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서 론.

돼지의 동물 분류학적 위치는 우제류목
멧돼지과 멧돼지속(Artiodactyla) (Suidae) (Sus 집)

돼지종(S. scrofa domesticus로 분류된다) . Darwin
은 돼지의 기원을 표현형적 차이에 의하(1868)

여 유럽종(S. scrofa과 아시아종) (S. indicus으로)
분류하였다 유럽종은 유럽 야생종에서 진화한.
것으로 추정하였으나 아시아종의 진화에 대해,
서는 알려져 있지 않다 세기에서 세기초. 18 19
유럽 돼지 품종을 개량하기 위하여 아시아 돼

지가 유럽에 전파되었으며 이중 중(Jones 1998),
국 돼지품종이 유럽에 전파되어 품종형성에 기
여한 것으로 보고되고 있다 등(Giuffra , 2000).
국내에서 사육되고 있는 돼지 품종으로는 랜드
레이스 대요크셔 듀록이 대부분 차지하고 있, ,
고 일부 햄프셔 버크셔 피에트레인 품종이, , ,
사육되고 있으며 제주지역에서는 제주 재래돼,
지가 부분적으로 사육되고 있다.
미토콘드리아 는 핵 에 비하여 염DNA DNA
기 치환율이 훨씬 빠르다 그래서 최근에는 포.
유류 동물들의 유전적 상관을 추정하기 위하여
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ABSTRACT

The mitochondrial DNA(mtDNA) D-loop region was amplified from Duroc(Sus scrofa) by polymerase chain
reaction(PCR). The oligonucleotide primer used to amplify the Sus scrofa mtDNA D-loop region was designed
using tRNA-Pro and tRNA-Phe sequence in mtDNA regions highly conserved in many other animal species.
There were 1,145 base pairs(bp) in the D-loop region. The middle of the region contained 10 tandem repeat
of an 10-bp Sus scrofa-specific sequence, TACACGTGCG. We designed primers for PCR-mediated single
stranded conformation polymorphism(SSCP) analysis that amplified a 345 bp fragment, which contained the
most variable region according to our sequencing data. SSCP analysis of denatured amplification products was
carried out by polyacrylamide(8%) gel electrophoresis followed by ethidium bromide staining. The SSCP
analysis identified two band patterns(A and B) and comparision of these two nucleotide sequences identified 21
base substitutions. These results show that SSCP analysis of the D-loop region is useful for detecting the
genetic polymorphism.
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계통유전학적 연구에 널리 이용되고 있다 미.
토콘드리아 는 환상구조 이며DNA (circular form) ,

인 개의control region D-loop, 2 rRNA(12S, 16S)
그리고 개의 으로 구성되13 peptide coding gene
어 있으며 이들 유전자 사이에 개의 가, 22 tRNA
존재한다 포유류의 우제류를 분류하는데는 주.
로 의mitochondrial DNA 12S, 16S rRNA
(Myyamoto and Boyler, 1989; Miyamoto et al.,

와1990; Kraus and Miyamoto, 1991) CO 와
Cytb(Honeycutt et al., 1995; Irwin et al., 1991)
유전자가 주로 이용되고 있다 최근 반추동물.
인 소에 대한 연구는 계통유전학적으로 분석한
결과 비반추동물인 돼지 보다는 고래와 더 가
까운 혈연관계에 있는 것으로 보고되고 있다
(Arnason et al., 1991; Ursing and Arnason, 1998).

Single stranded conformation polymorphism
(SS 분석은 산물을 등의 변CP) PCR formamide
성체를 첨가하여 로 변성시켜single-strand DNA
비변성 겔에서 전기영동하는 방polyacrylamide
법으로서 염기서열에 하나의 염기치환 또는 짧
은 염기서열의 결실 삽입 등 구조이상이 존재,
하면 의 이동도가 변화하여single-strand DNA
서로다른 밴드 유형을 나타내는 성질을 이용하
는 기법으로서 종간 및 종내에서 유전적 변이
관찰에 자주 이용되고 있는 실정이다(Oh and
Jung, 2001).
따라서 본 실험은 국내에서 사육되고 있는
돼지 품종의 에서의 유전Duroc mtDNA D-loop
적 다양성을 조사하여 유전적 종보존을 위한
기초자료를 제공하고자 유전적 변이 관찰에 용
이한 기법을 이용하여 실시하였다SSCP .

재료 및 방법.

1.

실험에 공시된 돼지는 제주농업시험장에서
사육하고 있는 혈통등록이 되어 있는 듀록 80
두를 비보정법으로 이 부착된18G gauge needle
주사기로 경정맥으로부터 혈액을 채혈하였으
며 추출 전까지 냉장고에서 보관하, DNA 4
였다.

2. DNA

혈액으로부터 의 추출은genomic DNA Wizard
를Genomic DNA Purification Kit(Promega, USA)

이용 전기영동에 의하여 농도를 정량한, DNA
후 냉장고에 보관하였다4 .

3. Duroc D-loop

돼지 품종의 의 전체 염기Duroc mtDNA D-loop
서열 분석을 위하여 기존에 보고된 돼지 mtDNA
서열(Genbank accession number : NC_000845,

을 가지고 및AF034253) tRNA-Pro tRNA-Phe
일부지역을 를 제작하였으며sequence primer ,

는 아래와 같다primer sequence .

D-loop F : 5'-TCT-AAC-TAA-ATT-ATT-CCC-TG-3'
D-loop R : 5'-ATA-ATT-TAA-GCT-ACA-TTA-AC-3'

반응은PCR 10 × buffer 2.5 , dNTP 2 ,
각10 pmol primer 1.5 , Taq 0.3 , DW 15.2

를 첨가하여 최종, genomic DNA 2 25
를 반응하였으며 반응조건은 에서, PCR 94 10
분간 을 실시하고 에서 분pre-denaturation 94 1 ,
에서 분 에서 분 총 을 수55 1 , 72 1 30 cycle

행한 후 에서 분간 을 실시 후72 10 extension
에서 종료하였다4 .

4. SSCP

분석을 위하여 전체 염기서열을SSCP D-loop
분석하여 가장 변이가 심한 부위를 SSCP F

와(5'-CGT ACA CGC GCA TAT AAG CAG-3')
SSCP R (5'-CTA TAT TCA GAT TGT GGG

의 를 제작하였다 증폭 후CG-3') primer . PCR
반응조건은 의 와SSCP 2.5 PCR product 7.5

의 denaturing buffer(95% formamide, 0.05%
x 및 를 혼ylene cyanol 0.05% bromophenol blue)
합하여 에서 분간 끊인 후 위에서 분95 3 , ice 2
간 침지한 후 8% polyacrylamide gel(acrylamide :
bis-acrylamide = 49 : 에서 전압하에서1) 200 V
시간16 0.5 × 에서 전기영동 하였다TBE buffer .

그 후 은gel 0.5 gμ /m 의 ethidium bromide(EtBr)



Cho et al. ; Genetic Variation of Mitochondrial DNA in Duroc(Sus scrofa)

－ －

로 분간 염색한 후 로 관10 UV image analyzer
찰하였다.

5. cloning Sequencing

는PCR product TOPO TA cloning kit (Invi-
를 이용하여 을 실시하였trogen, USA) ligation

다 된 는. cloning DNA fragment Cy5-labeled
인vector inner primer M13-40 primer(5'-CGC

와CAG GGT TTT CCC AGT CAC GAC-3')
M13-reverse primer(5'-TTT CAC ACA GGA

를 이용하였으며 각AAC AGC TAT GAC-3') ,
샘플은 Cy5TM AutoCycleTM 를Sequencing Kit
이용하여 와 반응시켜Plasmid DNA Sequenc-

을 수행하였다 그 후 로서ing PCR . gel buffer
를 이용하였고0.6% TBE buffer , ALFexpress

DNA sequencer(Phamacia Biotech, USA)를
에서 분간1500 V 700 6% acrylamide-7M urea

에서 전기영동하였다gel . Sequence data는
를 이용하여 염기서열의 정렬을 수Clustal W

행하였다.

결과 및 고찰.

돼지 품종의 전체 유전자 염기Duroc D-loop
서열 분석을 위하여 기존에 보고된 GenBank
(accession number : 와NC_000845, AF034253)

를EMBL(accession number : AJ002189) database
이용 하여 제작은 지역 일부primer tRNA-Pro
를 로 하고 지역 일부를Forward tRNA-Phe Re-

로하여 전체를 증폭 후verse D-loop PCR clon-
및 을 하였다 그 결과 돼지ing Sequencing .
품종의 전체 은Duroc D-loop 1,145 base pairs

였으며, Sus scrofa 인- specific sequence tandem
repeat 가 개 반복되는 특징이(TACACGTGCG) 10
있었다 이 결과는 등 이 보고한 돼. Lin (1999)
지 전체 염기수는 였으(Landrace) D-loop 1,175bp
며 이중 가 개 존재하는 것을, tandem repeat 13
고려하면 를 제외한 나머지 부분tandem repeat
에서 돼지 전체 염기수는 일치하는 결D-loop
과를 보였으나 등 은 전체, Ursing (1997) D-loop
염기수는 를 보고하였으며 이중1,246bp , tandem

가 개 존재하는것을 고려하여도repeat 20 1 base
가 불일치하는 결과를 보였다pair .
이들 를 프로그램을sequencing data Clustal W
이용하여 를 수행하였으며 가장 변이alignment ,
가 심한 후반부tandem repeat (TACACGTGCG)
지역을 이용하여 용 를 제작하였다SSCP primer .

Fig. 1. SSCP band patterns of the mt D-loop
region in Duroc(Sus scrofa). The PCR-
amplified DNA fragment were dena-
tured by heating and then loading on
to a 8% polyacrylamide gel. The result
were detected by EtBr staining. A and
B indicate the SSCP types.

분석결과 가지 패턴 와 으로SSCP 2 (A B type)
나누어 졌으며 이들에 대한 유전자 염(Fig. 1),
기서열 분석을 위하여 결과는sequencing Fig. 2
와 같다 유형은 인 반면 유형은. A 333bp B
가 많은 로 나타났다 와12bp 345bp (Fig. 2 Table
얻어진 와 유형의 염기서열 결과들은2). A B

각각 에 등록을GenBank(AY243482, AY338472)
하였다.

의 분석 결과 두 가지 유형 와Fig. 2 SSCP (A
을 보였으며 이들의 염기서열을 분석한B type) ,

결과 개 부위에서 유전자 첨가결실21 / (insert/
및 치환 이 되었으며 가장deletion) (substitution) ,

큰 특징은 의 개 염기가 한TAAAACACTTA 11
번 더 중복 되는 특징이 있었다 미(duplication) .
토콘드리아 는 모계유전 특징이 있기 때문DNA
에 이러한 결과를 추정하면 품종 형성과Duroc
정에 품종간 교잡유전자 교차에 의해 나타난( )
결과로 사료된다.

은 돼지 품종의 의 분Table 1 Duroc A, B type
포를 나타낸 것으로서 전체 두 중 두가80 71 A
유형 이었고 나머지 두가 유형(88.75%) 9 B

이었다(11.25%) .
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Table 1. Number of Detected SSCP Variants

Type*
Duroc

No** Frequency(%)
A 71 88.75
B 9 11.25

* SSCP Type were given in Fig. 1.
** No = number of individual.

Table 2. Characteristics of mtDNA D-loop
Region(partial) from the SSCP Var-
iants.

Type* Length
(bp)

Base Content(%)

A C G T

A 333 130
(39.0)

97
(29.1)

29
(8.7)

77
(23.1)

B 345 138
(40.0)

100
(28.9)

29
(8.4)

78
(22.6)

A and B types were given in Fig. 1.

미토콘드리아 의 특징은 아데닌티민DNA / (A/T)
함량이 구아닌시토신 함량 보다 많은 특/ (G/C)
징이 있다 에서는 의 염기서열 분. Table 2 Fig 2
석결과를 염기종류별 비율을 나타낸 것으로서
와 유형에 따른 염기분포 비율은 비슷하였A B
으며 아데닌티민 함량이 약 정도 분, / (A/T) 62%
포하고 있었다 은 말에서 아. Oh and Jung(2001)
데닌티민 함량을 를 보고하였으며 말/ (A/T) 64% ,
과 비슷한 분포 경향을 보였다.
결론적으로 돼지 품종의, Duroc mtDNA D-
부위를 방법을 이용하여 분석한 결loop SSCP

과 뚜렷한 변이형이 관찰되었다 이러한 연구.
결과와 더불어 멧돼지속에 대한 더 많은 품종
을 확보하여 보다 더 빠르게 진화하는 특정 유
전자를 대상으로 추가 실험을 실시한다면 품,
종간 진화와 각 품종들의 유전자 이입 문제로
인한 다양성에 대한 실체를 명확히 구명할 수
있을 것으로 사료된다.

Fig. 2. Nucleotide alignment of the D-loop region in Duroc mtDNA. Nucleotide sequences were
displayed from 5' to 3'. Dots indicate that the base is identical to that of A. A, wild type;
B, variant type.
GenBank accession number (A, AY243482; B, AY338472)
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요 약.

돼지 품종의Duroc mitochondria DNA D-loop
전체 유전자를 증폭하기 위하여 많은 동물에서
고도로 상동성이 높은 와tRNA-Pro tRNA-Phe
염기서열 일부를 이용하여 oligonucleotide primer
를 제작하였다 그 결과 품종의. Duroc D-loop
전체 유전자는 였으며 그 중1,145 base pairs ,
간위치에 의10bp Sus Scrofa-specific sequence

가 개 존재하고 있었다 돌(TACACGTGCG) 10 .
연변이 검출을 위하여 가장 변이가 심한 지역
을 제작하여 의 단편을 증primer 345 bp DNA
폭하였으며, Single Stranded Conformation Poly-
morphis 분석은 에m(SSCP) 8% polyacrylamide gel
서 시간 전기영동하여200 V, 16 ethidium bromide

로 분간 염색하여 로(EtBr) 10 UV image analyzer
관찰하였다 그 결과 두 개의 서로 다른 밴드.
유형을 관찰하였으며 개 부위에서 염기서열, 21
변이가 관찰되었다 이러한 결과는 유전적 다.
양성 변이를 검출하는데 분석이 유용한SSCP
도구라고 사료된다.
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