 2.54±2.26 85.37±9.01

S teer 142 23.60±1.15 10.74±4.71 80.30±8.17

T otal 289 23.32±1.03 6.68±5.52 82.81±8.94

나. 특정유전표지인자(Specific genetic marker)와 한우의 경제형질들과의 관계

1) DNA Fingerprinting

DNA probe와 enzyme의 조합에서 polymorphism을 나타내는 VNT R의 specific

marker와 근내지방도에 대한 분석은 통계분석 model로 거세우와 비거세우 289두에서 거

세와 출하월령의 효과를 제외한 결과로 T able 4- 18에서와 같이 M13/H aeⅢ에서 9.4와

3.6kb의 marker를 가지고 있는 그룹은 marker가 없는 그룹의 평균 등급 6.32보다 높았고

특히 9.4kb만을 가진 그룹은 유의적으로 높은 등급의 marker로 분석되었다. M13/H infⅠ

에서도 9.4kb에서 marker의 근내지방도와 유의적 연관 marker로 인정할 수 있었으며

2.9kb의 경우 제 2장의 육질등급 분포에서 볼 수 있듯이 거세우와 비거세우에서 상반된

결과를 나타낸 바와 같이 환경효과를 제외한 통계분석에서는 negative의 영향이 있는 것

으로 판정되어 marker가 없는 집단과 비슷한 결과를 보이고 있다.
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T able 4- 18. Leas t square means for marbling score rela ted w ith s pecific DNA
markers in the bull and s teer of Hanw oo(Korean Cattle) using

M13/H aeⅢ and M13/H infⅠ

Probe/ enzyme Specific markers (kb) No. of head (% ) Marbling s core

M13/H aeⅢ

9.4/ x 36 (12.5) 8.29a±0.90

x / 3.6 81 (28.0) 7.40ab±0.76

9.4/3.6 128 (44.3) 7.51ab±0.71

x / x 44 (15.2) 6.32b±0.85

T otal 289 (100) 7.38±0.81

M13/ H infⅠ

9.4/ x 48 (16.6) 8.14a±0.71

× / 2.9 84 (29.1) 6.80b±1.15

9.4/2.9 98 (33.9) 8.11ab±1.05

x / x 59 (20.4) 6.90b±0.70

T otal 289 (100) 7.49±0.90

× : Means none band

a,b : Means w ithin a column w ith no common supers cripts differ s ignificantly(P< 0.05)

T able 4- 19. S tep- w ise reg ress ion, forw ard s election for the g enetic marker of

the marbling score by M13/ H aeⅢ

Step Genetic maker
Part ial

R2

Parameter
Es t imates

1

2

3

9.4 / ×

× / 3.6

× / ×

0.6218

0.0546

0.0276

0.9085

0.5226

- 0.3373

Intercept 4.2429

T able 4- 19에서는 M13/H aeⅢ를 이용한 유전자지문에서 규명된 근내지방도와 연

관된 DNA marker인 9.4kb와 3.6kb를 이용하여 이들 marker가 근내지방도에 영향을

미치는 기여도를 분석한 결과이다. 이 결과 3.6kb marker는 가지고 있지 않고 9.4kb

marker만을 가지고 있는 것이 근내지방도에 가장 큰 영향을 주고 있는 marker로 나

타났으며, 9.4kb/× marker 조합은 근내지방도에 62%정도로 아주 큰 기여도를 나타내

는 것으로 확인되었다. 그러나 근내지방도에 대하여 DNA marker를 이용한 개량을

위해서는 위의 결과에서 나타난 1∼3 s tep의 marker들의 기여도가 모두 합해도 70%
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정도여서 근내지방도에 연관된 나머지 30%의 기여도를 가지는 DNA marker의 추가

적인 규명이 반드시 필요한 것으로 판단되어진다.

T able 4- 20. S tep- w is e regress ion, forw ard s election for the genet ic marker of the

marbling score by M13/H infⅠ

Step Genetic maker
Partial

R2

Parameter
Es timates

1

2

3

9.4 / ×

× / 2.9

9.4 / 2.9

0.6871

0.0703

0.0281

1.3354

3.1097

0.8054

Intercept 3.1696

T able 4- 20에서는 M13/H infⅠ을 이용한 유전자지문에서 규명된 근내지방도와 연

관된 DNA marker인 9.4kb와 2.9kb를 이용하여 이들 marker가 근내지방도에 영향을

미치는 기여도를 분석한 결과이다. 이 결과 9.4kb marker만을 가지고 있는 것이 근내

지방도에 가장 큰 영향을 주고 있는 marker로 나타났으며, 9.4kb/× marker 조합은

근내지방도에 69%정도로 아주 큰 기여도를 나타내는 것으로 확인되었다. 그러나 근내

지방도에 대하여 DNA marker를 이용한 개량을 위해서는 위의 결과에서 나타난 1∼3

s tep의 marker들의 기여도가 모두 합해도 79%정도여서 근내지방도에 연관된 나머지

20%의 기여도를 가지는 DNA marker의 추가적인 규명이 반드시 필요한 것으로 판단

되어진다.

T able 4- 21. Leas t square means for M . long issim us dorsi area related w ith specific
DNA markers in Hanwoo(Korean Cattle) using M13/H aeⅢ and M13/H infⅠ

Probe/Enzyme Specific markers (kb) No. of head (% ) M . long iss im us dors i area

M13/H aeⅢ

5.6 121 (42.2) 81.67±1.70

x 166 (57.8) 81.68±1.72

T otal 287 (100) 81.68±1.71

M13/H infⅠ

5.6/ x 127 (45.0) 82.40±1.74

x /4.3 16 (5.7) 81.03±2.80

5.6/4.3 20 (7.1) 81.75±2.57

x / x 119 (42.2) 81.03±1.71

T otal 282 (100) 81.55±2.21

x : means none band

- 109 -



배최장근단면적에 연관되는 marker인 M13/H aeⅢ과 M13/H infⅠ의 분석결과는

T able 4- 21에서와 같이 어느 곳에서도 유의적인 차이를 얻을 수 없었지만 M13/H inf

Ⅰ의 Hig h group에 나타났던 5.6kb에서는 Low group의 marker인 4.3kb나 marker가 없

는 개체들의 평균보다 높은 성적을 보였다.

그러나 배최장근단면적의 이러한 결과는 T able 4016의 결과에서 거세와 출하월령의

환경적요인에 의한 영향이 크다는 것을 알 수 있어 표현능력의 비교로서 연관 DNA

marker의 효과를 규명할 수가 없는 결과였다.

T able 4- 22. S tep- w is e regress ion, forw ard s election for the genet ic marker of the

M . long iss im us dors i area by M13/ H infⅠ

Step Genetic maker
Part ial

R2

Parameter
Es timates

1

2

3

4

5.6 / ×

× / ×

5.6 / 4.3

× / 4.3

0.9681

0.0103

0.0140

0.0056

1.3640

1.7026

- 2.3241

1.1174

Intercept 64.4486

그러나 T able 4- 22에서는 M13/H infⅠ을 이용한 유전자지문에서 규명된 배최장근

단면적과 연관된 DNA marker인 5.6kb와 4.3kb를 이용하여 이들 marker가 배최장근

단면적에 영향을 미치는 기여도를 분석한 결과에서 5.6kb marker만을 가지고 있는 경

우 배최장근단면적에 가장 큰 영향을 주고 있는 marker로, 5.6kb/× marker 조합은

근내지방도에 97%정도로 아주 큰 pos itive 기여도를 나타내는 것으로 확인되었다. 배

최장근단면적에 대하여 DNA marker를 이용한 개량은 위의 T able 4- 22에서 나타난

결과에서 1∼4 s tep의 marker들의 기여도가 모두 합해 99%정도여서 배최장근단면적

의 개량에서 이들 marker를 이용이 아주 강력한 도구인 것으로 확인되었다.
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T able 4- 23. Least square means for marbling score and M . longissim us dorsi area related

with specific DNA markers in Hanwoo(Korean Cattle) using M13/H infⅠ

Probe/Enzyme Specific markers(kb) No. of head (%) Marbling score M. longissimus dorsi area

M13/H infⅠ

9.4/ x / x 20 (6.9) 8.51ab±1.13 83.79ab±2.64
x / 5.6/ x 32 (11.1) 7.41ab±0.96 82.72ab±2.24

x / x /2.9 39 (13.5) 6.83bc±0.87 81.03ab±2.03
9.4/5.6/ x 31 (10.7) 8.12ab±0.95 81.90ab±2.23

9.4/ x / 2.9 56 (19.4) 6.73bc±0.79 80.58b ±1.84

x /5.6/2.9 52 (18.0) 8.19ab±0.84 84.50a ±1.97

9.4/5.6/2.9 45 (15.6) 8.49a ±0.83 81.25ab±1.94

x / x / x 14 (4.8) 6.29bc±1.03 79.83b ±2.42
T otal 289 (100) 7.57±0.93 81.95±2.16

× : Means none band

a,b : Means w ithin a column w ith no common superscr ipts differ s ignificantly(P< 0.05)

T able 4- 23에서는 한우 육질개량을 위한 근내지방도 및 배최장근단면적 연관

DNA marker 전체에 대한 상호 연관성에 대한 검정을 실시한 결과를 나타내었으며,

이 결과 M13/H infⅠ에서 나타난 육질연관 경제형질인 근내지방도의 9.4, 2.9kb 와 배

최장근단면적의 5.6kb marker를 동시에 고려한 marker 조합에서 9.4, 5.6 그리고,

2.9kb 모두를 가진 경우와 9.4kb marker 만을 가진 경우에서 근내지방도와 배최장근

단면적의 유의성을 모두 확인 할 수 있었다. 따라서, 육질 경제형질의 개선을 위해서

는 하나의 육질 연관 경제 형질 marker만을 고려하기보다는 두 개 이상의 육질 경제

형질에 연관된 DNA marker의 조합을 이용한 MAS가 더욱 효과적인 것을 확인 할

수 있었다.

2) AFLP(amplified frag ment leng th polymorphism)

Primer와 adapter 그리고 제한효소에 따라 매우 다양한 polymorphis m을 나타내는

A FLP기술로 근내지방에서 분류된 marker들의 분석결과는 T able 4- 24에 제시하였다.

E9T 2 primer를 사용한 근내지방 관련 marker들은 marker가 없는 그룹과 유의적인

차이를 나타낸 결과에서 402bp marker를 가진 개체들의 성적이 13.76으로 가장 좋은

성적을 나타내고 있었으며, 179bp와 139bp marker를 동시에 가진 개체들은 7.44로 가

장 나쁜 성적을 나타내고있어, 이들 두 marker를 동시에 가진 집단을 이용하여 근내

지방도에 나쁜 영향을 미치는 개체들의 선발에 적용할 수 있을 것으로 판단되어진다.

- 111 -



T able 4- 24. Leas t square means for marbling score rela ted w ith s pecific DNA

markers in Hanw oo(Korean Catt le) us ing E9T 2 primers

Primers Specific markers (bp) No. of head (% ) Marbling s core

E9T 2

402 / × / × 21 (13.6) 13.76b±0.76
× / 179 / × 22 (14.3) 10.55a±0.82
× / × / 139 20 (13.9) 12.95b±1.17

402 / 179 / × 17 (13.0) 13.35b±1.11
402 / × / 139 5 (27.8) 11.00ab±1.84
× / 179 / 139 9 (5.8) 7.44a±1.64

402 / 179 / 139 7 (4.5) 12.00b±1.79
× / × / × 53 (34.4) 12.40b±0.65

T ota l 154 (100) 12.14±0.38

× : Means none band

a,b : Means w ithin a column w ith no common superscr ipts differ s ignificantly(P< 0.05)

T able 4- 25. Forw ard selection procedure for the marbling score by the genetic marker.

S tep Variable Part ia l
R2

Parameter
Es timate

1
2
3
4
5

×/×/×
402/×/×

402/×/ 139
402/179/ 139
402/179/×

0 . 7 5 8 2
0 . 1 0 3 7
0 . 0 3 3 8
0 . 0 3 1 0
0 . 0 0 3 4

1 . 5 2 5 8
0 . 4 6 5 7
0 . 1 5 6 1
0 . 1 1 7 5

- 0 . 1 5 0 5

Intercept - 1 . 1 3 0 2

T able4- 25는 근내지방도에 대한 AF LP g enetic marker의 기여도를 나타낸 것으로

T able에서 나타난 바와 같이 세 band가 없는 “×/×/×”형이 0.7582로 가장 높았고

“402/×/×”, “402/×/ 139”,“402/179/139”도 기여도 값은 높았으나 “402/179/×”는 거의

기여하지 못하였다.

배최장근단면적에서 분류된 marker들의 분석결과는 거세우(s teer)의 근내지방도

성적을 T able 4- 26에 제시하였다. E4T 4 primer를 사용한 배최장근단면적 연관

marker들은 VNT R의 결과처럼 거세와 출하월령의 환경요인이 크게 작용되어 DNA

marker로서 가치를 찾을 수 없었으며, 이러한 결과는 유전자 지문의 결과에서 나타난

바와 같이 거세와 출하월령의 환경적요인에 의한 영향이 크다는 것을 알 수 있는 결

과로 배최장근단면적 연관 DNA marker의 연구가 좀더 세분화된 분석으로 이루어져

야 할 것으로 사료된다.
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T able 4- 26. Least square means for M . long issim us dorsi area related w ith specific
DNA markers in the steer of Hanwoo(Korean Cattle) using E4T 4 primers

Primers Specific markers (bp) No. of head (% ) M . long is sim us dorsi area(㎠)

E4T 4

314/ x / x 16 (16.7) 78.80±2.64

x / 232/ x 13 (13.5) 80.29±2.95

x / x / 229 14 (14.6) 79.57±2.73

314/ 232/ x 11 (11.4) 82.10±2.98

314/ x /229 8 (8.3) 79.88±3.66

x / 232/ 229 7 (7.3) 75.71±3.78

314/232/229 6 (6.3) 82.38±4.00

x / x / x 21 (21.9) 76.56±2.49

T ota l 96 (100) 79.41±3.15

x : means none band

T able 4- 27. Forw ard selection procedure for the M . long issim us dorsi area by the

genetic marker.

S tep Variable Partial R2 Parameter es t imate
1
2

3
4

314/×/×
×/ 232/ 229

314/×/ 229
314/ 232/×

0.9009
0.0231

0.0242
0.0518

- 0.2935
- 0.3662

0.6152
0.7823

Intercept 65.0361

S tep- w ise regress ion 결과 배최장근단면적도 일당증체량과 마찬가지로 band별 유

의적인 차이는 인정되지 않았지만 기여도는 “314/×/×”이 negative로 가장 영향을 많

이 보이고 있어 pos itive 기여를 할 수 있는 marker의 연구가 앞으로 필요할 것으로

판단된다.

따라서, 앞에서 나타난 결과들을 종합하여볼 때 육질연관 경제형질인 근내지방도와

배최장근단면적에 연관된 유전자 지문의 DNA marker에서 M13/ H aeⅢ과 M13/H infⅠ

조합에서 동일한 위치에서 밝혀진 9.4kb의 marker는 한우의 근내지방도와 유의적 연

관marker로 인정할 수 있었으며, M13/H infⅠ에서 나타난 DNA marker를 이용한 근

내지방도와 배최장근단면적을 동시에 개량할 수 있는 가능성을 찾을 수 있었다. E9T 2

primer를 이용한 AF LP marker였던 402, 179와 139bp는 VNT R의 결과 보다 더 효율

적으로 한우의 능력개량에 이용할 수 있을 것으로 판단된다. E4T 4 primer를 이용한

배최장근단면적의 경우 환경적 영향이 크게 작용되어 계속적으로 집약적인 연관

marker의 연구가 이뤄져야하는 것으로 나타났다.
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5. 한우 경제형질의 능력개량 체계 확립

경제형질에 직접적인 영향을 미치는 DNA marker를 규명하여 MAS(marker

ass isted selection)에 의한 선발을 능력개량에 직접 적용하고, 저 비용 고효율의 능력

개량 체계를 확립하고자 한우의 중요 경제형질에 연관된 DNA marker들의 경제형질

별 step w ise regress ion의 index를 작성하여 분석한 결과에 이어서 우리가 원하는 한우

개량 체계는 육량과 육질에 중요한 형질인 증체량, 등지방두께, 근내지방도 및 배최장근

단면적을 모두 고려한 MAS의 가치가 본 연구의 최종적 목표라 판단된다.

따라서 형질별 최소자승 평균과 regress ion 기여도의 결과를 이용하여 본 연구에서 밝

혀진 모든 경제형질 연관 marker의 조합을 활용하여 우리가 추구하는 모든 경제형질 개

량에 가장 적합한 DNA marker조합을 분석하면서 DNA marker들을 이용한 선발지수식

을 설정하기에는 economic w eight의 설정과 유전모수 추정의 한계성이 있으며, 또한

s tep w ise regress ion을 통한 기여도의 추정을 위한 index 산정에서도 각각 형질에 특이

적인 marker들의 수리적인 통계적 model에 무조건 적용하는 실험적인 모순과 결과의

예측능력 감소가 나타날 수밖에 없다.

따라서 중요한 경제형질과 명확히 연관을 가지고있는 marker들을 선정하여 환경요인

을 최소화한 최소자승평균과 s tep wise regress ion 결과를 고려한 한우개량체계에 접목

시킬 수 있는 다양한 결과를 표4- 28에 제시하였는데 여기서는 한우의 경제적 가치는

육질의 등급이 높다고 하더라도 육량이 나쁠 경우 손실이 지대할 것이기 때문에 본

연구의 한우개량체계 확립의 중점은 육질을 개량할 수 있는 DNA marker(9.4와

3.6kb)를 육량에 중요한 역할을 하는 등지방의 최소화 maker와 일당증체를 높일 수

있는 marker들과 혼합한 DNA marker 조합의 결과를 밝히고자 한 것이다. 제 3장의

DNA 기술(RAPD, AP- PCR, RFLP)에서 제시된 DNA marker들은 계속해서 염기구

조를 밝혀 새로운 primer나 probe의 개발을 목표로 한 연구결과였기 때문에 여기서

얻어진 결과들은 한우개량체계의 구축에 이용하지 않았다.

그 결과 T able 4- 29와 같이 1997년과 1999년 전국한우능력평가대회에 출품한 출품

우 293두를 대상으로 한우의 주요 경제 형질에 연관된 DNA marker 전체를 대상으

로 경제형질이 복합적인 개량효과를 얻을 수 있는 DNA marker가 등지방두께에 연

관된 11.3kb와 근내지방도에 연관된 9.4kb와 3.6kb DNA marker를 동시에 고려한 결

과에서 11.3kb와 9.4kb가 존재하는 집단에서 대상경제형질 모두에서 우수한 성적을
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나타내고 있어 DNA marker를 이용한 한우 집단의 능력 개량에서 특정 경제형질의

개량뿐만 아니라 집단 전체의 전반적인 능력 개량을 위한 도구로 DNA marker가 이

용될 수 있음을 확인하였다.

T able 4- 28. Leas t square means and s tandard error for economic traits related w ith
specific DNA markers in Hanw oo(Korean Catt le) by M13/H aeⅢ

M arker
No. of
head

M . long iss im us dors i
area(㎠) M arbling s core Backfat thicknes s (㎜) Daily g ain(g )

9.4/3.6 90 80.84c±1.25 12.247b±0.672 9.414±0.601 728±12
9.4/× 43 84.64ab±1.52 15.689a±0.821 9.393±0.734 731±15
×/ 3.6 41 84.58a±1.60 13.974ba±0.863 10.011±0.772 725±16
×/× 32 82.36abc±1.73 10.107bc±0.932 8.360±0.832 722±17

12.4/9.4/3.6 53 80.68bc±1.38 11.975b±0.746 9.915±0.660 731±14
12.4/ 9.4/× 20 84.40ab±1.92 15.790a±1.035 8.733±0.915 725±19
12.4/×/ 3.6 27 84.79a±1.83 14.662ab±0.991 10.529±0.876 735±18
12.4/×/× 16 80.28c±2.19 10.087b±1.181 8.963±1.044 720±22
×/ 9.4/3.6 37 81.48ab±1.67 12.756ab±0.899 8.570±0.795 724±16
×/ 9.4/× 23 85.21a±1.96 15.692a±1.057 9.755±0.934 737±19
×/×/ 3.6 14 84.72ab±2.31 12.829ab±1.248 8.839±1.103 708±23
×/×/× 16 84.80a±2.22 10.197b±1.200 7.578±1.061 724±22

11.3/9.4/3.6 32 80.11b±1.66 12.770b±0.905 8.666±0.808 711±16
11.3/ 9.4/× 17 84.56ab±2.11 16.543a±1.147 8.844±1.024 741±21
11.3/×/ 3.6 15 85.24a±2.22 14.267ab±1.207 9.397±1.077 742±22
11.3/×/× 12 86.54a±2.43 11.309bc±1.320 7.493±1.178 733±24
×/ 9.4/3.6 58 81.33b±1.37 12.023b±0.743 9.764±0.663 737±13
×/ 9.4/× 26 84.71a±1.76 15.245ab±0.957 9.633±0.855 724±17
×/×/ 3.6 26 84.37a±1.83 13.877b±0.993 10.293±0.886 715±18
×/×/× 20 79.77b±2.01 9.447c±1.091 8.816±0.974 715±20

9.4/5.6/ 3.6 64 80.85b±1.33 12.547ab±0.718 9.787±0.637 734±13
9.4/5.6/× 19 85.93a±2.02 15.887a±1.090 8.868±0.968 755±20
9.4/×/ 3.6 26 80.93b±1.86 11.416bc±1.003 8.184±0.891 709±18
9.4/×/× 24 83.73ab±1.84 15.508a±0.992 9.633±0.881 712±18
×/ 5.6/3.6 19 83.80ab±2.04 13.387ab±1.101 10.244±0.978 723±20
×/ 5.6/× 14 83.88ab±2.32 10.374bc±1.252 7.907±1.112 727±23
×/×/ 3.6 22 85.26a±1.99 14.353a±1.071 9.585±0.951 725±19
×/×/× 18 81.24ab±2.13 9.869c±1.149 8.562±1.020 717±21

* Continued next page
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M arker
No. of
head

M . long iss im us dors i
area(㎠) M arbling s core Backfat thicknes s (㎜) Daily g ain(g )

11.3/3.6/2.8 32 79.42c±1.65 13.531±0.965 8.757±0.791 705b±16
11.3/ 3.6/× 15 86.90a±2.29 12.648±1.333 9.275±1.094 760a±22
11.3/×/ 2.8 19 85.93ab±2.04 15.579±1.187 8.520±0.973 760a±19
11.3/×/× 10 85.04ab±2.62 12.430±1.527 7.930±1.253 700b±25
×/ 3.6/2.8 52 81.87bc±1.41 11.997±0.821 10.119±0.673 741ab±13
×/ 3.6/× 32 82.88ab±1.72 13.747±1.006 9.781±0.825 713b±17
×/×/ 2.8 21 83.80ab±1.91 12.847±1.111 7.914±0.911 718ab±18
×/×/× 25 81.78bc±1.85 12.962±1.076 10.536±0.883 722ab±18

4.6/3.6/ 2.8 29 80.92b±1.77 14.196±1.017 9.458±0.851 720ab±17
4.6/3.6/× 20 82.02ab±2.05 13.029±1.176 9.684±0.984 736ab±20
4.6/×/ 2.8 22 84.68ab±1.88 13.323±1.079 7.632±0.903 743a±18
4.6/×/× 13 84.55ab±2.39 14.363±1.373 10.204±1.149 744ab±23
×/ 3.6/2.8 55 80.95b±1.39 12.036±0.797 9.833±0.667 729ab±13
×/ 3.6/× 27 85.80a±1.86 14.164±1.070 9.789±0.895 721ab±18
×/×/ 2.8 18 84.82ab±2.14 15.563±1.229 9.126±1.029 729ab±21
×/×/× 22 81.71ab±1.96 12.181±1.125 9.688±0.941 697b±19

12.4/9.4/2.8 51 81.61±1.39 12.566±0.797 8.883bc±0.645 732±14
12.4/ 9.4/× 22 81.83±1.94 14.039±1.111 11.133a±0.899 719±19
12.4/×/ 2.8 23 82.87±1.90 13.444±1.086 10.858ab±0.879 728±18
12.4/×/× 20 83.45±2.08 12.476±1.186 8.849bcd±0.960 729±20
×/ 9.4/2.8 42 83.24±1.63 13.996±0.932 8.750cd±0.755 732±16
×/ 9.4/× 18 82.18±2.18 13.638±1.245 9.523abc±1.008 718±21
×/×/ 2.8 8 79.76±2.94 9.162±1.677 6.075d±1.358 703±28
×/×/× 22 86.60±2.00 12.267±1.142 8.842bcd±0.924 721±19

× : Means none band

a,b,c,d : Means w ithin a column w ith no common superscr ipts differ s ignificantly(P< 0.05)

특히, M13과 H aeⅢ를 이용한 유전자지문에 나타난 11.3과 9.4kb의 집단은 전체적

으로 약 5.5%정도로 분포하고 있었으며 이들의 성적은 등지방두께는 8.06mm로 두꺼

운 지방층 집단의 10.16mm 보다 2mm이상 그리고 최소화와 일당증체량도 748g으로

최소집단의 701g 보다 47g이나 유의적인 개량을 도모할 수 있는 개량수단 주목할 수

가 있었다. 그리고 가장 중요한 형질인 marbling 등급에서는 11.3/9.4kb marker 집단

이 15.63으로 1등급인 반면에 최소집단 9.35로 6등급 이상의 유의적인 차이를 나타내

었고 배최장근단면적에서도 86.37cm 2은 최소집단 79.7cm 2와 현격한 차이를 보이고 있

었다.
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T able 4- 29. Dis tr ibution of DNA markers related w ith backfat thickness , daily gain,

marbling score, and M . long issim us dorsi area of Hanw oo(Korean

Cattle)
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