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서 론.

등 은 암소에서 산유량과 유지방Bell (1985)
및 유지율에서 세포질 유전효과를 분석을 통하
여 설명하였으며 또 다른 보고에서는 유량과,
유조성분의 변이가 모성의 영향을 받는다고 보

고하였다(Huizinga et al., 1986; and Schutz et
젖소에서의 에너지 결핍은 낮은 수al., 1992).

태율을 초래한다는 것은 잘 알려진 사실이다
이는 미토콘드리아와 세(Harrison et al. 1990).

포의 신진대사 에너지와는 매우 밀접한 관계에
있기 때문이다.
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ABSTRACT

This study was performed to analyze the sequence variations of mtDNA D-loop and their effects on
milk in Hanwoo(Korean cattle). The resulting sequences were compared with previously published
sequences for other cattle breeds (GenBank J01394). The Polymerase Chain Reaction was performed to
amplify a total of 964 bp between nucleotide 15758 and 383 within D-loop region of mtDNA using
specific primers. Twenty polymorphic sites by nucleotide substitution were found in mtDNA D-loop
region of Hanwoo. The frequencies of positions at 8, 169, 16042, 16051, 16057, 16093, 16119, 16122,
16209, 16255 and 16302 nt with high levels of sequence polymorphism were 0.150, 0.950, 0.085, 0.138,
0.106, 0.085, 0.138, 0.212, 0.085, 0.148 and 0.180, respectively. The substitution effect at 16119(p 0.1)
and 16185(p 0.05) nt was found significant on milk production. Polymorphism of mtDNA sequence in
D-loop region could be useful for the analysis of cytoplasmic genetic variation and associations with the
other economically important traits and maternal lineage analysis in Hanwoo.
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Mitochondrial DNA 는 핵 보다(mtDNA) DNA
염기치환의 진화 속도가 빠르고 등(Brown ,

핵 의 유전방식과는 다른 모계 유1979), DNA
전을 한다는 특성이 보고 등(Hutchison , 1974)
되어 인류를 비롯한 많은 포유동물에서 종내
및 근연종 사이의 유전학적 관계를 연구하는데
매우 유용한 도구로 활용되고 있다.
포유동물의 미토콘드리아 는 약DNA 16.5 kb
크기를 가지는 이중 환상 구조의 분자로서 모
계 유전되며 핵 와는 독립적으로 복제하, DNA
는 이다 등genome (Anderson , 1981).
최근에 와서는 영역의 염기mtDNA D-loop
서열 차이를 분석하여 종 및 품종간 진화와 계
통분류 연구 등 등(Bradley , 1996; Mannen ,

등 그리고 산유량과 유 조1998b; Kim 1999),
성분 등 경제형질 등 등(Ron , 1993; Schutz ,

등 과 관련된 새로운 유1994; Boettcher , 1996)
전정보로서 활용이 시도되고 있다 특히 세포. ,
질 유전효과는 재조합 현상 없이(recombination)
모성유전하기 때문에 변이에mtDNA D-loop
따라 모계를 분류하기 쉽고 핵과 세포질 효과
에서 바람직한 유전적 잠재능력을 갖는 혈통의
검색이 가능하다 등(Mannen , 1998a).
국내에서 사육되고 있는 소 집단들을 대상으

로 모계계통을 중심으로 한 지mtDNA D-loop
역의 연구는 아직까지 미흡한 수준정 등( ,

이 등 이며 젖소의1996; , 1998) mtDNA D-loop
지역과 산유량과의 연관성 보고는 많으며 한우
에서는 지역의 염기변이에 따른 유전적D-loop
근연관계 추정정 등 및 도체형질과의( , 2002.)
연관성에 관하여 연구된오 등 바 있으( , 2003.)
나 유량에 대한 변이효과는 아직까지 보고된

바가 없는 실정이다 본 연구는 국내의 한우.
다유계통집단을 대상으로 한 유량과 관련된 분
자유전학적 선발 지표의 기초 자료를 얻고자

의 영역의 변이와 경제형질간의mtDNA D-loop
연관성을 규명하기 위해 수행하였다.

재료 및 방법.

1.

본 연구에서 이용한 공시 재료는 유생산 성
적을 보유하고 있는 한우 다유계통 집단 두94
를 선발하여 의 혈액을 가 함유5 10 ml EDTA
된 에 채혈하였다tube .

2. Genomic DNA

채취한 혈액으로부터 의 분리Genomic DNA
및 정제는 등 의 방법을 일부 변형Miller (1988)
하여 분리 정제하였고 분리된 는, DNA TE
buffer (10 mM Tris-HCl pH 7.4; 1 mM EDTA)
에 용해하여 분석에 사용하였다.

3. mtDNA D-loop primer
PCR

소 의 영역을 증폭 및 염기서mtDNA D-loop
열 결정을 위한 들은 등primer Anderson (1982)
의 보고를 토대로 하여 번과 번 사이15758 383
를 지정하는 염기서열 부위윤 에서( , 2002) Table
과 같이 제작하였다1 .

증폭은 약PCR template DNA 200 ng, 10

Table 1. Primer sequences and positions used for mtDNA D-loop analysis

Primer Sequences position* Usage

mtU3 5'-CCCAAAGCTGAAGTTCTATT-3' 15758 15777 PCR

mtL1 5'-TTGGGTTAAGCTACATCAAC-3' 364 383 〃

bDL1 5'-TCAACACAGAATTTGCACCC-3' 15863 15882 Sequencing

bDL2 5'-TAAATTATATGCCCCATGC-3' 16012 16030 〃

* The nucleotide in positions based on Anderson et al. (1982).
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각pmol primer 0.5μ , dNTP 5 μ , 10X PCR
Buffer 2.5 μ , Taq DNA polymerase (IBS) 1
의 조성에 를 첨가하여 총 부피를unit D.W. 25

μ 로 하였으며, GeneAmp PCR System 2700
을 이용하였다 조건(Applied biosystems) . PCR

은 최초 에서 분간 을 실시하94 5 denaturation
고 에서 분 에서 분 그리고, 94 1 , 56 1 , 72
에서 분간 총 회 반복한 후 최종적으로2 30 72
에서 분간 반응시킨 후 종료하였다10 . PCR

증폭산물은 을 이용하여1% TBE agarose gel
전기영동방법을 이용하여 증폭 산물을 확인하
였다.

4. mt DNA D-loop

PCR product 5 μ 에 ExoSAP-IT(Amersham
Biosciences, USA) 2 μ 을 첨가하여 총 부피를
7 μ 로 하여 에서 분간 반응시켜 증폭37 20
된 산물 이외의 것들을 제거하여 준 다음 E.T

을terminator dye(Amersham Biosciences, USA)
제작사의 지침서에 따라 의 와 함Table 1 primer
께 GeneAmp PCR System 2700 (Applied

을 이용하여 재증폭 과정을 수행하Biosystems)
였다.
전 처리 되어진 를 다시 한번PCR product

을 이용하AutoSap(Amersham Biosciences, USA)
여 한 후 염기서열 결정은purification Mega-
BACE DNA Analysis systems (Amersham Bio-

를 이용하여 수행하였으며sciences, USA) , Seq-
ManTM 을 이용하여 개체간의(DNASTAR Inc)

염기서열 변이 여부를 분석하였다DNA .

5.

검출된 의 영역내 염기변이와mtDNA D-loop
산유량과의 관련성을 검증하기 위하여 SAS
(Ver. 를 이용하여 아래의 다중 회귀식을 이8.2)
용한 분석을 하였다 회귀식에서. mtDNA D-

영역내 는 변수loop polymorphism site dummy
로 이용하였다(1=original, 2=mutation) .

Yijkl = μ + Pari + Sj + b1BWk + b2Pml + b3G1 +
+ b12G10 + eijkl

위 식에서,
Yijkl 산유량 유지율= , ;
μ 전체평균= ;
Pari 분만 산차= ;
Sj 분만 계절= ;
BWk 체중= ;
Pml 분만 일령= ;
b‘s 회귀계수= ;
Gs = 의 영역내mtDNA D-loop polymor-

phism site 변수(dummy ; 1=original,
그리고2=mutation) ; ,

eijkl 임의 오차= .

결과 및 고찰.

소 의 영역을 포함하고 있는mt DNA D-loop
번과 번 사이를 지정하는 염기서열 부15758 383

위의 단편을 특정 염기서열을 갖고 있964 bp
는 를 이용하여 증폭하여 산물primer PCR PCR
을 전기영동법으로 확인한 결1.5% agarose gel
과 의 결과를 얻었다 이는 예상했던 결Fig. 1 .
과인 크기의 만이 에서와 같964 bp band Fig. 1
이 검출되었고 그 밖의 다른 는 검출되지band
않아 증폭이 성공적으로 수행되었음을 알PCR
수 있었다.

영역내 염기서열 변이를 조mtDNA D-loop
사하고 관련성 분석을 실시하고자 한우 다유계
통 집단 두의 정제된 증폭산물을 직접94 PCR
염기서열 결정법을 이용하여 염기서열 변이를
조사하였다.

Fig. 1. Electrophoresis of PCR products of
bovine mtDNA D-loop region for
Hanwoo. M: DNA/λ EcoR I + Hind
size standard marker(Promega).

M

1375bp
950bp
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는 두의 한우 다유계통집단에서Table 2 94
지역 내 염기변이가 일어난 지mtDNA D-loop

역과 빈도를 나타낸 것이다 염기서열분석 결.
과 총 개의 지역에서 염기변이가 검출 되었20
다 지역에서 다. 106, 16086, 16185, 16247 bp
소 높은 빈도의 염기 변이가 검출되었고, 8,
169, 16042, 16051, 16057, 16093, 16119, 16122,

지역에서는 비교적 높16209, 16255, 16302 bp
은 염기 변이가 검출되었다 그 중에서도. 169
지역에서는 의 염기 변이가 검출되었다bp 95% .

한우의 지역 변이의 빈도는 정 등D-loop (2002)
의 보고에서 및106, 16042, 16093, 16119

지역과 윤 등 의 보고에서16302 (2002) 169,

Table 2. Polymorphic event and frequency of
sequence polymorphic location of
mtDNA D-loop region in herd of 94
Hanwoo

* nucleotide in position based on Anderson et al.(1982).

및16051, 16057, 16119, 16122, 16158, 16255
지역에서 높게 검출되었다 젖소에서는16302 .
등(Schatz , 1994) 106, 169, 363, 16022, 16057,

및 지역에서16058, 16113, 16141, 16231 16247
높은 변이 검출이 보고 되었다.
유량과 유지방 생산량의 변이와 연관되어 있
다고 보고 된 바 있는 등 지(Schatz , 1994) 169
역은 가 로 염기치환이 일어난 빈도들을 비A G
교해보면 에서 등Holstein 0.80(Schatz , 1994),
일본의 화우에서 그리고0.939(Mannen, 1998b)
한우에서 정 등 윤 이0.813( , 2002), 0.924( , 2002)
며 본 연구에서는 으로 검출 되었다 본0.950 .
연구는 한우의 다유계통 집단의 개체들을 이용
하였는데 이로 인해 유량과의 연관성이 보고
되어진 지역의 변이가 상당히 높게 검169 bp
출 되어진 것으로 보여진다.

Table 3. The effect of mtDNA D-loop region
variation on milk production of 94
Hanwoo

Location in
D-loop

Polymorphic
event Milk yield

8 G -> A -0.640
106 T -> C -3.747
169 A -> G 1.295

16055 T -> C 0.616
16057 G -> C -1.191
16093 G -> A -0.767
16119 T -> C -1.611
16122 T -> C 0.421
16185 G -> A 3.557*
16209 C -> T -2.843

: p<0.1, *: p<0.05.

지역에서는 가 로 치환된 빈도16119 bp T C
가 로 검출되었으며 이 위치에서의 염기0.138 ,
치환에 의한 산유량 효과는 - 로1.611(p<0.1)
나타났다 이 지역의 변이는 등. Holstein(Schatz ,

에서는 없는 것으로 보고 되었으며 일본1994) ,
화우에서 한우에서0.120(Mannen, 1998b),

정 등 과 윤 의 빈도가0.483( , 2002) 0.293( , 2002)
검출되었다 한우와 일본의 화우가 같은 계통.

Location in
D-loop*

Polymorphic
event Frequency

8 G -> A 0.150
106 T -> C 0.053
169 A -> G 0.950

15910 T -> C 0.021
16042 T -> C 0.085
16050 C -> T 0.021
16051 T -> C 0.138
16055 T -> C 0.031
16057 G -> C 0.106
16086 G -> A 0.042
16093 G -> A 0.085
16119 T -> C 0.138
16122 T -> C 0.212
16139 C -> T 0.021
16185 G -> A 0.063
16209 C -> T 0.085
16247 C -> T 0.053
16248 C -> T 0.021
16255 T -> C 0.148

16302 G -> A 0.180
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에서 유래된 품종 등 이라는(Abe , 1968; 1975)
보고에 따르면 이 지역의 염기치환은 품종간의
차이에서 기인한 것임을 알 수 있다 윤. (2002)
의 보고에 의하면 한우에서 지역이16119 bp
배최장근단면적과 육미 육색에서의 변이 효과,
가 유의하게 나타났다 지역에서의. 16185 bp
염기치환에 의한 산유량 효과는 3.557(p<0.05)
로 나타났으며 가 로 치환된 빈도는G A 0.063
로 나타났다 이 지역 역시 등. Holstein(Schatz ,

에서는 변이가 보고되지 않았으며 일본1994)
화우에서 한우에서0.008(Mannen, 1998b), 0.125
정 등 과 윤 의 빈도가 보고( , 2002) 0.109( , 2002)
되었다 한우들 집단들 간에서는 비슷한 양상.
의 변이빈도가 검출되어진 반면 일본 화우에서
낮은 변이가 검출된 것은 화우가 한우로부터
기원하였으나 등 개량과정을(Abe , 1968; 1975),
거치는 동안 유전적인 영향을 받은 것으로 추
정된다.
본 연구에서 젖소의 염기치환 효과가 유량과
유지율에서 유의한 결과가 나타난다고 보고가
된 등 지역에서의 산유량(Schatz , 1994) 169 bp
에 미치는 염기치환 효과는 유의성이 확인되지
않았으나 지역에서 유의106, 16119, 16158 bp
성이 확인되었다 이는 한우의 다유계통집단.
개체들만을 대상으로 하여 높은 변이빈도를 나
타낸 지역에 대한 통계분석처리가 어려169 bp
웠기 때문이다 현재 한우 암소의 산유량 및.
유지방 생산량에 관련된 자료의 수집은 어려움
이 많은 실정이지만 앞으로 보다 넓은 집단들,
을 대상으로 하여 자료가 축적이 된다면 보다
정확한 결과가 나올 것으로 사료된다.
본 연구에서 검출한 한우 다유계통 집단의

내 영역의 염기서열 변이 빈도mtDNA D-loop
와 유량과의 연관성 분석 결과 등은 한우 집단
의 유전적 변이성 추정과 좀 더 다양한 경제형
질과의 관련성 분석으로 다양한 유전적 지표인
자 발굴에 도움 될 것이며 이를 통해 분자유전
학적 기법을 이용한 한우의 육종 전략을 확립
하는데 기초 자료가 되는 것은 물론 우리나라
고유 품종인 한우의 유전자원 보존과 분자육종
학적인 연구에 기초 자료로서 유용하게 활용
할 수 있을 것으로 기대된다.

요 약.

본 연구는 한우의 영역 염기mtDNA D-loop
변이가 산유량에 미치는 효과를 검증하기 위하
여 수행하였다 젖소의 영역에. mtDNA D-loop
서 단일염기의 치환이 개의 지역에서 확인되20
었다 그중. 8, 169, 16042, 16051, 16057, 16093,

지역에16119, 16122, 16209, 16255, 16302 bp
서 높은 빈도의 염기치환이 검출되었다. 16119
지역에서는 가 로 치환된 빈도가 로bp T C 0.138

검출되었으며 이 위치에서의 염기치환에 의한,
산유량 효과는 - 로 나타났다1.611(p<0.1) . 16185
지역에서의 염기치환에 의한 산유량 효과는bp

로 나타났으며 가 로 치환된3.557(p<0.05) G A
빈도는 로 나타났다 본 연구에서 검출한0.063 .
한우 다유계통 집단의 내 영역mtDNA D- loop
의 염기서열 변이 빈도와 유량과의 연관성분석
결과 등은 한우 집단의 유전적 변이성 추정과
좀 더 다양한 경제형질과의 관련성 분석으로
다양한 유전적 지표인자 발굴에 도움 될 것이
며 이를 통해 분자유전학적 기법을 이용한 한
우의 육종 전략을 확립하는데 기초 자료가 되
는 것은 물론 우리나라 고유 품종인 한우의 유
전자원 보존과 분자육종학적인 연구에 기초 자
료로서 유용하게 활용 할 수 있을 것으로 기대
된다.
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