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ABSTRACT

Jeju horses are the only horse genetic resource native to South Korea.

The present study was conducted to determine the color of Jeju horses’

coats and to ensure a basic data of coat color diversity by investigating the

coat color characteristics and the molecular genetic characteristics of Jeju

horses with white patch.

To characteristics the coat color of Jeju horses, the genotypes of MC1R

and ASIP genes that are related to the basic black, bay, and chestnut coat

colors of 1,465 heads of registered Jeju horses, 119 heads of thoroughbred,

and 228 heads of crossbred(Jeju horse × thoroughbred) were analyzed. In

addition, the genotypes of STX17 and ECA3-inversion that are related to

gray and white coat colors were also studied.

It was found that, the frequencies of genotypes E+/E+, E+/Ee, and Ee/Ee

of the MC1R gene were identified 0.122, 0.447, and 0.429, respectively.

Although thoroughbred and crossbred horses showed similar frequencies to

those of Jeju horses, however thoroughbred horses has shown a lower

frequency of genotype Ee/Ee.

Among Jeju horses, the frequencies of the genotypes AA/AA, AA/Aa, and

Aa/Aa of the ASIP gene were found at 0.46, 0.448, and 0.091, respectively.

The black coat color is expressed by the combination of genotype E+/- of

the MC1R gene and the genotype Aa/Aa of the ASIP gene. Because the

frequency of the genotype Aa/Aa among Jeju horses was shown to be

0.091, the rate of expression of black coat color is estimated to be 5.1% or

lower. Among three groups of horses, Jeju horses, crossbred horses, and

thoroughbred horses, the frequencies of haplotype were found E+-AaAa

which indicates black coat color were shown to be 0.042, 0.079, and 0.025,
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respectively, the highest frequency among of the crossbred horses. The

frequency of bay coat color was the highest among thoroughbred horses,

and Jeju horses and crossbred horses showed similar frequencies.

The frequencies of genotypes To/To and To/+ that are expressed as

phenotype Wolla (white patch) among Jeju horses were shown 0.1% and

11.9% respectively. Therefor 12% of Wolla coat color frequency stipulated

among Jeju horses. The genotype To/To was not identified in crossbred

horses, while the frequency of the genotype To/+ was 3.9%, which is lower

frequency of Wolla coat color compared to Jeju horses. On the other hand,

the allele did not appear in the thoroughbred horses.

The frequencies of genotype G/g for the expression of gray coat color

among thoroughbred and crossbred horses were shown to be low at 6.7%

and 5.2%, respectively. On the counterpart, the homozygote frequency and

heterozygote frequency of G allele among Jeju horses was shown to be

0.2% and 68%, respectively, indicating that gray coat color is prevalent

among Jeju horses.

The genes MC1R, ASIP , and ECA3-inversion related with coat color

maintained by Hardy-Weinberg equilibrium, however STX17 in Jeju horses

was not in the equilibrium state (p<0.001). It was thought to be responsible

by selection of a gray coat color stallion for the maintenance of a group of

Jeju horses

The allele and genotype frequencies of the MC1R and ASIP genes of

Jeju horses have not changed very much with each generation. The

frequency of the Wolla To allele decreased gradually from 0.126 to 0.034

within 0 to 2.5 generation. Thus it was assumed that the occurrence of the

Wolla coat color in Jeju horses significantly decreased with each generation

(p<0.05). The frequency of the G allele of the STX17 gene that expresses

gray significantly increased from 0.192 in generation 0 to 0.386 in

generation 2.5 (p<0.05). In addition, the frequency of the genotype G/g of
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STX17 gene that expresses gray also increased by two times from 0.384 to

0.764 at 0 to 2.5 generation, indicating that the frequencies of allele and

genotype that express gray rapidly increased with successive generations.

The genetic classification of Jeju horses’ Wolla coat color was conducted

using molecular genetic analysis methods to detect the presence of the

tobiano, overo, and sabino genes. It was identified that in the case of Jeju

horses’ Wolla coat color, all ECA3-inversions that are related to the tobiano

gene has the To allele, while all EDNRB related to the overo gene and the

KIT intron 16 SNP related to the sabino gene were wild types. Therefore,

Jeju horses’ Wolla coat color is thought to be due to the tobiano gene.

According to the results of a genome-wide association study (GWAS)

analysis of horses’ white patch, 72 SNPs in the equine genome satisfied the

significance level of p<0.001. The significant SNPs were distributed widely

from 21 Mbp to 85.1 Mbp in chromosome number 3. The most significant

SNP was located at 48853535bp (BIEC2-819509), and its p value was

shown to be 1.01× 10-22. To identify related genes in SNP loci significantly

related to horses’ white patch, regional plots were prepared. The GPRIN3

gene and the TIGD2 gene could be identified in the vicinity of the most

significant SNP locus, and MC1R and KIT genes were also shown to exist

in significant regions.

The GPRIN3 gene’s DNA sequence was analyzed and six SNPs were

identified; no insertion/deletion mutation was found. Among the identified

SNPs, c.1114G>A and c.1476G>A were identified as being synonymous, and

c.1226C>T, c.1388C>T, and c.1790G>A were identified as substituting amino

acid sequences with p.372V>I (Val>Ile), p.409S>L (Ser>Leu), and

p.463T>M (Thr>Met), respectively. The correlation between SNPs and

white patch in the GPRIN3 gene was analyzed, and the result showed high

LOD values in the range of 60.9–121.2. Four SNPs were identified in the

TIGD2 gene, and in the case of c.*152G>A, differences between solid and
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white patch base sequences could be identified. The correlation between

TIGD2 c.*152G>A SNP and white patch was analyzed, and the result

showed a very high LOD value of 206.6.

The present study shows that the diversity of Jeju horse coat colors has

been decreasing. In particular, gray color-related gene frequencies were

shown to be high to account for most coat colors, and the frequencies

significantly increased with successive generations. Therefore, to maintain

the diversity of Jeju horses’ coat colors, coat color factors should be

reviewed in the stage of selecting stallions. The spotted coat color

appearing in Jeju horses was identified as genetically due to the tobiano

gene. The third chromosome of horses was shown to be highly correlated

with spotted coat color, and TIGD2 c.*152G>A, GPRIN3 c.1114G>A,

GPRIN3 c.*331A>G, and BIEC-819509 SNP are considered assistant

markers to identify tobiano coat color.
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Ⅰ. 서 론

국내 유일의 재래마인 제주마(Jeju Horse)는 역사적, 문화적 고유 가치를

인정받아 혈통 보존 및 멸종 방지를 위해 1986년 천연기념물 제347호로 지정되어

관리되어 오고 있다. 제주마 명칭은 과거 제주마, 조랑말, 재래마, 과하마 등 다양하게

불려왔으나 이를 통합하여 제주마로 불리게 됐다. 2000년대부터 제주마의 혈통관리를

위해 제주마 등록사업이 진행되어 2015년 총 등록두수는 2,900여두에 달하고

있다(제주도, 2015).

제주도는 말 사육에 적합한 지형적 기후적 조건을 갖추고 있으며 역사적으로도

국내 말 생산에 중요한 역할을 수행한 곳이다. 제주도의 말 사육 기록에 의하면

서기 145년 탐라국왕세기에 말은 교역 대상이었으며, 백제 무왕 10년(610년)과

후백제(918년) 시대에 공마 기록으로 보면 삼국시대 이전부터 제주지역에는 말이

적지 않은 두수가 사육되고 있었음을 알 수 있다(장, 2007). 또한 충렬왕 2년

(1276년)에는 몽골에서 160두의 마필이 도입되어 몽골식 말 목장 형태로 사육되

면서 제주도 목마장의 기원이 되기도 하였다.

고고학적인 연구와 분자유전학적 연구에서도 고려 시대 이전에 말이 존재하였음을

확인할 수 있다. 제주에 청동기시대에서 철기시대에 이르는 유적인 곽지 유적과

종달리 유적에서 동물들의 뼈가 출토되었다. 곽지 유적에서는 멧돼지, 사슴, 소,

갯과 동물 및 말의 뼈가 확인되었으며(신과 김, 1993), 종달리 유적에서는 사슴,

멧돼지, 소, 말의 뼈가 출토되었다(신, 2001). 이 두 유적에서 공통적으로 말의

뼈가 출토되어 청동기시대에서 철기시대에 말이 존재했음을 추정케한다. 곽지

유적지에서 출토된 말 뼈에서 모계 기원을 분석하기 위해 mtDNA D-loop 염기

서열을 분석한 결과 현재의 제주마와는 다른 형태가 나타나 몽골말이 제주에

도입되기 전에 제주에 말이 존재하고 있는 것으로 보고된 바 있으며(Jung 등,

2002), 제주마의 mtDNA D-loop 7종에 대해 다른 품종의 마필과 근연관계를

분석한 결과 몽골말, 더러브렛 외에 다른 품종과도 근연관계가 있는 것으로 분석된

바 몽골말이 제주에 들어오기 전에 제주에 말이 존재하고 있는 것으로 추정한 바

있다(Kim 등, 1999).
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포유류의 모색은 세대 간 유전 양상을 나타내는 대표적인 형질로 다양한

종에서 활발히 연구돼 왔다(Kijas 등, 1998; Klungland 등, 1995; Schmutz과

Berryere, 2007; Valverde 등, 1995). 모색은 표현형이 쉽게 확인되어 개체 식별에

이용될 뿐만 아니라 세대 간 유전 양상 확인이 용이하여 유전자 작용이나 유전자

간의 상호 관계에 대한 연구를 위해 모델 형질로 관심 대상이 되어 왔다.

말의 모색은 바탕의 색상과 형태에 따라 다양하게 구분된다. 적색과 흑색을

기본으로 하는 기본모색(basic colors)과 기본모색 발현에 영향하는 희석모색

(diluted colors)이 있다. 또한 백모색(white-based colors)의 무늬 형태에 따라서도

구분된다. 기본 모색에는 흑모색(Black), 적갈색(Bay) 그리고 적색(Chestnut)으로

구분되며, 희석모색에는 크림(Cream), 던(Dun), 실버데풀(Silver dapple), 샴페인

(Champagne) 모색 등으로 구분된다. 백색모의 혼재 형태에 따라 회색(Gray),

조모색(Roan), 백색(White)으로 구분되며, 백반의 양상에 따라 토비아노(Tobiano),

오베로(Overe) 등의 형태로 구분된다(Thiruvenkadan 등, 2008).

제주마의 모색은 더러브렛 등 다른 품종의 마필보다 다양하다. Lee (1971)는

제주마 모색 명칭을 고어(古語)로 불리는 것을 외국 모색 분류와 연관하여 40여

종으로 세 분류하였고, 남(2003)은 제주마 모색 명칭을 국문 명칭과 고어 명칭을

종합하여 49종으로 세분한 바 있다. 이런 제주마 모색 명칭을 고려해 볼 때

제주마의 모색은 다양한 형태를 갖고 있었던 것을 알 수 있다. 1960년대 제주마

모색 빈도는 가라(흑모색, Black), 총마(회색, Gray), 적다(적색, Chestnut), 유마

(적갈색, Bay), 월라(얼루기, 백반, Tobiano)의 빈도는 각각 7.3%, 13%, 30.5%,

42.7%, 0.3%로 유마와 적다 모색 빈도가 높은 것으로 조사된 바 있으며(Lee,

1971), 1990년대에는 각각 5.5%, 10.1%, 34.9%, 29.4%, 7.3%로 조사되었고(남, 2003),

2011년에는 각각 0.16%, 60.2%, 10.8%, 16.5%, 10.9%로 보고된 바 있다(국립축산

과학원, 2012). 가라, 적다, 유마 모색은 과거보다 비율이 감소하는 경향을 보이며,

총마 모색은 급격히 증가하여 제주마의 모색 빈도가 크게 변화된 것으로 나타났다.

제주마의 모색 다양성이 감소하게 되면 낮은 빈도의 모색은 점차 소실되어

제주마의 다양한 모색 특성은 없어지게 될 것이다. 한번 소실된 모색을 복원하기

위해서는 많은 시간과 경제적 비용을 지불할 우려도 있다.

말에서 백반이 나타나는 모색은 백반 형태에 따라 말의 몸통에 불규칙적이고
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비대칭적인 백반이 나타나는 토비아노(Tobiano)와 오베로(Overo)가 있으며,

반점이 대칭 형태로 나타나는 호반(Leopard) 또는 아팔루사(Appaloosa)로 구분

된다. Standardbred, Thoroughbred, Arabian, Quarter horses는 Tobiano 모색이

없으며, Paint, Pinto 등에서는 이런 Tobiano 모색을 갖는다(Thiruvenkadan 등,

2008). 이런 백반 모색은 마필 생산자나 소비자들이 선호하는 경향을 보이고 있다.

미국에서는 1960년 American Paint Horse Association을 설립하여 약 35만두의

백반 모색을 갖는 말을 등록 관리하고 있다(Brooks 등, 2002). 국내에서도 백반을

갖고 있는 마필에 대한 소비자들의 선호도가 높아 단색인 마필보다 거래 가격이

높게 형성되고 있는 실정이다. 제주마에서 나타나는 월라모색은 말 모색유전학에서

구분하는 토비아노(Tobiano), 오베로(Overo), 사비노(Sabino) 형태 중 어떤 형태에

속하는지 찾을 수 없었다. 따라서 제주마 백반 모색에 대한 분자 유전학적 연구를

통해 제주마 백반 모색에 대한 유전학적 정립이 필요하다.

본 연구는 국내 유일의 재래마인 제주마의 모색 분포 특성과 얼루기(백반) 모색에

대한 분자 유전학적 특성 구명으로 제주마의 모색 정립 및 모색 다양성 확보와

보존을 위한 기술 개발과 기초자료 확보를 위해 수행되었다.
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Ⅱ. 연구사

포유류의 모색은 모색 관련 유전자에 의해 결정되며 이런 유전자의 돌연변이는

모발, 피부, 눈의 착색에 영향을 준다. 현재까지 마우스에서 알려진 모색 표현형은

800개 이상이며 관련 유전자는 127개로 보고되고 있다. 이 유전자 중 59개는

클로닝 되어 염기서열 분석 연구가 진행되었다(Bennett과 Lamoreux, 2003).

포유류의 모색은 피부나 털에 멜라닌 색소의 존재 여부에 따라 여러 가지

양상을 나타낸다. 모색을 결정하는 두 가지 색소인 eumelanin (black/brown)과

pheomelanin (yellow/ red)의 생합성에 대한 효소활성과 이들 색소가 침착되는

색소세포(melanocyte)의 분포에 따라 결정된다. 색소세포의 분포는 배 발생단계

(embryogenesis)에서 색소세포(melanocyte)의 이주에 따라 결정된다. Melanin이

합성되기 위해서는 melanin 생합성을 조절하는 신호전달자와 수용체(MC1R,

ASIP , MITF 등)의 작용, melanin의 생합성(TYP, TYRP1, DCT), 생성된

melanine의 저장체인 melanosome의 생성(SILV, AP3 등)과 이동(MYO5A,

RAB27A 등) 등 여러 단계를 거처 모색으로 표현된다(Mackenzie 등, 1997;

Sulaimon과 Kitchell, 2003; Thiruvenkadan 등, 2008).

Melanin 색소를 생합성하는 melanocyte는 배발생 단계 중 낭배 형성 시에

neural crest (신경릉, 神經稜)에서 형성된 melanoblast로부터 분화된다(Thomas와

Erickson, 2008). Neural crest cell은 조직이 형성될 위치로 이동하여 말초신경

세포, 내분비세포, 골격, 연골, 결합조직과 melanocyte 등 다양한 조직 및 세포로

분화된다(Anderson, 2000). Neural crest에서 형성된 melanoblast는 복면(腹面)을

향해 배측면(背側面)을 따라 이동한다. 포유류에서는 대다수의 melanoblast가

표피층으로 침투해 들어가며, 표피층에서 증식하여 전체 피부에 분포된다(Steel 등,

1992; Wilkie 등, 2002). 이런 melanoblast의 분화와 이동에는 PAX3, SOX10,
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MITF, Endothelin 3, EDNRB, KIT 등의 유전자들이 관여한다(Jennifer와 David, 2007).

Melanin 색소는 melanoncyte 내에 존재하는 작은 소포체인 melanosome에서

합성된다. Melanosome에는 갈색과 흑색 색소를 합성하는 eumelanosome과 적색과

황색을 합성하는 phaeomelanosome 2종류가 있다. 색소를 함유하고 있는

melanosome은 세포 중앙에서 microtubules의 도움으로 세포 외곽으로 이동하여

exocytosis를 통해 멜라닌 색소를 방출한다. eumelanin과 phaeomelanin 두 색소는

tyrosine으로부터 합성이 시작된다. Tyrosine은 tyrosinase에 의해 3,4-dihydroxy-

phenylalanine (DOPA)으로 변환된 후 다시 dopaquinone으로 변환된다.

Eumelanin 합성을 위해서는 dopaquinone이 dopachrome으로 전환된 후 2가지

경로로 진행될 수 있으며 이 두 경로에서 TYRP1에 의해 quinones 복합체를 형성

하여 eumelanin이 합성된다. phaeomelanin 합성을 위해서는 dopaquinone이

2-S-cysteinyldopa와 5-S-cysteinyldopa로 전환되며 이들은 다른 중간 단계를

거처 phaeomelanin을 합성한다(Jackson, 1994; Thiruvenkadan 등, 2008).
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말의 모색명칭은 모색 및 형태 또는 혼합 형태에 따라 기본모색, 희석모색

그리고 백반모색으로 나뉜다(Table 1). 기본모색(basic coat color)은 흑색(Black),

적갈색(Bay), 적색(Chestnut) 그리고 회색(Gray)으로 분류되며, Extension (E),

Agouti (A) 및 Gray (G) 유전자의 상호작용에 의해 발현된다. 희석모색은

Cream (C), Dun (D), Champagne (CH)과 Silver (Z)로 분류되며, 백색 패턴과

관련된 유전자는 White (W), Roan (RN), Tobiano (TO), Overo (O), Leopard

Spotting (LP)으로 분류된다(Bowling, 2000).

말의 모색과 관련된 유전자 중 Extension (E)과 Agouti (A) 좌위에 대한 연구가

활발히 진행되었다. Melanocortin-1-receptor (MC1R)와 agouti signaling

protein (ASIP)은 Extension (E)과 Agouti (A) 좌위에 암호화되어 있다.

Melanocortin-1-receptor (MC1R)는 말에서 chestnut 모색에 대해 major

candidate gene으로 single missense mutation (83Ser → Phe)이 연관되어 있다

(Marklund 등, 1996). Extention 좌위의 E+와 Ee, 두 개의 대립인자는 MC1R의

유전적 변이 중 g.901C>T 염기치환에 의해 결정되며, 적색(Chestnut) 또는 흑색

(Black)/적갈색(Bay) 모색을 결정하는 주요 유전자로 알려져 있다. 우성 대립인자인

E+는 eumelanin 합성과 침착을 통해 흑색 또는 갈색을 발현한다. 반면, 열성

대립인자인 Ee는 eumelanin 생합성이 결핍되고 phaeomelanin만을 생합성하여 적색

또는 황색 계열 모색을 발현한다(Marklund 등, 1996; Rieder 등, 2001). 반면,

A 좌위는 ASIP exon 2에서 11-bp 절편의 삽입/결실 돌연변이(insertion/deletion

mutation)에 의해 결정되며, MC1R과 상호 길항작용을 통해 흑모색의 발현을 2차

적으로 조절하게 된다(Rieder 등, 2001).

Gray (G) 유전자에 의해 나타나는 말의 표현형은 생시에는 유색으로 나타나나

점진적으로 모발이 탈색되기 시작하여 6～8세에는 백모색으로 변하게 된다.

Gray (G) 유전자에 의한 백모색은 White (W) 유전자에 의한 백모색과는 다른 유전

양상을 갖는다(Haase 등, 2007; Pielberg 등, 2008; Pulos과 Hutt, 1969). 회색마의

표현형은 우성 G와 열성 g 대립인자의 유전자형에 따라 발현이 결정된다. 개체에
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따라 백모색, 회색, 회색 반점 등 다양한 형태로 발현되며 Gray (G) 유전자 외에

다른 유전자가 관여하는 것으로 추정하고 있다(Pielberg 등, 2005; Pielberg 등,

2008). 회색마의 표현형은 STX17 (syntaxin17) 유전자의 intron 6번에 4.6-kb

duplication에 의한 것으로 보고되었으며, STX17의 mutation에 의해 melanosome

생산이나 운반이 변하게 되어 착색에 영향을 주는 것으로 추정하였다(Pielberg 등, 2008).

말에서 백색을 기본으로 하는 모색에는 백색 털이 혼재된 모색인 Gray, Roan,

White과 말의 몸통에 백반이 있는 형태로 구분된다. 백반 형태는 말의 몸통에

불규칙적이고 비대칭적인 백반이 나타나는 Tobiano와 Overo가 있으며, 반점이

대칭 형태로 나타나는 Leopard 또는 Appaloosa로 구분된다. Tobiano의 일반적인

형태는 네 다리의 구절(球節) 아랫부분이 백색이고 보통 귀부터 꼬리 사이의

등선을 가로지르는 백반을 갖는다(Thiruvenkadan 등, 2008). Overo는 frame

Overo, Sabino, Splashed white 3가지로 분류되며, Overo 모색의 백반 특징은

톱니 모양의 백반이 복부에서 시작되며, 다리의 백색은 사지백, 삼지백 등 다양

하게 나타난다(Metallinos 등, 1998).

Tobiano와 Overo 같은 백반 모색의 원인을 찾기 위한 분자유전학적 연구들이

수행되었다. Tobiano 모색의 원인에 대해 albumin-b (ALB-B)와 vitamin D

binding factor-S (Fc-S)와의 연관성(Bowling, 1987)과 KIT 유전자 intron 13번 내

염기치환에 대한 연관성이 보고되었다(Brooks 등, 2002). 최근에 Tobiano 형태를

갖는 말에서 3번 염색체의 inversion을 확인하였으며(Brooks 등, 2007),

ECA3-inversion 분석을 통해 German horse breeds에서 Tobiano와 연관이 있는

것을 확인하였다(Haase 등, 2008). Metallinos 등(1998)은 endothelin-B receptor

(EDNRB) 유전자의 missense mutation이 frame Overo의 Lethal White Foal

Syndrome과 연관이 있는 것으로 보고하였으며, Brooks와 Bailey (2005)는 KIT

유전자의 exon skipping이 말에서 Sabino 모색의 원인으로 보고하였다.
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Table 1. Coat color genes and symbols of horses

color Locus (symbol) Alleles (symbol)

Gray Gray (G)
gray (G)

not gray (g)

Chestnut Extension (E)
eumelanin (E)

phaeomelanin (e)

Bay/black Agouti (A)
bay (A)

black (a)

Palomino/buckskin/

cremello/perlino
Cream (C)

color dilution (Ccr)

full color (C)

Dun Dun (D)
color dilution (D)

full color (d)

Champagne Champagne (CH)
color dilution (CH)

full color (ch)

Silver Silver (Z)
color dilution (Z)

full color (z)

White White (W)
white (W)

full color (w)

Roan Roan (RN)
roan (RN)

not roan (rn)

Tobiano Tobiano (TO)
tobiano (TO)

not tobiano (to)

Overo Overo (O)
overo (O)

not overo (o)

Leopard spotting
Leopard

Spotting (LP)

leopard spootting (LP)

not leopard spootting (lp)
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제주마의 모색 명칭은 구전으로 전해 오다가 Lee (1971)에 의해 1960년대 제주마

모색의 전통 분류 명칭과 모색 빈도를 보고하였다. Lee (1971)는 제주마 모색을

12개로 대분류하였으며, 40여 종으로 세분류하였다. 12개 대분류 모색은 가라,

유마, 총마, 적다, 월라, 고라, 공골말, 백마, 부루, 자흘, 거흘, 범마로 분류하였다.

가라 모색은 전신 흑모색으로 유전학적으로는 Black에 해당되고, 유마는 몸통은

갈색이고 다리, 꼬리, 갈기가 흑색으로 Bay에 해당되는 것으로 보고하였다. 적다는

전신이 적색인 Chestnut, 총마는 회색으로 Gray에 해당되며, 월라는 원모색에 백색

횡반이 나타나는 것으로 보고하였다(Figure 1). Lee (1971)는 제주마에서 나타나는

백반 모색은 백색 횡반이 있는 것으로 서양의 Piebald～Skewbald와 일치한다고

하였으며, 기본 모색인 가라, 유마, 적다 모색에 백반이 있는 경우 가라월라, 유마월라,

적다월라로 구분하였다. Figure 2에는 제주마의 다양한 월라 모색을 나타내었다. A와

B는 적다월라로 확인되나 A는 유색과 백반의 경계면이 Overo 모색의 특징처럼 톱니

모양으로 형성되었으나 B는 전형적인 Tobiano 형태를 보였다. C는 월라 모색과 총마

모색이 동시에 발현된 형태로 추정되며, D는 월라 백반이 몸통 일부에서만 발현되는

형태를 보여 제주마 월라 모색의 형태가 다양한 것으로 나타났다.

김 등(2011)은 제주마의 기본 모색인 가라, 유마, 적다의 모색 표현형이 MC1R과

ASIP 유전자형 조합에 따른 발현 양상을 보고하였다. 제주마의 가라모색은 MC1R과

ASIP 유전자형 조합이 E+E+AaAa와 E+EeAaAa 형태로 나타나고, 유마는 E+E+AAAA,

E+EeAAAA, E+E+AAAa, E+EeAAAa 형태로 나타나는 것으로 보고하였다. 또한 적다는

EeEeAAAA, EeEeAAAa, EeEeAaAa 형태로 ASIP 유전자형에 상관없이 MC1R 유전자

형이 Ee 동형접합체에서 나타나는 것으로 보고하였다.

제주마에서 회색과 관련된 모색은 총마에 해당되며 유색이 기본 모색이나

백모발이 혼재되어 있다. 총마 모색은 점차 모색이 퇴색되어 최종적으로 백화

(whitening) 된다. 제주마의 모색 전통 분류에서 총마는 청총, 먹총, 보통총, 누룩총,

백총, 개파리총으로 세분류한 바 있다(Lee, 1971). Han 등(2009)은 제주마 총마의

유전특성 확인을 위해 STX17 유전자의 다형성을 보고하였다. 제주마에서 총마를
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발현하는 개체는 STX17 유전자의 G 유전인자를 갖는 것으로 확인하였으며,

가계분석 결과 제주마 총마 모색은 멘델유전 양상을 보이는 것으로 보고하였다.
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A B

C D

E F

Figure 1. Various coat colors in Jeju horses. A (Black), B (Bay), C (Chestnut),

D (Tobiano), E (Gray), F (Dun)
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A B

C D

Figure 2. Phenotypes of Wolla (white patch) coat color in Jeju horses.

Various patterns in shape and proportion of white patch on the trunk.
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Human Genome Project (HGP)의 완성은 유전체 연구에 대한 상당한 진보를

가져왔다. HGP 과정에 의해 다양한 분석 방법론과 분석 기술이 개발돼 왔다.

HGP 완료에 의한 결과물인 SNP (Single Nucleotide Polymorphism) arrays를

이용한 GWAS 분석으로 인간 질환의 원인이 밝혀지기 시작하였다. GWAS 분석

이전에는 genome wide 수준에서 중요한 경제형질의 유전 변이를 검출하기 위해

QTL mapping 방법이 이용되었다. 현재까지 수 천 개의 QTL이 보고돼 왔으나

map resolution이 낮은 microsatellite를 이용함에 따라 형질의 주요 유전자를

검출하기 어려웠다. GWAS는 전통적인 QTL mapping 방법과 비교시 가장 효율

적으로 원인 변이를 검출할 수 있으며, 원인 변이의 유전체 범위를 가장 좁게 줄일 수

있는 장점이 있다(Hirschhorn과 Daly, 2005). 또한 GWAS는 complex traits의

주요 유전자를 찾는 유효한 기술이며, complex traits의 유전 기작을 연구하는

새로운 방법이다. GWAS 분석 방법은 SNPs가 중요한 형질의 원인 돌연변이와

linkage disequilibrium (LD) 관계에 있는 경우 유의적 연관관계를 찾아 유전체내

원인 돌연변이의 위치를 확인하는 방법이다.

가축에서 GWAS 분석 방법을 통해 종의 진화, 가축화, 품종 형성 및 집단

유전학 분야에 새로운 연구 결과를 제시할 수 있으며, complex traits의 유전적

메커니즘을 분석할 수 있다. 또한 가축의 생산성 관련 유전형질을 개량하기 위한

선발 방법에도 이용할 수 있다. 소, 돼지, 닭, 말 등 가축에서 SNP chip이 개발되어

GWAS 분석을 통해 양적형질의 유전적 특성에 대한 연구가 진행되었다.

소에서는 경제적으로 중요한 형질인 유량, 유질, 수정률, 성장, 육질, 도체형질

등이 보고되었다(Bolormaa 등, 2010; Hayes 등, 2009; Jiang 등, 2010; Mai 등,

2010). 유량과 관련된 유의성 있는 734개 SNP는 소의 염색체 8, 9, 10, 11, 13,

25, 29번에서 확인됐고, DGAT1 유전자는 유의성 있는 SNP 인접 지역에 위치

하고 있었다. 지방산 조성, 유단백, 유지율 같은 유질과 관련된 형질에 대한

GWAS 분석 결과 ABCG2, PPAGC1A, ACSS2, DGAT1, ACLY와 같은 유전자들이

확인되었다. 또한 수정률 같은 번식형질에 대한 GWAS 분석 결과 collagen
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type 1 alpa 2와 integrin beta 5 유전자가 보고되었다. 또한 소의 도체형질

에서 근내 지방도와 관련된 SNP는 87개가 보고됐으며, 배최장근과 관련된

SNP 127개가 보고되었다.

돼지에서는 번식, 체형, 도체형질 및 모색에 대해 보고되었다(Duijvesteijn 등,

2010; Fan 등, 2011; Grindflek 등, 2011a; Grindflek 등, 2011b; Ponsuksili 등,

2011; Ramos 등, 2011; Ren 등, 2010; Sironen 등, 2010). GWAS 분석을 통해

돼지의 도체형질 중 후보 유전자로 이전에 알려진 MC4R (등지방)과 IGF2

(배최장근 단면적) 외에 새로이 등지방과 관련된 CHCHD3와 배최장근 단면적과

관련된 BMP2 유전자가 보고되었다.

닭에서는 비육, 체중, 성장률, 난생산 및 난질에 관한 보고가 있었으며(Abasht

등, 2007; Gu 등, 2011; Liu 등, 2011; Xie 등, 2012), 양에서는 뿔의 형태와 구루

병에 대한 보고가 있었다(Johnston 등, 2011; Zhao 등, 2011).

말에서는 경주능력, 왜소증, 질병, 승용능력 및 체형에 대한 GWAS 연구 결과가

보고되었다(Brooks 등, 2010; Dupuis 등, 2011; Hill 등, 2010a; Hill 등, 2010b;

Meira 등, 2014; Orr 등, 2010; Signer-Hasler 등, 2012; Tetens 등, 2013). 말에서

경주 거리와 관련된 것으로 보고된 18번 염색체 상의 MSTN 유전자로부터 690 kb

떨어진 지역에서 가장 유의성 있는 SNP가 보고되었으며, 말의 질병과 관련된

Dwarfism, Lavender Foal Syndrome과 Recurrent Laryngeal Neuropathy에 대한

보고가 있었다.

가축에서 이런 중요한 경제형질에 대한 연구가 진행되어 질적 형질 및 양적

형질의 원인 유전자 탐색이 가능하게 되었고 주요 형질의 개량을 위한 효과적인

방법을 제시하였다.
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Ⅲ. 재료 및 방법

1) 제주마, 더러브렛, 교잡종(제주마×더러브렛)

말 종류별 모색 특성 및 모색관련 유전자형의 집단 특성 분석을 위해 제주마와

농가에서 사육되고 있는 교잡마 및 더러브렛을 이용하였다. 제주마는 제주특별자치도

축산진흥원에서 등록 관리되고 있는 등록제주마 1,465두에 대한 DNA 시료를

분양받아 분석에 이용하였으며, 교잡마 228두와 더러브렛 119두는 한국마사회에서

전혈 형태로 확보하여 분석에 이용하였다.

2) 백반(얼루기, 월라) 모색 분석

제주마의 월라 모색 특성을 분석하기 위해 제주마 1,465두 중 모색 표현형이

월라로 확인된 142두와 비월라 모색 234두를 분석에 이용하였다. 또한 월라 모색의

유전 양상 및 GWAS 분석을 위해 농촌진흥청 국립축산과학원 난지축산연구소에서

사육 중인 crossbred horses (Jeju horse × Thoroughbred) 승용마 165두를 분석에

이용하였다. 또한 Candidate gene association 분석을 위해 165두 외에 35두를

추가로 분석하였다.
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1) Genomic DNA 분리

전혈에서 Genomic DNA 분리를 위해 G-DEXTM IIb Genomic DNA

extraction kit (iNtRON BIOTECHNOLOGY, Korea)을 이용하였다. 경정맥에서

채혈한 전혈 5 ㎖을 RBC Lysis buffer 15 ㎖과 혼합하여 적혈구를 용해하여

2,000g에서 5분간 원심분리 후 상층액을 제거하였다. 다시 RBC Lysis buffer

5 ㎖을 이용하여 적혈구 용혈을 2회 반복하여 백혈구를 회수하였다. 회수된

백혈구에 Cell lysis buffer 5 ㎖를 넣어 혼합 후 Protein Precipitation (PPT)

buffer 1.6 ㎖를 넣어 20초간 교반 후 2,000g에서 5분간 원심분리하여 단백질을

침전시켰다. 단백질이 침전된 상층부를 isopropanol 5 ㎖가 들어있는 15 ㎖

tube에 넣어 반전시킨 후 2,000g에서 5분간 원심분리한 후 상층액을 제거하였다.

DNA가 침전된 tube에 70% EtOH 5 ㎖를 넣어 반전한 후 다시 2,000g에서 5분간

원심분리하였다. 원심분리 후 상층액을 제거하여 실온에서 10～15분간 건조하

였다. 건조된 DNA에 DNA Rehydration buffer 1 ㎖를 첨가하여 DNA를 용해

하였다. 용해된 DNA는 NanoDrop ND-1000 spectrophotometer (NanoDrop

Technologies, USA)로 흡광도를 측정하여 A260/A280 1.8 이상인 DNA 시료를

100 ng/㎕로 희석하여 PCR 증폭을 위한 주형으로 이용하였다.

2) 중합효소연쇄반응

모색관련 유전자의 유전자형 결정을 위해 분리한 DNA를 주형으로 중합효소

연쇄반응(polymerase chain reaction, PCR)을 통해 유전자의 절편을 증폭하였다.

PCR 반응은 1× reaction buffer, 20 mM dNTP, 각각의 유전자별 10 또는 7.5

pmol primer, 0.5 또는 0.75 units HS Prime Taq DNA Polymerase

(GENETBIO, Korea), 25～50 ng genomic DNA를 혼합하였다. 유전자의 신장은

DNA Engine Tetrad 2 (Bio-Rad, USA)를 이용하여 94 ℃ 5분 초기 변성 후,
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94 ℃ 30초간 변성, 각 primer 별 적정 결합 온도에서 30 또는 40초, 72 ℃ 30 또는

45초 신장 반응으로 구성된 연쇄반응을 31～41회 반복한 후 최종 5분간 신장하였다

(Table 2).

1) Pyrosequencer를 이용한 모색 유전자형 결정

제주마 집단의 모색 특성을 확인하기 위해 기본모색(가라, 유마, 적다), 백반

(월라) 및 회색(총마) 모색과 관련된 MC1R, ASIP , ECA3-inversion과 STX17

유전자의 유전자형을 결정하였다. 말에서 알려진 Extention (E) 좌위와 Agouti

(A) 좌위는 기존에 보고된 MC1R g.901C>T 염기치환과 ASIP exon 2의 11-bp

절편의 삽입/결실 돌연변이(insertion/deletion mutation)의 유전자형 결정 위해

Pyrosequencing 방법을 이용하였다(Rieder 등, 2001; 김 등, 2011). 제주마에서

백반(월라) 모색이 Tobiano, Overo, Sabino 형태 중 어떤 형태에 속하는지를 확인

하기 위해 Overo와 관련 있는 EDNRB 유전자 exon 1의 2bp 염기치환

(TC/AG)과 Sabino와 관련 있는 KIT intron 16의 1037bp 위치의 T/A 염기변이

(Brooks와 Bailey, 2005; Metallinos 등, 1998)의 유전자형을 결정하였다. 또한

GPRIN3의 6개 SNPs, BIEC2-819509 SNP, 그리고 TIGD2의 1개 SNP에 대해

Pyrosequencing 방법을 이용하여 유전자형을 결정하였다.

Streptavidin Sepharose HP beads 3 ㎕와 2 × PyroMark binding buffer

(Qiagen, Germany) 37 ㎕를 round bottom plate에 분주 후 biotin이 결합된 PCR

product 20 ㎕와 증류수 20 ㎕를 각각 분주하여 총 80 ㎕로 혼합하였다. 혼합물이

있는 plate를 1,400rpm으로 5분간 shaking 하여 PCR product를 bead에 부착하였다.

부착된 PCR product는 vacuum을 이용하여 filter probes에 흡착하고, 변성, 세척하여

준비하였다. filter probes에 흡착되어 있는 bead가 결합된 주형 DNA를 pyrosequencing 용

primer (10 pmol/㎕) 1.2 ㎕와 annealing buffer (Qiagen, Germany) 40 ㎕가 혼합된
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plat에 떨군 후 80℃로 2분간 가열하여 sequencing 용 primer를 주형 DNA에

annealing 하여 실온에서 냉각하였다. 준비된 반응물은 PyroMark Gold Reagents

(Qiagen, Germany)를 이용하여 PyroMark Q96 ID (Qiagen, Germany)

pyrosequencer로 유전자형을 분석하였다.

2) 자동전기영동 장치를 이용한 유전자형 결정

ECA3-inversion과 STX17 유전자형 분석을 위해 Table 2의 각 프라이머를

이용하여 PCR 증폭하였다. 각각의 PCR 증폭 산물은 QIAxcel Advanced

(Qiagen, Germany) 자동전기영동 장치로 유전자형을 결정하였다.

QIAxcel Advanced 자동전기영동 장치의 buffer tray WP 위치에 wash buffer

8 ㎖와 mineral oil 2 ㎖을 넣고, BUF 위치에 separation buffer 18 ㎖와 mineral oil

4 ㎖을 넣었다. MARKER1 위치에 있는 0.2 ㎖ tube 각각에 QX Alignment

Marker (Qiagen, Germany) 15 ㎕와 mineral oil 1 방울을 넣었다. PCR 증폭 산물은

0.2 ㎖ plate에 15 ㎕를 분주하였으며, QX DNA Size Marker FX174/HaeIII

(Qiagen, Germany) 2 ㎕와 DNA dilution buffer 18 ㎕를 혼합하여 1 방울의

mineral oil을 분주하였다. PCR 증폭 산물과 size marker를 QIAxcel Advanced

(Qiagen, Germany) 자동전기영동 장치에 장착하여 QIAxcel DNA High Resolution

Kit (Qiagen, Germany)에 각 PCR 증폭 산물을 분주하여 전기영동을 수행하였다.

GWAS 분석 결과 말의 Tobiano 모색과 연관이 있을 것으로 추정되는 후보 유전자

GPRIN3 (G protein-regulated inducer of neurite outgrowth 3)와 TIGD2

(Tigger trandposable element derived 2)의 염기서열을 결정하였다. 분석에 이용된

DNA 샘플은 Tobiano 개체 5두, solid(단색) 개체 5두 그리고 Tobiano 개체 5두와

solid 개체 5두를 혼합하여 이용하였으며, GPRIN3와 TIGD2 유전자의 증폭
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산물을 2～3K 단위로 주형을 복제한 후 내부에 primer를 제작하여 Direct

sequencing에 이용하였다. 염기서열 분석은 BigDye Terminator v3.1 Cycle

Sequencing Kits (Applied Biosystems, USA) 반응 후 ABI 3730XL DNA

Analyzer (Applied Biosystems, USA)를 이용하여 확인하였다. 염기서열 결정된

DNA 서열들은 GenBank Database 상에서 기존에 보고된 서열들과의 유사도 및

염기 변이를 조사하였다.
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Table 2. Primer sequences used in this study

Target Primer Sequence (5'→3')
PCR annealing

Tem (℃)
PCR cycles

MC1R
g.901C>T

Forward

Reverse
1Sequencing

CTGCACTCACCCATGTACTACTTC

CCTCCAGCAGCAGCAAGAT†

CTGCTGCCTGGCCGT

55 35

ASIP ex2
11-bp deletion

Forward

Reverse
1Sequencing

GGGGGAAAAGACCAGAAACA

CATGTAGGCCTGAAAAATCCTT†

AAATCCAAAAAGATCAGC

58 35

ECA3-inversion

ECA3F

ECA3toR

ECA3xR

TGATAGATCAGTGTAGACGTAGTGTGACAGAGAC

TCACCACAGAGTATCCAATTATGTCTTTCACATAATGC

AACAGCTACTCCCACTCTAGCATAGGTTC

68 31

STX17 intron 6
4.6-kb duplication

eqSTX17F

eqSTX17R

eqSTX17gF

GAGCCTGTTTCTGCTTATGCTTCTCTTAGGT

GAAGCAGAAAGCATCCTTGCAGTAATTGTT

ACCAAAGGTTGTGCCCTTAATCCTATCATA

F+R 56

gF+R 58
41

EDNRB
missense

mutation

Forward

Reverse
1Sequencing

AGTAGTGTCCTGCCTAGTGTTCG†

GATATTAGGGCCGTTCCGC

TCAGCAGTGTGGAGTTT

56 35

KIT intron 16
SNP

Forward

Reverse
1Sequencing

TTAAATGGCTTTCTTTTCTCCC†

GGATATTTCTGGCTGCCAAGTC

CTATGAATACACTATTAGGA

56 35

GPRIN3
c.1114G>A

Forward

Reverse
1Sequencing

ACACGTTGGAGCTATCTG

GGGCTCACTGATTGACTT†

GAGCTATCTGACAACACC

55 35

†5'-end biotinylated.
1 Genotyping primers for pyrosequencing.



- 21 -

Table 2. (Continued)

Target Primer Sequence (5'→3')
PCR annealing

Tem (℃)
PCR cycles

GPRIN3 c.1226C>T
Forward

Reverse
1Sequencing

TTCCAAGGAGAAAGTCAA†

AGGGTGGATGAGGTTTTA

TTTAAGGACCTCAGCC

55 35

GPRIN3 c.1388C>T
Forward

Reverse
1Sequencing

AAGAGCCCACCTCTAAAC†

GTCCCCACTGAGAGAAAT

CCACTGAGAGAAATCTGG

55 35

GPRIN3 c.1476G>A
Forward

Reverse
1Sequencing

ACCAAGTCGTCCGAGTTT†

TTTCTCTCGCATCTCCTT

TGTGGTCATTTGTGGTT

55 35

GPRIN3 c.1790G>A
Forward

Reverse
1Sequencing

ATCCCCAGTTAGAAGGAA

GGTTGTCTTGGTCTGTCT†

GGGCGCCGTGGAAGAA

55 35

GPRIN3 c.*331A>G
Forward

Reverse
1Sequencing

GGCTTGTAAAACTATCATAAT

GTGTTTTTGCTAATAGTGTTAT†

CATTTTGTATTACTGCCTC

55 35

BIEC2-819509

Forward

Reverse
1Sequencing

TTAAATCGCAAAATTGGT†

ATTAGCTAAGAGGATTGTAAAT

GGGTCAAGCAAAGGC

55 35

TIGD2 c.*152G>A

Forward

Reverse
1Sequencing

GCCAAATACATTTTATAAATGAT

TCAATGCTCATTTACTAGAGTT†

TTTTGGATTACTGGAATTA

51 35

†5'-end biotinylated.
1 Genotyping primers for pyrosequencing.
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말의 토비아노(Tobiano) 모색 유전 양상에 대한 GWAS 분석을 위해

EquineSNP50 BeadChip (Illumina, USA)을 이용하여 6만 5천 개의 SNP를 분석

하였다. Figure 3은 SNP chip 분석을 위한 모식도를 나타내었다. MSA2 plate

(Illumina, USA)에 MA1 (multi-sample amplification 1 mix) 20 ㎕를 분주하고 4 ㎕

DNA (50 ng/㎕) sample을 분주 후 0.1N NaOH 4㎕를 넣어 DNA를 변성시켰다.

MSA2 plate를 96-well cap mat로 밀봉하여 1,600 rpm에서 1분간 vortexing 후

280g에서 1분간 원심분리하였다. MSA2 plate를 실온 (22 ℃)에서 10분간 배양 후

68 ㎕의 MA2 (multi-sample amplification 2 mix) 용액을 넣어 중화시켰다. 샘플이

들어있는 MSA2 plate에 75 ㎕의 MSM (multi-sample amplification master mix)

용액을 분주하고 96-well cap mat로 밀봉하여 10회 뒤집어 혼합한 후 280g에서

1분간 원심분리하였다. MSA2 plate를 Illumina Hybridization Oven (Illumina,

USA)에서 20～24 시간 동안 37 ℃로 배양하여 DNA 샘플을 증폭하였다. 배양이

완료된 MSA2 plate를 50g에서 1분간 원심분리 후 cap mat를 제거하여 50 ㎕의

FMS (fragmentation solution)를 분주하여 DNA를 절단하였다. MSA2 plate를

96-well cap mat로 밀봉하여 1,600 rpm에서 1분간 vortexing 후 22 ℃에서 50g로

1분간 원심분리하였다. 밀봉된 MSA2 plate를 37 ℃ heat block에서 1시간 동안

정치하였다. MSA2 plate를 22 ℃에서 50g로 1분간 원심분리하여 cap mat를 제거 후

100 ㎕의 PM1 (precipitation solution)을 분주하였다. 96-well cap mat로 MSA2

plate를 밀봉하여 1,600 rpm에서 1분간 vortexing 후 37 ℃에서 5분간 배양하였다.

MSA2 plate를 22 ℃에서 50g로 1분간 원심분리하여 300 ㎕의 100% 2-propanol을

분주 후 10회 반전하였다. propanol이 분주된 MSA2 plate를 4 ℃에서 30분간 배양

하여 4 ℃ 3,000g로 20분간 원심분리 후 상층액을 제거하였다. pellet을 건조하기

위해 MSA2 plate를 뒤집어 실온(22 ℃)에서 1시간 동안 건조하였다. 42 ㎕의

RA1 (resuspension, hybridization, wash solution)을 DNA pellet이 있는 MSA2

plate에 분주하여 foil sealing 후 Illumina Hybridization Oven (Illumina, USA)에서

1 시간 동안 48 ℃로 배양하여 DNA pellet을 재용해하였다. MSA2 plate를 1,800
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rpm에서 1분간 vortexing 후 280g로 spin down 하였다. BeadChip Hyb

Chamber (Illumina, USA)에 Hyb Chamber Gasket을 장착 후 200 ㎕의 PB2

(humidifying buffer) 용액을 Hyb Chamber에 분주하였다. PB2 용액이 분주된

Hyb Chamber를 DNA 샘플이 BeadChip (Illumina, USA)에 분주되기 전까지

실온에 정치하였다. DNA 샘플을 변성하기 위해 MSA2 plate를 95 ℃ heat block

에서 20분간 정치하였다. 280g로 MSA2 plate를 spin down 후 밀봉 foil을 제거하

였다. BeadChip을 Hyb Chamber insert에 삽입 후 12 ㎕의 DNA 샘플을

BeadChip 샘플 분주 위치에 분주하였다. Hyb Chamber insert를 Hyb Chamber에

장착 후 Hyb Chamber 뚜껑을 닫아 결합시켰다. Hyb Chamber를 48 ℃로 설정된

Illumina Hybridization Oven에 넣어 회전을 시키면서 16～24시간 동안 배양하였다.

200 ㎖ WB1 (wash solution) 용액이 들어 있는 wash rack에 wire handle을

장착하였다. Hyb Chamber에 들어있는 Hyb Chamber insert를 탈착 후 BeadChip을

제거하였다. BeadChip에 부착되어 있는 커버를 제거 후 wash rack에 장착하여 1분간

세척하였다. wash rack을 PB1 (wash buffer after hybridization) 용액이 들어있는

wash dish에 넣어 1분간 세척하였다. 세척이 완료된 BeadChip을 Flow-

Through Chamber에 장착 후 44 ℃로 설정된 Chamber Rack에 삽입하였다. 150 ㎕의

RA1 용액을 Flow-Through Chamber에 분주하여 30분간 배양 과정을 6회 반복

하였다. 각 BeadChip 염색용 XC1과 XC2 용액 450 ㎕를 분주하여 10분간 배양 후

200 ㎕의 TEM (two-color extension master mix) 용액을 분주하여 15분간 배양

하였다. 450 ㎕의 95% formamide/1 mM EDTA를 분주하여 1분간 배양하는 과정을

2회 반복하였다. Chamber Rack을 37 ℃로 설정 후 LTM (labeling two-color

master mix), XC3 (BeadChip 염색 용액), ATM (anti-stain two-color master mix)

용액을 각각 분주하여 배양하였다. 염색된 BeadChip을 PB1과 XC4 용액으로

세척 후 진공 상태에서 50～55분간 건조하였다. 준비된 BeadChip은 Illumina

BeadArray Reader로 스캔하여 이미지화하였다. 스캔된 이미지는 Bead Studio

v.3.0 (Illumina, USA)를 통해 각 SNP 별 대립유전자를 결정하였다.
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Denaturing and Neutralizing DNA Incubating DNA to Amplify

Fragmenting DNA Precipitationg DNA

Resuspending DNA Hybridizing DNA to BeadChip

Washing BeadChip Extending and staining BeadChip

Imaging BeadChip

Figure 3. Flow chart of SNP genotyping using the EquineSNP50 BeadChip.
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분석된 SNP chip data를 토비아노(Tobiano) 형질과 유전체 연관 분석을 위해

Plink v1.07 (http://pngu.mgh.harvard.edu/purcell/plink/) (Purcell 등, 2007)을 이용

하여 분석하였다. Plink 분석을 위해 minor allele frequence (MAF)는 0.1,

genotype error는 0.1, low genotyping은 0.05, Hardy-Weinberg Equilibrium

(p<0.001)인 조건으로 filtering을 하였다. Plink filtering 결과 약 6만 5천 개의

SNPs 중 약 4만 5천 개의 유효한 SNP를 확인하여 분석에 이용하였다. Plink

연관분석을 위해 가계 자료와 Map file을 구성하였다. 가계 자료에는 가계명,

개체명, 부모명, 성별, 표현형과 각 SNPs의 유전자형 정보를 입력하였다. Map

file에는 염색체 번호, SNP 명칭, 유전적 거리, 물리적 염기서열 위치를 구성하여

입력하였다. 말의 백반과 SNP 마커 간의 연관분석은 single marker regression

linear model을 이용하였다. 통계적 모형은 아래와 같다.

 

y는 표현형 벡터, X는 표현형 고정효과 행렬, b는 고정효과 벡터, Z는 SNP 마커

효과 행렬, u는 마커의 효과, e는 
의 분포로 가정하였다. 모형에서 마커의

효과는 고정효과로 처리하였다. 모형에서 p-value를 산출하였으며 ,

– log(p-value)를 계산하여 Manhattan plot, Q-Q plot과 regional plot을 작성하였다.

제주마의 기본모색과 월라 및 총마 모색과 관련 있는 MC1R, ASIP ,

ECA3-inversion, STX17 유전자를 분석하였으며 각 유전자의 유전인자와 유전자형

빈도 그리고 Hardy-Weinberg Equilibrium은 Cervus (version 3.0.3)

(www.fieldgenetics.com)을 이용하여 분석하였다.

세대 경과에 따른 유전인자의 빈도 변화 검정을 위해 R 통계 패키지(version 3.0.3)
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(R Core Team, 2014)를 이용하여 선형 회귀 분석하였다. 선형회귀 모형은 아래와

같다.

  

독립변수 는 각 세대(0, 1, 1.5, 2, 2.5), 종속변수 는 각각 E+, AA, To와 G

유전인자의 빈도를 이용하였다. 모델의 계수는 t 검정을 이용하였고, 모형 검정은

F-ststistics를 이용하여 유의성을 나타내었다.

GPRIN3 유전자의 5개 SNPs, TIGD2 유전자의 1개 SNP와 GWAS 분석 결과

유의성이 가장 높은 48853535bp (BIEC2-819509) SNP에 대한 Haplotype 추정과

형질과의 연관관계는 SNPAnalyzer 1.2A (http://snp.istech.info/istech/board/1.2A/)와

SNPAnalyzer 2.0 (Yoo 등, 2008)을 이용하여 분석하였다. Haplotype 추정은

EM-based 알고리즘을 이용하였고, SNP에 대한 형질 간 연관관계는 single

locus regression model을 이용하여 LOD score를 산출하였다. Haplotype의

연관관계 분석은 goodness of fit 검정과 likelihood ratio 검정을 통해 p value를

산출하였다.
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Ⅳ. 결과 및 고찰

제주마, 교잡마, 더러브렛에서 확보한 샘플을 대상으로 모색과 관련된 MC1R,

ASIP , ECA3-inversion 및 STX17 유전인자 빈도와 유전자형 빈도를 분석하

였다. MC1R과 ASIP는 말의 기본모색인 흑색, 적색, 적갈색 발현을 결정하는 주요

유전자다. MC1R은 유전자형에 따라 E+/- 유전자형은 흑색 및 적갈색을 발현하며,

Ee/Ee 유전자형은 적색을 발현한다. 또한 MC1R과 함께 길항적으로 작용하는

ASIP는 MC1R이 E+/- 유전자형인 경우 AA/-는 적갈색, Aa/Aa는 흑색으로

발현한다.

Figure 4, Figure 5, Table 3과 Table 4는 MC1R 및 ASIP 유전자의

Pyrogram 및 3 그룹의 말에서 유전인자 빈도와 유전자형 빈도를 나타내었다.

제주마에서 MC1R 유전자의 E+/E+, E+/Ee 및 Ee/Ee 유전자형 빈도는 각각

0.122, 0.447 및 0.429로 확인되었고, 더러브렛과 교잡마에서도 제주마와 유사한

빈도를 보여주고 있으나 더러브렛에서 Ee/Ee 유전자형이 다소 낮게 나타났다.

제주마에서 ASIP 유전자의 AA/AA, AA/Aa 및 Aa/Aa 유전자형 빈도는 각각 0.46,

0.448 및 0.091로 확인되었다. MC1R 유전자의 E+/- 유전자형과 함께 ASIP 유전자의

Aa/Aa 유전자형의 조합에 의해 흑모색이 발현되게 되며 제주마에서 Aa/Aa

유전자형이 0.091로 나타나 흑모색이 5.1% 이하로 발현될 것으로 추정된다.

교잡마에서는 Aa/Aa 유전자형이 가장 높게 나타났고 더러브렛에서는 가장 낮게

나타났다. 3 그룹의 말에서 MC1R 및 ASIP 유전자의 빈도를 이용한 Hardy-

Weinberg equilibrium을 분석한 결과 두 유전자는 평형상태를 유지하는 것으로

확인됐다(p>0.05).

Table 5는 말의 기본모색인 흑색, 적색, 적갈색을 결정하는 MC1R 및 ASIP

유전자의 유전자형 haplotype 빈도를 나타내었다. 말의 흑색, 적색, 적갈색 모색을
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발현하는 유전자 조합은 각각 E+-AaAa, EeEe— 및 E+-AA- 으로 나타낼 수 있다.

3 그룹의 말에서 흑모색을 나타내는 E+-AaAa haplotype의 빈도는 제주마, 교잡마,

더러브렛에서 각각 0.042, 0.079, 0.025로 나타나 교잡마에서 빈도가 가장 높은 것으로

확인되었다. 그리고 적갈색 모색에서는 더러브렛이 높았고 제주마와 교잡마는 유사한

빈도를 나타냈다. Rieder 등(2001)은 22개 품종 120두에 대해 모색별 MC1R 및

ASIP 유전자의 유전자형 분포에 대해 보고하였다. 흑모색(Black)을 발현하는

말에서 MC1R 유전자형이 E+/E+와 E+/E e 만 출현했고, ASIP에서는 Aa 동형

접합체만 나타났다. 적갈색(Bay)을 발현하는 말에서는 MC1R 유전자형이 E+/E+와

E+/Ee 만 출현했고, ASIP에서는 AA/AA와 AA/Aa 만 출현하여 Aa 동형접합체는

나타나지 않았다. 또한 적색(Chestnut)을 발현하는 말에서는 MC1R 유전자형이

Ee 동형접합체만 출현했고, ASIP에서는 모든 유전자형이 나타났다(Rieder 등,

2001). 이는 제주마에서 가라(흑색), 유마(적갈색), 적다(적색)에서 MC1R 및

ASIP 유전자형이 출현 양상과 동일한 결과를 나타내어 제주마 가라, 유마, 적다는

유전학적으로 Black, Bay, Chestnut에 해당하는 것으로 사료된다.
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E+/E+

C/C

E S C G T C T G A C T

E+/Ee

T/C

E S C G T C T G A C T

Ee/Ee

T/T

E S C G T C T G A C T

Figure 4. Pyrogram showing the genotypes E+/E+, E+/Ee, Ee/Ee for MC1R.
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AA/AA

GAAAAGAAGCA/GAAAAGAAGCA

E S C A G A A G A G C A G A G A

AA/Aa

GAAAAGAAGCA/-----------

E S C A G A A G A G C A G A G A

Aa/Aa

-----------/-----------

E S C A G A A G A G C A G A G A

Figure 5. Pyrogram showing the genotypes AA/AA, AA/Aa, Aa/Aa for ASIP .



- 31 -

Table 3. Distribution of genotype and allele frequencies of MC1R in three groups of horses

MC1R No. of
horse

Genotype No. (frequency) Allele No. (frequency)
H-W
p value

E+/E+ E+/Ee Ee/Ee E+ Ee

Jeju horse 1452 178(0.122) 650(0.447) 623(0.429) 1006(0.346) 1896(0.653) 0.6969

Crossbred* 226 28(0.123) 106(0.469) 92(0.407) 162(0.358) 290(0.641) 0.8747

Thoroughbred 119 21(0.176) 62(0.521) 36(0.302) 104(0.437) 134(0.563 0.6472

＊None registrated and family unknown.
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Table 4. Distribution of genotype and allele frequencies of ASIP in three groups of horses

ASIP No. of
horse

Genotype No. (frequency) Allele No. (frequency)
H-W
p value

AA/AA AA/Aa Aa/Aa AA Aa

Jeju horse 1374 672(0.460) 654(0.448) 133(0.091) 1998(0.684) 920(0.315) 0.1619

Crossbred* 228 83(0.364) 109(0.478) 36(0.157) 275(0.603) 181(0.396) 0.9511

Thoroughbred 119 63(0.529) 50(0.420) 6(0.050) 176(0.739) 62(0.260) 0.4513

＊None registrated and family unknown.
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Table 5. Haplotype distribution of MC1R and ASIP in three groups of horses

No. of
horse

Haplotype No. (frequency)

E+E+AAAA E+E+AAAa E+E+AaAa E+EeAAAA E+EeAAAa E+EeAaAa EeEeAAAA EeEeAAAa EeEeAaAa

Jeju horse 1452 101
(0.070)

71
(0.049)

6
(0.004)

316
(0.218)

280
(0.193)

55
(0.038)

253
(0.174)

298
(0.205)

72
(0.050)

Crossbred* 226
8

(0.035)
17

(0.075)
3

(0.013)
42

(0.186)
49
(0.217)

15
(0.066)

32
(0.142)

42
(0.186)

18
(0.080)

Thoroughbred 119 13
(0.109)

7
(0.059)

1
(0.008)

28
(0.235)

32
(0.269)

2
(0.017)

22
(0.185)

11
(0.092)

3
(0.025)

＊None registrated and family unknown.
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3 그룹의 말에서 백반(월라)과 관련된 ECA3-inversion 분석 결과는 Figure 6과

Table 6에 나타내었다. 제주마에서는 월라 표현형이 발현되는 To/To와 To/+

유전자형이 각각 0.1%와 11.9%로 나타나 전체적으로 제주마에서 월라 모색은

12%로 존재하는 것으로 확인되었다. 교잡마에서는 To/To 유전자형은 나타나지

않았으며, To/+ 유전자형은 3.9%로 나타나 제주마에 비해 월라 모색 빈도가 낮게

나타났다. 반면에 더러브렛에서 백반 모색 유전인자인 To는 확인되지 않았다.

Figure 7과 Table 7에서는 말에서 총마(회색) 모색을 나타내는 유전자인

STX17 분석 결과를 나타내었다. 총마 모색 표현형을 발현하는 G 유전인자는 우성

형질로서 homozygote나 heterozygote에서 모두 회색 모색을 발현하게 된다.

더러브렛과 교잡마에서는 총마 모색을 나타내는 G/g 유전자형이 각각 6.7%와

5.2%로 나타나 두 집단에서는 총마의 빈도는 낮게 나타났다. 반면 제주마 집단

에서 STX17 유전자형 G/G, G/g 및 g/g의 빈도는 각각 0.002, 0.68, 0.317로

나타나 회색 모색을 나타내는 유전자형 G/G와 G/g의 빈도 합이 0.682로 제주마

집단에서 회색 모색의 빈도가 높은 것을 확인할 수 있었다. Lee (1971)가 1960년

대에 조사한 제주마 모색 빈도에서 회색 모색인 총마의 빈도가 13%였던 것과

비교할 때 제주마의 회색 유전인자 빈도가 크게 증가된 것으로 확인 되었다. 회색

모색의 증가는 지정된 종마로 세대를 이어가는 제주마의 혈통관리 집단에서 회색

유전인자가 있는 종마 선정으로 회색 유전인자가 과도하게 집단에 전파되었음을

의미한다.

Pielberg 등(2008)은 Gray 모색을 발현하는 8품종 727두와 Non-Gray 마필

14품종 131두에 대해 STX17 intron 6 4.6kb 중복을 분석한 결과 Gray 모색에

서는 4.6kb 중복이 모두 나타났으나 Non-Gray 마필에서는 4.6kb 중복이 나타나지

않는 것으로 보고하였다. 이는 제주마에서 STX17 분석 결과와 일치하여 제주마의

회색 모색인 총마는 유전학적으로 Gray에 속하는 것으로 사료된다.

제주마 집단에서 ECA3-inversion 및 STX17에 대한 Hardy-Weinberg

equilibrium을 검정한 결과 ECA3-inversion에서는 평형상태를 유지하는 것으로
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나타났으나(p>0.05), 반면에 STX17에서는 평형상태를 이루지 않는 것으로 확인되

었다(p<0.001). 이는 제주마 집단 유지를 위해 종마 선정시 총마 모색의 종마를

선정하여 교배한 결과 총마 유전인자의 증가에 의한 것으로 사료되었다.
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Figure 6. Electrophoresis of PCR products for ECA3-inversion. Both ends are

size markers. Upper band is To allele and lower band is to allele.
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Figure 7. Electrophoresis of PCR products for STX17. Both ends were size

markers. Upper band is G allele and lower band is g allele.
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Table 6. Distribution of genotype and allele frequencies of ECA3-inversion in three groups of horses

ECA3-inversion
No. of
horse

Genotype No. (frequency) Allele No. (frequency)
H-W
p value

To/To To/+ +/+ To +

Jeju horse 1462 2(0.001) 174(0.119) 1284(0.879) 178(0.061) 2742(0.939) 0.1799

Crossbred* 228 0(0) 9(0.039) 219(0.960) 9(0.019) 447(0.980) N. D.

Thoroughbred 119 0(0) 0(0) 119(1.0) 0(0) 238(1.0) N. D.

＊None registrated and family unknown.
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Table 7. Distribution of genotype and allele frequencies of STX17 in three groups of horses

STX17 No. of
horse

Genotype No. (frequency) Allele No. (frequency)
H-W
p value

G/G G/g g/g G g

Jeju horse 1462 3(0.002) 994(0.680) 463(0.317) 1000(0.342) 1920(0.657) <0.001

Crossbred* 228 0(0) 12(0.052) 216(0.947) 12(0.026) 444(0.973) N. D.

Thoroughbred 119 0(0) 8(0.067) 111(0.932) 8(0.033) 230(0.966) N. D.

＊None registrated and family unknown.
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제주마 집단에서 세대 경과에 따른 모색유전자 변화 양상을 확인하고자 세대별

유전자 빈도 변화를 분석하였다. 가계를 알고 있는 제주마에 대해 0세대(181두),

1세대(30두), 1.5세대(578두), 2세대(197두) 그리고 2.5세대(272두)로 분류하여

분석하였다(Figure 8).

MC1R 유전자의 E+ 유전인자와 Ee 유전인자의 세대 간 경과는 0세대에서는 각각

0.259와 0.74로 나타났으며, 1세대에서는 E+ 유전인자는 0.433으로 증가하고 Ee 유전

인자는 0.566으로 감소하는 경향이 있으나 1.5, 2, 2.5세대를 지나면서 세대 간 큰

변화 없이 유지되는 것으로 나타났다. MC1R 유전자의 유전자형 빈도 변화는

0세대, 1.5세대, 2세대, 2.5세대에서는 큰 변화를 찾아볼 수 없었으나 E+/E e

유전자형은 0세대 0.419에서 1세대 0.666으로 증가하였고, Ee/Ee 유전자형은 0세대

0.53에서 1세대 0.233으로 감소하는 것으로 나타났다. 이런 증감은 1세대 분석두수가

30두로 분석에 이용된 샘플 수가 적어 발생한 것으로 추정된다.

ASIP 유전자의 세대별 유전인자 빈도 및 유전자형 빈도 변화도 MC1R 유전자의

빈도 변화와 유사하게 0세대, 1.5세대, 2세대, 2.5세대에서는 큰 변화는 없는

것으로 확인되었다. 그러나 1세대에서의 유전인자 빈도 및 유전자형 빈도 변화도

MC1R처럼 증감이 있는 것으로 나타났으나 이는 분석 샘플 수가 적어 발생한

것으로 추정된다.

제주마에서 ECA3-inversion의 세대별 변화는 비월라 유전인자인 to는 0세대 0.873

에서 2.5세대 0.965로 점진적으로 증가하는 것으로 확인됐으며, 월라 유전인자인

To는 0세대 0.126에서 2.5세대 0.034로 감소되었다. 세대 경과에 따른 To 유전

인자의 회귀분석 결과 이 -0.039로 나타나 세대 경과에 따라 To 유전인자

빈도는 유의적으로 감소하였다(p<0.05). 월라를 발현하는 유전자형인 To/to의 빈도

변화는 0세대 0.241에서 2.5세대 0.062로 감소하였다. 본 결과에 의하면 제주마

집단에서 얼루기 모색은 세대가 경과됨에 따라 점진적으로 감소되는 것으로 확인되어

종마 선정 시점에 얼루기 유전자의 도입을 고려하지 않으면 얼루기 모색은
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지속적으로 감소될 것으로 사료된다.

제주마 총마 모색의 세대별 변화를 확인하기 위해 STX17 유전자의 인자 빈도 및

유전자형 빈도를 분석하였다. 총마를 발현하는 STX17 유전자의 G 유전인자 빈도

변화는 0세대 0.192에서 2.5세대 0.386으로 증가되는 것을 확인하였으며, 회귀분석

결과 이 0.081로 세대 경과에 따라 G 유전인자 빈도는 유의적으로 증가하였다

(p<0.05). 또한 STX17 유전자형 빈도에는 총마 발현 유전자형인 G/g 빈도는 0세대

0.384에서 2.5세대 0.764로 2배가 증가하였으며, 비총마 유전자형인 g/g의 빈도는

0세대 0.615에서 2.5세대 0.231로 감소하였다. 본 연구결과 세대 경과에 따라 총마

발현 유전인자와 유전자형 빈도가 급격히 증가하는 것을 확인할 수 있었다.

총마 발현 유전자인 STX17의 G 유전인자 배제를 위한 교배조합 설정 등 관리

방안을 수립해야 하며 현 관리체계를 계속 유지할 경우 제주마에서 총마 모색이

대다수를 차지할 것으로 사료된다.
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Figure 8. Gene and genotype frequency change of MC1R, ASIP ,

ECA3-inversion, STX17 by generation.
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Thiruvenkadn 등(2008)은 말의 백반을 분류할 때 백반의 발현 패턴에 따라

Tobiano, Overo, Sabino로 분류하였다. Tobiano는 일반적으로 사지는 백색이며

백반이 등선을 가로지르는 형태로 타원형이나 원형의 형태가 뚜렷이 나타난다.

Overo는 사지가 삼지백, 사지백 등 다양하게 나타나며, 백반은 주로 복부에서

시작되고 형태는 톱니 모양으로 나타난다. Sabino는 얼굴과 사지로부터 백반이

시작되며 백반과 유색의 경계는 뚜렷하게 나타나지 않는다. 제주마에서 나타나는

백반은 월라(Wolla)라고 통칭하여 분류하고 있으며, 제주마 월라 모색에 대한

분자유전학적 모색 분류는 찾아보기 어려웠다. 따라서 제주마 백반 모색의 분류를

위해 Tobiano, Overo, Sabino와 관련된 유전자를 분석하였다.

제주마에서 나타나는 다양한 월라 표현형을 Figure 2에 제시하였다. 제주마에서

백반의 발현 양은 약 90% ～ 10% 내외로 추정되며 일부 극히 적은 백반을 표현하는

개체들도 있었다. 기본모색인 가라, 유마, 적다에서 월라 모색이 발현하게 되면

기본모색과 백반의 경계가 뚜렷하게 나타난다(A, B, D). 그러나 총마와 월라는

기본모색에 각각 우성으로 작용하며 두 모색이 동시에 발현될 경우 백반의 경계가

뚜렷하지 않은 경우도 있다(C). 또한 총마와 월라가 동시에 발현되는 개체에서

나이가 들면서 유색 부분이 탈색되어 월라 백반과 구분이 되지 않는 경우도 있다.

제주마 월라 모색이 Tobiano, Overo 또는 Sabino 형태에 속하는지를 확인하기

위해 ECA3-inversion, EDNRB, KIT intron 16 SNP를 분석한 결과를 Figure 9,

Figure 10 및 Table 8에 나타내었다. Brooks 등(2007)이 보고한 방법을 이용하여

ECA3-inversion 분석으로 Tobiano 마필을 확인하였다. Tobiano 마필에서는 To

유전인자가 동형접합체 또는 이형접합체 형태로 나타나며 Non-Tobiano 개체에서는

+ 동형접합체 형태로 나타난다. 제주마 월라 142두와 비월라 234두를 분석한

결과 +/To, To/To 유전자형이 각각 140두와 2두가 나타나 제주마 월라에서는 모두

To 유전인자가 존재하는 것을 확인하였으며, 비월라에서는 모두 +/+ 유전자형으로

확인되었다. Metallinos 등(1998)이 frame Overo 개체에서 EDNRB 유전자 내 2bp

염기치환을 확인한 방법을 이용하여 제주마 월라 142두와 비월라 234두를 분석한
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결과 월라와 비월라 모두에서 EDNRB 유전자형이 +/+ 동형접합자만 출현되어

Overo 유전인자는 확인할 수 없었다. 제주마에서 Sabino 모색 유전자형 확인을

위해 Brooks와 Bailey (2005)가 보고한 KIT intron 16번 내의 T/A 염기치환을

분석한 결과 제주마 월라와 비월라 모두에서 Sabino 유전인자는 확인되지 않았다.

Haase 등(2007)은 Tobiano 모색을 갖는 마필과 Non-Tobiano 마필에 대해

ECA3-inversion에 대해 분석한 결과 Tobiano 마필에서는 적어도 1개의 To

유전인자를 갖고 있었으며, Non-Tobiano 마필에서는 To 유전인자가 없는 것으로

보고한 바 있다. 이는 제주마 월라 모색에서 적어도 1개의 To 유전인자를 갖고

있어 동일한 결과로 확인되어 제주마의 월라 모색은 Tobiano 형태에 속하는 것으로

사료된다.
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G/G A/A

E S C G C A T C G A T G C

Figure 9. Pyrograms showing the genotypes for EDNRB 2bp missence

mutation. Pyrosequencies were analyzed using reverse compliment sequence.
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A/A

E S C G A G A T C G A

Figure 10. Pyrograms showing the genotypes for KIT intron 16 SNP.

Pyrosequencies were analyzed using reverse compliment sequence.
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Table 8. Genotypes of the ECA3-inversion, EDNRB and KIT intron 16 in

Jeju horse Wolla (white patch) and solid

Genetic variation Genotype
Wolla No. of horse
(frequency)

solid No. of horse
(frequency)

ECA3-inversion

+/+ － 234(1.000)

+/To 140(0.986) －

To/To 2(0.013) －

EDNRB 2-bp
missense mutation

+/+ 142(1.000) 234(1.000)

+/O － －

O/O － －

KIT intron 16 SNP

T/T 142(1.000) 234(1.000)

A/T － －

A/A － －
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말의 토비아노(Tobiano) 관련 GWAS 분석을 위해 농촌진흥청 국립축산과학원

난지축산연구소에서 사육 중인 crossbred horses (Jeju horse × Throughbred)

승용마 165두에 대해 EquineSNP50 BeadChip을 이용하여 분석하였다. 분석에

이용된 165두는 가계가 확인되는 개체로 이 중 Tobiano 개체는 52두,

Non-Tobiano 개체는 113두였다. Plink를 이용하여 분석된 SNP chip 데이터를 필터링 한

결과 65,157개 SNP 중 19,953개의 SNP가 필터링 되어 총 45,204개의 SNP가

남았다. 45,204개의 SNP 마커에 대한 LD 분석 결과를 이용하여 LD가 25% 이상으로

높게 나타나는 인접한 SNP 마커를 제거하여 최종 11,420개의 SNP 마커를 연관

분석에 이용하였다. Figure 11에서는 GWAS 분석 결과에 의한 Manhattan plot과

Q-Q plot을 나타내었다. 분석에 이용된 유의수준(p<0.001)은 –log(8.75×10-8)으로

설정하였다. 말의 토비아노에 대한 GWAS 분석 유의수준(p<0.001)을 만족하는 SNP는

말의 염색체 내에 72개로 확인되었다. 유의성 있는 SNP 들은 3번 염색체 21Mbp

부터 85.1Mbp까지 넓게 분포하였으며, 가장 유의성이 높은 SNP는 48853535bp

(BIEC2-819509)에 위치하였고 p value는 1.01× 10-22으로 확인되었다. Q-Q plot에서는

관측치 p value가 null 분포선에 위치하지 않고 예측치 p value 보다 더 높은

값을 갖는 것을 확인할 수 있었다.

말의 토비아노(Tobiano)와 유의성 있는 SNP 좌위내 관련 유전자를 확인하기

위해 regional plot을 작성하였다(Figure 12.). 유의성이 가장 높은 SNP 좌위 주변

인접한 지역에 GPRIN3 (G protein-regulated inducer of neurite outgrowth 3)와

TIGD2 (Tigger transposable element-derived gene 2) 유전자를 확인할 수

있었으며, 또한 MC1R과 KIT 유전자도 유의성 있는 지역에 존재하는 것으로 확인

되었다. GPRIN3은 GPRIN super family에 속하며 GRIN이라고도 불린다.

GPRIN은 Neurite의 확장을 조절하는 것으로 알려진 Gαo/i의 작동인자로 알려져

왔다. 또한 GPRIN에서 나온 Sprouty에 의해 Gαo의 활성으로 색소세포 발현과

관련 있는 MAPK 경로를 억제하는 것으로 보고(Hwangpo 등, 2012)가 있었으며,

Hemesath (1998) 등은 MAP kinase가 색소세포에서 Microphthalmia를 활성화시켜
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c-Kit 신호전달에 관련되어 있다고 보고하였다. 따라서 GPRIN이 토비아노 발현에

중요한 원인 유전자로 추정된다. TIGD2 유전자는 DNA mediated transposon의

tigger subfamily에 속해 있는 것으로 보고되었다(Smit와 Riggs, 1996).

Transposable element는 게놈의 구조를 변경하거나 돌연변이 생성 등 게놈의 기능과

진화에 중요한 역할을 수행한다. 말의 토비아노 모색은 3번 염색체의 inversion에

의한 것으로 보고되었으므로 TIGD2 유전자도 토비아노 모색에 대한 주요 원인

유전자로 추정된다.
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Figure 11. Manhattan plot (A) and Q-Q plot (B) of Tobiano in horses. (A)

The –log values estimated for each polymorphism is plotted in the y-axis.

Chromosome number is plotted in the x-axis. The Bonferroni-corrected

significance level (p<0.001) is –log(8.75×10-8). (B) The red line represents

the 95% concentration band under the null hypothesis of no association. The

black dot represents the p-values of SNP marker.
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Figure 12. Regional plot on ECA3. The significant SNPs associated with

Tobiano are distributed from 21Mbp to 85Mbp. The most significant SNP is

located on 48.8Mbp and the p value is 1.01×10-22. The GPRIN3 gene and the

TIGD2 gene are located in an area adjacent of the most significant SNP.
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말의 GPRIN3 유전자는 3번 염색체 48,815,395bp에서 48,817,728bp에 forward

strand 방향으로 위치하고 있다(Figure 13). GPRIN3 유전자는 2개의 coding

exon으로 구성되어 있으며 770개의 아미노산 서열을 암호화한다. 단색(solid)

모색과 토비아노(Tobiano) 모색에서 얻은 GPRIN3 유전자의 DNA 서열을 기존에

보고된 Throughbred GPRIN3 서열(NC_009146.2)과 비교했을 때, 총 6개의 SNP들

(c.1114G>A, c.1226C>T, c.1388C>T, c.1476G>A, c.1790G>A, c.*331A>G)이

확인되었고 삽입/결실 돌연변이는 발견되지 않았다(Figure 14). 확인된 SNP 중

c.1114G>A와 c.1476G>A는 침묵 돌연변이이며, c.1226C>T, c.1388C>T와

c.1790G>A는 아미노산 서열을 각각 p.372V>I (Val>Ile), p.409S>L (Ser>Leu),

p.463T>M (Thr>Met)로 치환하는 것으로 확인되었다(Figure 15).
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Figure 13. GPRIN3 gene structure. GPRIN3 gene has two coding exon and include the 770 amino acid sequence. Six SNPs

are identified (c.1114G>A, c.1226C>T, c.1388C>T, c.1476G>A, c.1769G>A, c.*331A>G).
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NC_009146. : 
GPRIN3-mRN : 
Solid      : 
WhitePatch : 
             

                                                            
         *        20         *        40         *        60
............................................................
............................................................
............................................................
............................................................
ATGGGGACTGTACCTGACCCTCTAAGATCAGCTACAACTTCCCTGATTGCAGCTTCTGGA

       
       
 :   60
 :   60
 :   60
 :   60
       

             
             
NC_009146. : 
GPRIN3-mRN : 
Solid      : 
WhitePatch : 
             

                                                            
         *        80         *       100         *       120
............................................................
............................................................
............................................................
............................................................
AAAGAAGAGGTGCCAGCTGTCTCACCTCCGCCTCAATCAGCCCTCCTGTGCGAGAACACC

       
       
 :  120
 :  120
 :  120
 :  120
       

             
             
NC_009146. : 
GPRIN3-mRN : 
Solid      : 
WhitePatch : 
             

                                                            
         *       140         *       160         *       180
............................................................
............................................................
............................................................
............................................................
AATGGCCTTTCAGACGCTCCTGCAGAACCAGACCTCAGCCCCAGGGCAGCTACCAAGGCC

       
       
 :  180
 :  180
 :  180
 :  180
       

             
             
NC_009146. : 
GPRIN3-mRN : 
Solid      : 
WhitePatch : 
             

                                                            
         *       200         *       220         *       240
............................................................
............................................................
............................................................
............................................................
CTGATGCACGCCTGTGAGCATGAGACCACCCAGCCAGACATGTCTTCTCCTGGCATCTTC

       
       
 :  240
 :  240
 :  240
 :  240
       

             
             
NC_009146. : 
GPRIN3-mRN : 
Solid      : 
WhitePatch : 
             

                                                            
         *       260         *       280         *       300
............................................................
............................................................
............................................................
............................................................
AATGAGGTGGAGAAGGCATCTCCCACACTCAACTCTCCTGGCAATACCCTGCTGCCGGGA

       
       
 :  300
 :  300
 :  300
 :  300
       

             
             
NC_009146. : 
GPRIN3-mRN : 
Solid      : 
WhitePatch : 
             

                                                            
         *       320         *       340         *       360
............................................................
............................................................
............................................................
............................................................
AGCAGCGAGCCCACAGCCCCAGGCCCGCATTCTGCAGCAGGAAAGGATCTTATAAACACA

       
       
 :  360
 :  360
 :  360
 :  360
       

             
             
NC_009146. : 
GPRIN3-mRN : 
Solid      : 
WhitePatch : 
             

                                                            
         *       380         *       400         *       420
............................................................
............................................................
............................................................
............................................................
GCATTTATAATGCCAGCCACTCAACACACCCACCAGGCCATCCCAGGTGACCAGCCCAAT

       
       
 :  420
 :  420
 :  420
 :  420
       

             
             
NC_009146. : 
GPRIN3-mRN : 
Solid      : 
WhitePatch : 
             

                                                            
         *       440         *       460         *       480
............................................................
............................................................
............................................................
............................................................
GCCAGCCCCTCATCAGGACCTGAAGATATGCTGGTGAAATCACAGGGAACCTCAGATGGA

       
       
 :  480
 :  480
 :  480
 :  480
       

Figure 14. Nucleotide sequences and mutations of the complete GPRIN3.

Reference sequences was from GenBank (accession number NC_009146.2).

Dotes indicate identical sequence to Thoroughbred.
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NC_009146. : 
GPRIN3-mRN : 
Solid      : 
WhitePatch : 
             

                                                            
         *       500         *       520         *       540
............................................................
............................................................
............................................................
............................................................
GAGCAACCTGAGAAGTCAACTTGTCCTGTGGGAGGCACCCTTAGCAGCAGCAACGATCAA

       
       
 :  540
 :  540
 :  540
 :  540
       

             
             
NC_009146. : 
GPRIN3-mRN : 
Solid      : 
WhitePatch : 
             

                                                            
         *       560         *       580         *       600
............................................................
............................................................
............................................................
............................................................
GTGCCCTGTGATTTTCCTTCCCAAGAAACAATCCAGGGAGCAGTGCACACTGCAAAGGCA

       
       
 :  600
 :  600
 :  600
 :  600
       

             
             
NC_009146. : 
GPRIN3-mRN : 
Solid      : 
WhitePatch : 
             

                                                            
         *       620         *       640         *       660
............................................................
............................................................
............................................................
............................................................
GCCACCAAGGCGTTCAGTCACGCACCTTCTCCAGAAGGGCAGAGGCAGCCAGCTGTCTGC

       
       
 :  660
 :  660
 :  660
 :  660
       

             
             
NC_009146. : 
GPRIN3-mRN : 
Solid      : 
WhitePatch : 
             

                                                            
         *       680         *       700         *       720
............................................................
............................................................
............................................................
............................................................
GGCTCCCAGGCCAGGTCCTGCGAATCTCCAGCAAGAGAAGATGGATGTTCAGGGACCAAA

       
       
 :  720
 :  720
 :  720
 :  720
       

             
             
NC_009146. : 
GPRIN3-mRN : 
Solid      : 
WhitePatch : 
             

                                                            
         *       740         *       760         *       780
............................................................
............................................................
............................................................
............................................................
CAGCCCTCTGCCACTGCCTCAGACGCCCAGCCCGTGACTTCTGTGACGCCTCCACCATCT

       
       
 :  780
 :  780
 :  780
 :  780
       

             
             
NC_009146. : 
GPRIN3-mRN : 
Solid      : 
WhitePatch : 
             

                                                            
         *       800         *       820         *       840
............................................................
............................................................
............................................................
............................................................
CACCTCACTAGCAAAGGTTCCTTTCCTGCAGATCCGGAGAAGGTGCTGCTGCCAGCACAG

       
       
 :  840
 :  840
 :  840
 :  840
       

             
             
NC_009146. : 
GPRIN3-mRN : 
Solid      : 
WhitePatch : 
             

                                                            
         *       860         *       880         *       900
............................................................
............................................................
............................................................
............................................................
CACCAGGCATCAAGGTTCAAAGAAGCGGGCACCATGACCAGCCAAGGTGAGGAGGGTGAG

       
       
 :  900
 :  900
 :  900
 :  900
       

             
             
NC_009146. : 
GPRIN3-mRN : 
Solid      : 
WhitePatch : 
             

                                                            
         *       920         *       940         *       960
............................................................
............................................................
............................................................
............................................................
ATCAGGGAGGTTCCCAGCAGGGCTCGGCAAGATGCTGAGGTGCAGGCAGTGGCGAGTGTC

       
       
 :  960
 :  960
 :  960
 :  960
       

             
             
NC_009146. : 
GPRIN3-mRN : 
Solid      : 
WhitePatch : 
             

                                                            
         *       980         *      1000         *      1020
............................................................
............................................................
............................................................
............................................................
GAGAGCAGGTCGGTCTCCACCAGCCCCAGCATCCTCACTGCACTCCTGAAGGAAACGCCC

       
       
 : 1020
 : 1020
 : 1020
 : 1020
       

Figure 14 (Continued)
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NC_009146. : 
GPRIN3-mRN : 
Solid      : 
WhitePatch : 
             

                                                            
         *      1040         *      1060         *      1080
............................................................
............................................................
............................................................
............................................................
GCTCCTGAGCGTTTCGAACAGCAAGAGCAGCTGCGTGTCATTTGCCACGGCCGCGGCAGC

       
       
 : 1080
 : 1080
 : 1080
 : 1080
       

             
             
NC_009146. : 
GPRIN3-mRN : 
Solid      : 
WhitePatch : 
             

                                                            
         *      1100         *      1120         *      1140
............................................................
............................................................
............................................................
.................................A..........................
GGGAGCCACACGTTGGAGCTATCTGACAACACCgTAGCCCCCGAGGAGTCGGGTCAGTGC

       
       
 : 1140
 : 1140
 : 1140
 : 1140
       

             
             
NC_009146. : 
GPRIN3-mRN : 
Solid      : 
WhitePatch : 
             

                                                            
         *      1160         *      1180         *      1200
............................................................
............................................................
............................................................
............................................................
CCCAGCATGATGCCAGAGGTGCGCATCCAGGCTGCTGCGGCTGTTTCCACAGCTTTCCAA

       
       
 : 1200
 : 1200
 : 1200
 : 1200
       

             
             
NC_009146. : 
GPRIN3-mRN : 
Solid      : 
WhitePatch : 
             

                                                            
         *      1220         *      1240         *      1260
............................................................
............................................................
............................................................
.........................T..................................
GGAGAAAGTCAATCAGTGAGCCCATcGGCTGAGGTCCTTAAAACCTCATCCACCCTTGTG

       
       
 : 1260
 : 1260
 : 1260
 : 1260
       

             
             
NC_009146. : 
GPRIN3-mRN : 
Solid      : 
WhitePatch : 
             

                                                            
         *      1280         *      1300         *      1320
............................................................
............................................................
............................................................
............................................................
GCATCCAGTAAGGCCCAGGATACGGGTAAAGAAGATGGGAGGTCAGCAGGAGTGACCCCA

       
       
 : 1320
 : 1320
 : 1320
 : 1320
       

             
             
NC_009146. : 
GPRIN3-mRN : 
Solid      : 
WhitePatch : 
             

                                                            
         *      1340         *      1360         *      1380
............................................................
............................................................
............................................................
............................................................
GTGAGGGAAGAGCCCACCTCTAAACAGCTTTCGGGAACTAATTCTAGCTCCCTGAAAGCT

       
       
 : 1380
 : 1380
 : 1380
 : 1380
       

             
             
NC_009146. : 
GPRIN3-mRN : 
Solid      : 
WhitePatch : 
             

                                                            
         *      1400         *      1420         *      1440
............................................................
............................................................
............................................................
.......T....................................................
AGCCCCAcGGACCAGATTTCTCTCAGTGGGGACAATCAAGCTGAAACGAGTCGTGGCTTA

       
       
 : 1440
 : 1440
 : 1440
 : 1440
       

             
             
NC_009146. : 
GPRIN3-mRN : 
Solid      : 
WhitePatch : 
             

                                                            
         *      1460         *      1480         *      1500
............................................................
............................................................
............................................................
...................................A........................
GGGAAACCTGAAACCAAGTCGTCCGAGTTTGCAGTgAAAACCACAAATGACCACAAAACA

       
       
 : 1500
 : 1500
 : 1500
 : 1500
       

             
             
NC_009146. : 
GPRIN3-mRN : 
Solid      : 
WhitePatch : 
             

                                                            
         *      1520         *      1540         *      1560
............................................................
............................................................
............................................................
............................................................
GACCCAGATTGCAAATTCGCCGGCTCTTGTGGCCCTGCCAGCAAAGCTGACCCGTCTGGG

       
       
 : 1560
 : 1560
 : 1560
 : 1560
       

Figure 14 (Continued)
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NC_009146. : 
GPRIN3-mRN : 
Solid      : 
WhitePatch : 
             

                                                            
         *      1580         *      1600         *      1620
............................................................
............................................................
............................................................
............................................................
AGCTTGGATCCCAATAATAAAGGAGATGCGAGAGAAAAGAAGCCTGCGTCCCCTCAGATA

       
       
 : 1620
 : 1620
 : 1620
 : 1620
       

             
             
NC_009146. : 
GPRIN3-mRN : 
Solid      : 
WhitePatch : 
             

                                                            
         *      1640         *      1660         *      1680
............................................................
............................................................
............................................................
............................................................
GTAAAAGAACAAGAATCTAGCGGCACCGATGTCCTCGATGCAAGAGCAAAGGCAGAGGGC

       
       
 : 1680
 : 1680
 : 1680
 : 1680
       

             
             
NC_009146. : 
GPRIN3-mRN : 
Solid      : 
WhitePatch : 
             

                                                            
         *      1700         *      1720         *      1740
............................................................
............................................................
............................................................
............................................................
AAAACCCTACTGCTCAACCCTAGATCTCAAGAAAGTGGAGGCACGGGATCAGCTGCCAGC

       
       
 : 1740
 : 1740
 : 1740
 : 1740
       

             
             
NC_009146. : 
GPRIN3-mRN : 
Solid      : 
WhitePatch : 
             

                                                            
         *      1760         *      1780         *      1800
............................................................
............................................................
............................................................
.................................................A..........
CCCACCCCATCCCCAGTTAGAAGGAACCAGGAGGGCGCCGTGGAAGAAAgCAGACAGACC

       
       
 : 1800
 : 1800
 : 1800
 : 1800
       

             
             
NC_009146. : 
GPRIN3-mRN : 
Solid      : 
WhitePatch : 
             

                                                            
         *      1820         *      1840         *      1860
............................................................
............................................................
............................................................
............................................................
AAGACAACCGCCAGCCTGAGCCTGCCGTCTGATTCCCTGGGCGACTCCAGTCCAAGTTCT

       
       
 : 1860
 : 1860
 : 1860
 : 1860
       

             
             
NC_009146. : 
GPRIN3-mRN : 
Solid      : 
WhitePatch : 
             

                                                            
         *      1880         *      1900         *      1920
............................................................
............................................................
............................................................
............................................................
GGCAAGAAGACCCCTTCTCGCTCGGTCAAAGCCAGCCCGCGCCGCGGCAGCCGGGTCAGC

       
       
 : 1920
 : 1920
 : 1920
 : 1920
       

             
             
NC_009146. : 
GPRIN3-mRN : 
Solid      : 
WhitePatch : 
             

                                                            
         *      1940         *      1960         *      1980
............................................................
............................................................
............................................................
............................................................
GAGTTCCTCAAGGAGCAGAAGCTCAACGTGACCGCGGCTGCGGCTCAGGTGGGACTCACG

       
       
 : 1980
 : 1980
 : 1980
 : 1980
       

             
             
NC_009146. : 
GPRIN3-mRN : 
Solid      : 
WhitePatch : 
             

                                                            
         *      2000         *      2020         *      2040
............................................................
............................................................
............................................................
............................................................
CCCGGGGAGAAGAAAAAGCAGCTCGGTGCCGACGCCAAGCTCCAGCTGAAGCAGTCCAAG

       
       
 : 2040
 : 2040
 : 2040
 : 2040
       

             
             
NC_009146. : 
GPRIN3-mRN : 
Solid      : 
WhitePatch : 
             

                                                            
         *      2060         *      2080         *      2100
............................................................
............................................................
............................................................
............................................................
CGTGTCAGGGACGTCGTGTGGGATGAGCAGGGCATGACCTGGGAAGTGTACGGCGCCTCG

       
       
 : 2100
 : 2100
 : 2100
 : 2100
       

Figure 14 (Continued)
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NC_009146. : 
GPRIN3-mRN : 
Solid      : 
WhitePatch : 
             

                                                            
         *      2120         *      2140         *      2160
............................................................
............................................................
............................................................
............................................................
CTGGACCCCGAGTCCCTGGGGATCGCCATCCAGAACCATTTACAAAGACAAATCAGAGAA

       
       
 : 2160
 : 2160
 : 2160
 : 2160
       

             
             
NC_009146. : 
GPRIN3-mRN : 
Solid      : 
WhitePatch : 
             

                                                            
         *      2180         *      2200         *      2220
............................................................
............................................................
............................................................
............................................................
CACGAGAAATTAGTCAAAGCTCAAAACAGCCAGACCCGGAGATCCATTTCCTCAGATGCT

       
       
 : 2220
 : 2220
 : 2220
 : 2220
       

             
             
NC_009146. : 
GPRIN3-mRN : 
Solid      : 
WhitePatch : 
             

                                                            
         *      2240         *      2260         *      2280
............................................................
............................................................
............................................................
............................................................
TCTTCAAATAAAAAGCTCAAAGGAAGGCAGCACAGCGTTTTCCAGTCCATGCTGCAGAAC

       
       
 : 2280
 : 2280
 : 2280
 : 2280
       

             
             
NC_009146. : 
GPRIN3-mRN : 
Solid      : 
WhitePatch : 
             

                                                            
         *      2300         *      2320         *      2340
............................................................
......................................................------
............................................................
............................................................
TTCCGTCGCCCCAACTGCTGTGTTCGTCCCGCCCCTTCTTCTGTGTTAGATTGAaaagaa

       
       
 : 2340
 : 2334
 : 2340
 : 2340
       

             
             
NC_009146. : 
GPRIN3-mRN : 
Solid      : 
WhitePatch : 
             

                                                            
         *      2360         *      2380         *      2400
............................................................
------------------------------------------------------------
............................................................
............................................................
cgtgtgtggagcccttgtatgcattttcggtcttcgtgggtgttggtctctgtcaaagct

       
       
 : 2400
 :    -
 : 2400
 : 2400
       

             
             
NC_009146. : 
GPRIN3-mRN : 
Solid      : 
WhitePatch : 
             

                                                            
         *      2420         *      2440         *      2460
............................................................
------------------------------------------------------------
............................................................
............................................................
taggtaggtttttttctgagaccaggaagagaaagcaagtattaactataggaaattgct

       
       
 : 2460
 :    -
 : 2460
 : 2460
       

             
             
NC_009146. : 
GPRIN3-mRN : 
Solid      : 
WhitePatch : 
             

                                                            
         *      2480         *      2500         *      2520
............................................................
------------------------------------------------------------
............................................................
............................................................
attgagaactatggggtcccttgattgggcctccataaataaaaatatcatttcaattag

       
       
 : 2520
 :    -
 : 2520
 : 2520
       

             
             
NC_009146. : 
GPRIN3-mRN : 
Solid      : 
WhitePatch : 
             

                                                            
         *      2540         *      2560         *      2580
............................................................
------------------------------------------------------------
............................................................
............................................................
aaagaactagagaagagaagcaagtttcactgagggtttatgaccttaattaagaggaaa

       
       
 : 2580
 :    -
 : 2580
 : 2580
       

             
             
NC_009146. : 
GPRIN3-mRN : 
Solid      : 
WhitePatch : 
             

                                                            
         *      2600         *      2620         *      2640
............................................................
------------------------------------------------------------
............................................................
............................................................
caatattcactgggttttttaatatggtgtggcttgtaaaactatcataatcgttataca

       
       
 : 2640
 :    -
 : 2640
 : 2640
       

Figure 14 (Continued)
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NC_009146. : 
GPRIN3-mRN : 
Solid      : 
WhitePatch : 
             

                                                            
         *      2660         *      2680         *      2700
............................................................
------------------------------------------------------------
............................................................
.........................G..................................
tgtgtcattttgtattactgcctca tttatcacactgtggtgtttccattaaggtccct

       
       
 : 2700
 :    -
 : 2700
 : 2700
       

             
             
NC_009146. : 
GPRIN3-mRN : 
Solid      : 
WhitePatch : 
             

                                                            
         *      2720         *      2740         *      2760
............................................................
------------------------------------------------------------
............................................................
............................................................
gctttatattaaaaatagtaataacactattagcaaaaacactgttatactttctagtcc

       
       
 : 2760
 :    -
 : 2760
 : 2760
       

             
             
NC_009146. : 
GPRIN3-mRN : 
Solid      : 
WhitePatch : 
             

                                                            
         *      2780         *      2800         *      2820
............................................................
------------------------------------------------------------
............................................................
............................................................
tgttgcaataagaatgctgttaccacataaaatttaagtagatgataagaactataatgt

       
       
 : 2820
 :    -
 : 2820
 : 2820
       

             
             
NC_009146. : 
GPRIN3-mRN : 
Solid      : 
WhitePatch : 
             

                                                            
         *      2840         *      2860         *      2880
............................................................
------------------------------------------------------------
............................................................
............................................................
aaaaagttgaaacaaatctgactcagatgatattcagtaaaagcatttaaatgcataaaa

       
       
 : 2880
 :    -
 : 2880
 : 2880
       

             
             
NC_009146. : 
GPRIN3-mRN : 
Solid      : 
WhitePatch : 
             

                                                            
         *      2900         *      2920         *      2940
............................................................
------------------------------------------------------------
............................................................
............................................................
tagcaaatatgaattaatatttgtaaacatctgtagagaaccctttttataaacgttgtt

       
       
 : 2940
 :    -
 : 2940
 : 2940
       

             
             
NC_009146. : 
GPRIN3-mRN : 
Solid      : 
WhitePatch : 
             

                                                            
         *      2960         *      2980         *      3000
............................................................
------------------------------------------------------------
............................................................
............................................................
atacctgttaataaatgtaagaaagttatattaggaaaattagctaagcttttgactgcc

       
       
 : 3000
 :    -
 : 3000
 : 3000
       

             
             
NC_009146. : 
GPRIN3-mRN : 
Solid      : 
WhitePatch : 
             

                                                            
         *      3020         *      3040         *      3060
............................................................
------------------------------------------------------------
............................................................
............................................................
cacataaaacatgaatttatttatataggttttcctgcactgaaggcgaggtgcatctct

       
       
 : 3060
 :    -
 : 3060
 : 3060
       

             
             
NC_009146. : 
GPRIN3-mRN : 
Solid      : 
WhitePatch : 
             

                                                            
         *      3080         *      3100         *      3120
............................................................
------------------------------------------------------------
............................................................
............................................................
gtgattatgaccagattaaatccatatttccttacccgagaggaaggacaggccactgaa

       
       
 : 3120
 :    -
 : 3120
 : 3120
       

             
             
NC_009146. : 
GPRIN3-mRN : 
Solid      : 
WhitePatch : 
             

                                                            
         *      3140         *      3160         *      3180
............................................................
------------------------------------------------------------
............................................................
............................................................
ttcttgaagagatcatcgaattattgataatgctaaatttttacggaggtgttctccact

       
       
 : 3180
 :    -
 : 3180
 : 3180
       

Figure 14 (Continued)
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NC_009146. : 
GPRIN3-mRN : 
Solid      : 
WhitePatch : 
             

                                                            
         *      3200         *      3220         *      3240
............................................................
------------------------------------------------------------
............................................................
............................................................
gacattctactgagaatgttaaggttctggtgaggaatcataaatagccaattaccaaac

       
       
 : 3240
 :    -
 : 3240
 : 3240
       

             
             
NC_009146. : 
GPRIN3-mRN : 
Solid      : 
WhitePatch : 
             

                                                            
         *      3260         *      3280         *      3300
............................................................
------------------------------------------------------------
............................................................
............................................................
actcttttttctgtgttgaaaaaacgaaagcatcctgagtaacaaaaacagtatgtttaa

       
       
 : 3300
 :    -
 : 3300
 : 3300
       

             
             
NC_009146. : 
GPRIN3-mRN : 
Solid      : 
WhitePatch : 
             

                                                            
         *      3320         *      3340         *      3360
............................................................
------------------------------------------------------------
............................................................
............................................................
tttagacttgtaaacaggatgtagtttttctcttgctttggttcagtagcttctaataga

       
       
 : 3360
 :    -
 : 3360
 : 3360
       

             
             
NC_009146. : 
GPRIN3-mRN : 
Solid      : 
WhitePatch : 
             

                                                            
         *      3380         *      3400         *      3420
............................................................
------------------------------------------------------------
............................................................
............................................................
aaatgaagtcagcaccaagtaggacatgagctttctcacagtttttgtgtgtagactggg

       
       
 : 3420
 :    -
 : 3420
 : 3420
       

             
             
NC_009146. : 
GPRIN3-mRN : 
Solid      : 
WhitePatch : 
             

                                                            
         *      3440         *      3460         *      3480
............................................................
------------------------------------------------------------
............................................................
............................................................
gccccctgattgcttaagtttctaatctgtggtaaaaaggtaacctctgcagccttattg

       
       
 : 3480
 :    -
 : 3480
 : 3480
       

             
             
NC_009146. : 
GPRIN3-mRN : 
Solid      : 
WhitePatch : 
             

                                                            
         *      3500         *      3520         *      3540
............................................................
------------------------------------------------------------
............................................................
............................................................
attttaagagaaataccatcggatctcatcctctgatcccaataaaaggagaggcctttc

       
       
 : 3540
 :    -
 : 3540
 : 3540
       

             
             
NC_009146. : 
GPRIN3-mRN : 
Solid      : 
WhitePatch : 
             

                                                            
         *      3560         *      3580         *      3600
............................................................
------------------------------------------------------------
............................................................
............................................................
ctagagcacagtttgagctttgggtgacctatggcccttgagagccctcacctgtctctg

       
       
 : 3600
 :    -
 : 3600
 : 3600
       

             
             
NC_009146. : 
GPRIN3-mRN : 
Solid      : 
WhitePatch : 
             

                                                            
         *      3620         *      3640         *      3660
............................................................
------------------------------------------------------------
............................................................
............................................................
caagaggagcatgtccctgggacctgcgagtgtcttgcagggcaccagctgggatgacca

       
       
 : 3660
 :    -
 : 3660
 : 3660
       

             
             
NC_009146. : 
GPRIN3-mRN : 
Solid      : 
WhitePatch : 
             

                                                            
         *      3680         *      3700         *      3720
............................................................
------------------------------------------------------------
............................................................
............................................................
gcagtggcttgagggttgggtactgtgaagaggagcgtgagccagggcccgggagcgcct

       
       
 : 3720
 :    -
 : 3720
 : 3720
       

Figure 14 (Continued)
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NC_009146. : 
GPRIN3-mRN : 
Solid      : 
WhitePatch : 
             

                                                            
         *      3740         *      3760         *      3780
............................................................
------------------------------------------------------------
............................................................
............................................................
cccctcctggagtcaccaaaggagagcgctggtctccaccttgtatttagaaaatcagac

       
       
 : 3780
 :    -
 : 3780
 : 3780
       

             
             
NC_009146. : 
GPRIN3-mRN : 
Solid      : 
WhitePatch : 
             

                                                            
         *      3800         *      3820         *      3840
............................................................
------------------------------------------------------------
............................................................
............................................................
cgttggacgttggaggggtgctggttgccttctctggactcattcccctcgatgagccag

       
       
 : 3840
 :    -
 : 3840
 : 3840
       

             
             
NC_009146. : 
GPRIN3-mRN : 
Solid      : 
WhitePatch : 
             

                                                            
         *      3860         *      3880         *      3900
............................................................
------------------------------------------------------------
............................................................
............................................................
aagagagtgtccggccatctattctctctccagagactcataaatgccatttgtgctgta

       
       
 : 3900
 :    -
 : 3900
 : 3900
       

             
             
NC_009146. : 
GPRIN3-mRN : 
Solid      : 
WhitePatch : 
             

                                                            
         *      3920         *      3940         *      3960
............................................................
------------------------------------------------------------
............................................................
............................................................
aattcccaatctctgctttggctttttttttttttttttttcattttaattctcttttgc

       
       
 : 3960
 :    -
 : 3960
 : 3960
       

             
             
NC_009146. : 
GPRIN3-mRN : 
Solid      : 
WhitePatch : 
             

                                                            
         *      3980         *      4000         *      4020
............................................................
------------------------------------------------------------
............................................................
............................................................
agactctgaacatatgagggaaaatcatacctgaacttcaacaccacaagctacactgaa

       
       
 : 4020
 :    -
 : 4020
 : 4020
       

             
             
NC_009146. : 
GPRIN3-mRN : 
Solid      : 
WhitePatch : 
             

                                                            
         *      4040         *      4060         *      4080
............................................................
------------------------------------------------------------
............................................................
............................................................
cacaacctacattagttaatagccattgatgtctttcaaagcaattggactgtacatgaa

       
       
 : 4080
 :    -
 : 4080
 : 4080
       

             
             
NC_009146. : 
GPRIN3-mRN : 
Solid      : 
WhitePatch : 
             

                                                            
         *      4100         *      4120         *      4140
............................................................
------------------------------------------------------------
............................................................
............................................................
gcctgcatacgtagaccctggtcacagcattctcagagcctgacaacgtaattacagttg

       
       
 : 4140
 :    -
 : 4140
 : 4140
       

             
             
NC_009146. : 
GPRIN3-mRN : 
Solid      : 
WhitePatch : 
             

                                                            
         *      4160         *      4180         *      4200
............................................................
------------------------------------------------------------
............................................................
............................................................
ttatacttggaacttatagtgaattttttaattaggcacatttttcagttttttatcaat

       
       
 : 4200
 :    -
 : 4200
 : 4200
       

             
             
NC_009146. : 
GPRIN3-mRN : 
Solid      : 
WhitePatch : 
             

                                                            
         *      4220         *      4240         *      4260
............................................................
------------------------------------------------------------
............................................................
............................................................
tggcctctattaagaatgctgtctaaagtagaaattatcatctaattagcaatcagatga

       
       
 : 4260
 :    -
 : 4260
 : 4260
       

Figure 14 (Continued)
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NC_009146. : 
GPRIN3-mRN : 
Solid      : 
WhitePatch : 
             

                                                            
         *      4280         *      4300         *      4320
............................................................
------------------------------------------------------------
............................................................
............................................................
ctattaatgattagagatctagtctaaaactctctcttttggccttaaatacccatttgt

       
       
 : 4320
 :    -
 : 4320
 : 4320
       

             
             
NC_009146. : 
GPRIN3-mRN : 
Solid      : 
WhitePatch : 
             

                                                            
         *      4340         *      4360         *      4380
............................................................
------------------------------------------------------------
............................................................
............................................................
attgttggtgttcgtggcgcgtctgtgggagatgcctttgccatctctcgctcactgcct

       
       
 : 4380
 :    -
 : 4380
 : 4380
       

             
             
NC_009146. : 
GPRIN3-mRN : 
Solid      : 
WhitePatch : 
             

                                                            
         *      4400         *      4420         *      4440
............................................................
------------------------------------------------------------
............................................................
............................................................
acttcccttacccgttggcatacgtgccgtgcatacacagagaacaccctgtgtacacag

       
       
 : 4440
 :    -
 : 4440
 : 4440
       

             
             
NC_009146. : 
GPRIN3-mRN : 
Solid      : 
WhitePatch : 
             

                                                            
         *      4460         *      4480         *      4500
............................................................
------------------------------------------------------------
............................................................
............................................................
tagcagctgtcaacagtacccactccagatgggtgggccccaggttgtcctctgctggga

       
       
 : 4500
 :    -
 : 4500
 : 4500
       

             
             
NC_009146. : 
GPRIN3-mRN : 
Solid      : 
WhitePatch : 
             

                                                            
         *      4520         *      4540         *      4560
............................................................
------------------------------------------------------------
............................................................
............................................................
agtggctagcacaggctgttcctgcattaaaagaggagaaaaggaagaattcagcatctg

       
       
 : 4560
 :    -
 : 4560
 : 4560
       

             
             
NC_009146. : 
GPRIN3-mRN : 
Solid      : 
WhitePatch : 
             

                                                            
         *      4580         *      4600         *      4620
............................................................
------------------------------------------------------------
............................................................
............................................................
gtaataatatttattttcatgagtttggagtaatcacatgatttataaatagttcagtga

       
       
 : 4620
 :    -
 : 4620
 : 4620
       

             
             
NC_009146. : 
GPRIN3-mRN : 
Solid      : 
WhitePatch : 
             

                                                            
         *      4640         *      4660         *      4680
............................................................
------------------------------------------------------------
............................................................
............................................................
agcagaggcctaagagagttgtaggcatttgtcaaatattaacttaattagttaatttaa

       
       
 : 4680
 :    -
 : 4680
 : 4680
       

             
             
NC_009146. : 
GPRIN3-mRN : 
Solid      : 
WhitePatch : 
             

                                                            
         *      4700         *      4720         *      4740
............................................................
------------------------------------------------------------
............................................................
............................................................
tttaaactaaatttggtgttgtcgttgtgcctctcaaattgaaacttactgtttgatgta

       
       
 : 4740
 :    -
 : 4740
 : 4740
       

             
             
NC_009146. : 
GPRIN3-mRN : 
Solid      : 
WhitePatch : 
             

                                                            
         *      4760         *      4780         *      4800
............................................................
------------------------------------------------------------
............................................................
............................................................
gtaactctaactggttttctttggtgctggaactaacctttacttcttaatctttatttt

       
       
 : 4800
 :    -
 : 4800
 : 4800
       

Figure 14 (Continued)
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NC_009146. : 
GPRIN3-mRN : 
Solid      : 
WhitePatch : 
             

                                                            
         *      4820         *      4840         *      4860
............................................................
------------------------------------------------------------
............................................................
............................................................
ttacctttagtctttacttctaccacactctaaagattgtcacaaaatattacaaaagct

       
       
 : 4860
 :    -
 : 4860
 : 4860
       

             
             
NC_009146. : 
GPRIN3-mRN : 
Solid      : 
WhitePatch : 
             

                                                            
         *      4880         *      4900         *      4920
............................................................
------------------------------------------------------------
............................................................
............................................................
ttcttgttgctattgaatctcctaaaaagaacagcttttaaaaacagtagcagaaataga

       
       
 : 4920
 :    -
 : 4920
 : 4920
       

             
             
NC_009146. : 
GPRIN3-mRN : 
Solid      : 
WhitePatch : 
             

                                                            
         *      4940         *      4960         *      4980
............................................................
------------------------------------------------------------
............................................................
............................................................
ttatcaaatggataaataagataggagcctattcaagacagcagtgtttttgcattgtga

       
       
 : 4980
 :    -
 : 4980
 : 4980
       

             
             
NC_009146. : 
GPRIN3-mRN : 
Solid      : 
WhitePatch : 
             

                                                            
         *      5000         *      5020         *      5040
............................................................
------------------------------------------------------------
............................................................
............................................................
tagcctagatgttctcacagtaaaactttttttttttttaaagattttattttttccttt

       
       
 : 5040
 :    -
 : 5040
 : 5040
       

             
             
NC_009146. : 
GPRIN3-mRN : 
Solid      : 
WhitePatch : 
             

                                                            
         *      5060         *      5080         *      5100
............................................................
------------------------------------------------------------
............................................................
............................................................
ttctccccaaagccccccagtacatagttgtatattcttcattgtgggtccttctagttg

       
       
 : 5100
 :    -
 : 5100
 : 5100
       

             
             
NC_009146. : 
GPRIN3-mRN : 
Solid      : 
WhitePatch : 
             

                                                            
         *      5120         *      5140         *      5160
............................................................
------------------------------------------------------------
............................................................
............................................................
tggcatgtgggacgctgcctcagcgtggtctgatgagcggtgccatgtccgcacccagga

       
       
 : 5160
 :    -
 : 5160
 : 5160
       

             
             
NC_009146. : 
GPRIN3-mRN : 
Solid      : 
WhitePatch : 
             

                                                            
         *      5180         *      5200         *      5220
............................................................
------------------------------------------------------------
............................................................
............................................................
tttgaaccgacgaaacactgggccgcctgcagcggagcgcgcgaacttaaccgctcggcc

       
       
 : 5220
 :    -
 : 5220
 : 5220
       

             
             
NC_009146. : 
GPRIN3-mRN : 
Solid      : 
WhitePatch : 
             

                                                            
         *      5240         *      5260         *      5280
............................................................
------------------------------------------------------------
............................................................
............................................................
acggggccagcccctcacagtaaaacttttatttgaaaattttccttcacttggacgtgt

       
       
 : 5280
 :    -
 : 5280
 : 5280
       

             
             
NC_009146. : 
GPRIN3-mRN : 
Solid      : 
WhitePatch : 
             

                                                            
         *      5300         *      5320         *      5340
............................................................
------------------------------------------------------------
............................................................
............................................................
gacgcagcatagaccttcggtacatcatttgtgagtctttaggttcattcaacaaatgaa

       
       
 : 5340
 :    -
 : 5340
 : 5340
       

Figure 14 (Continued)
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NC_009146. : 
GPRIN3-mRN : 
Solid      : 
WhitePatch : 
             

                                                            
         *      5360         *      5380         *      5400
............................................................
------------------------------------------------------------
............................................................
............................................................
ggtgcaaagctttgttcacagcatggcagcctctttgaacttgctctgctgttccctagc

       
       
 : 5400
 :    -
 : 5400
 : 5400
       

             
             
NC_009146. : 
GPRIN3-mRN : 
Solid      : 
WhitePatch : 
             

                                                            
         *      5420         *      5440         *      5460
............................................................
------------------------------------------------------------
............................................................
............................................................
tgcatggcacacatggggttgaaagccgtttgtttttctttcttaaaccagtagtaaaag

       
       
 : 5460
 :    -
 : 5460
 : 5460
       

             
             
NC_009146. : 
GPRIN3-mRN : 
Solid      : 
WhitePatch : 
             

                                                            
         *      5480         *      5500         *      5520
............................................................
------------------------------------------------------------
............................................................
............................................................
acagatgagttagaacagtttctggaagacaatgaaacatttaaaatgctaagatgctat

       
       
 : 5520
 :    -
 : 5520
 : 5520
       

             
             
NC_009146. : 
GPRIN3-mRN : 
Solid      : 
WhitePatch : 
             

                                                            
         *      5540         *      5560         *      5580
............................................................
------------------------------------------------------------
............................................................
............................................................
acaacttacccagtgaatactagaatttttaatttaaatattgattttgctatttttatg

       
       
 : 5580
 :    -
 : 5580
 : 5580
       

             
             
NC_009146. : 
GPRIN3-mRN : 
Solid      : 
WhitePatch : 
             

                                        
         *      5600         *      5620
........................................
----------------------------------------
........................................
........................................
accgcaagaaaaatgtcatcgcttcagctgtcacatgttt

       
       
 : 5620
 :    -
 : 5620
 : 5620
       

Figure 14 (Continued)
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Figure 15. Amino acid sequences of the GPRIN3. Reference sequences was

from GenBank (GPRIN3-mRN is the accession number XP_005608638).
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Figure 15 (Continued)
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TIGD2 유전자는 말의 3번 염색체 48,945,077bp에서 48,948,335bp에 reverse

strand 방향으로 위치하고 있다(Figure 16). TIGD2 유전자는 1개의 coding

exon으로 구성되어 있으며 525개의 아미노산 서열을 암호화한다. 단색(solid)

모색과 토비아노(Tobiano) 모색에서 얻은 TIGD2 유전자의 DNA 서열을 기존에

보고된 Throughbred TIGD2 서열(XM_005608623)과 비교했을 때, 총 4개의 SNP

(c.483G>A, c.996A>G, c.1175G>A, c.*152G>A)가 확인되었다(Figure 17). SNP 중

coding 영역에 있는 c.483G>A와 c.996A>G는 침묵 돌연변이로 확인됐으며, 단색

모색과 토비아노 모색 간의 염기서열 차이가 없는 것으로 확인됐다. c.1175G>A는

아미노산 서열을 p.392S>N (Ser>Asp)로 치환되는 것으로 확인되었으나, 단색

모색과 토비아노 모색 간의 염기서열 차이는 없었다.(Figure 17). c.397_398insC의

reference amino acid 서열을 확인한 결과 아미노산 코돈이 x로 표기되어

DNA 염기서열 오류로 추정된다. TIGD2 유전자 3′-UTR에 위치한 c.*152G>A

SNP는 단색 모색과 토비아노 모색 간의 염기서열에 차이가 있는 것으로 확인되었다

(Figure 18).



- 68 -

Figure 16. TIGD2 gene structure. TIGD2 gene has one coding exon and include the 525 amino acid sequence. Four SNPs

are identified (c.483G>A, c.996A>G, c.1175G>A, c.*152G>A).
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TIGD2-cods : 
Solid-1    : 
WhitePatch : 
             

                                                            
         *        20         *        40         *        60
............................................................
............................................................
............................................................
ATGTTGGGGAAACGTAAGCGTGTAGTGTTGACAATTAAGGACAAGCTTGAGATTATTAAG

       
       
 :   60
 :   60
 :   60
       

             
             
TIGD2-cods : 
Solid-1    : 
WhitePatch : 
             

                                                            
         *        80         *       100         *       120
............................................................
............................................................
............................................................
AAACTTGAGGAAGGCATATCTTTCAAAAAACTTTCTGTGGTGTATGGAATTGGGGAATCC

       
       
 :  120
 :  120
 :  120
       

             
             
TIGD2-cods : 
Solid-1    : 
WhitePatch : 
             

                                                            
         *       140         *       160         *       180
............................................................
............................................................
............................................................
ACAGTTCGTGACATTAAAAAGAACAAAGAAAGGATAATAAACTATGCAAACAGTTCAGAT

       
       
 :  180
 :  180
 :  180
       

             
             
TIGD2-cods : 
Solid-1    : 
WhitePatch : 
             

                                                            
         *       200         *       220         *       240
............................................................
............................................................
............................................................
CCTACTAGTGAGGTATCCAAACGTAAATCCATGAAGTCATCGACATATGAAGAACTGGAT

       
       
 :  240
 :  240
 :  240
       

             
             
TIGD2-cods : 
Solid-1    : 
WhitePatch : 
             

                                                            
         *       260         *       280         *       300
............................................................
............................................................
............................................................
AGAGTTATGATAGAGTGGTTTAACCAACAGAAAACAGATGGGATTCCAGTGTCTGGAACA

       
       
 :  300
 :  300
 :  300
       

             
             
TIGD2-cods : 
Solid-1    : 
WhitePatch : 
             

                                                            
         *       320         *       340         *       360
............................................................
............................................................
............................................................
ATTTGTGCAAAACAAGCCAAGTTCTTTTTTGATGCATTGGGGATGGAAGGTGATTTTAAT

       
       
 :  360
 :  360
 :  360
       

             
             
TIGD2-cods : 
Solid-1    : 
WhitePatch : 
             

                                                            
         *       380         *       400         *       420
....................................-.......................
............................................................
............................................................
GCATCCTCTGGCTGGCTAACTCGATTTAAGCAGCGCcACGGTATTCCAAAGGCGGCTGGT

       
       
 :  419
 :  420
 :  420
       

             
             
TIGD2-cods : 
Solid-1    : 
WhitePatch : 
             

                                                            
         *       440         *       460         *       480
............................................................
............................................................
............................................................
AAAGGAACAAAATTAAAAGGAGATGAAACGGCTGCCAGTGAATTTTGTGGTAACTTTCAG

       
       
 :  479
 :  480
 :  480
       

             
             
TIGD2-cods : 
Solid-1    : 
WhitePatch : 
             

                                                            
         *       500         *       520         *       540
..g.........................................................
............................................................
............................................................
GAaTTTGTTGAGAGAGAGAATCTACAACCAGAGCAAATTTATGGTGCTGATCAAACTGGA

       
       
 :  539
 :  540
 :  540
       

             
             
TIGD2-cods : 
Solid-1    : 
WhitePatch : 
             

                                                            
         *       560         *       580         *       600
............................................................
............................................................
............................................................
TTGTTCTGGAAATGTCTACCATCTAGGACCTTAGCCCTTGAAACTGAGCAGACTACTTCT

       
       
 :  599
 :  600
 :  600
       

Figure 17. Nucleotide sequences and mutations of the complete TIGD2.

Reference sequences was from GenBank (TIGD2-cods is the accession

number XM_005608623). Dotes indicate identical sequence to Thoroughbred.
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TIGD2-cods : 
Solid-1    : 
WhitePatch : 
             

                                                            
         *       620         *       640         *       660
............................................................
............................................................
............................................................
GGTTATAGGTCAAGCAGAGAGAGAATCATTATTATGTGCTGTGCAAATGCCACAGGCTTA

       
       
 :  659
 :  660
 :  660
       

             
             
TIGD2-cods : 
Solid-1    : 
WhitePatch : 
             

                                                            
         *       680         *       700         *       720
............................................................
............................................................
............................................................
CACAAACTTAATCTTTGTGTTGTGGGAAAAGCAAAAAAACCCCGTGCATTCAAAGGAGCT

       
       
 :  719
 :  720
 :  720
       

             
             
TIGD2-cods : 
Solid-1    : 
WhitePatch : 
             

                                                            
         *       740         *       760         *       780
............................................................
............................................................
............................................................
GACCTTTCAAACCTTCCTGTAACTTATTTCAGTCAAAAAAGTGCATGGATAGAACATTCT

       
       
 :  779
 :  780
 :  780
       

             
             
TIGD2-cods : 
Solid-1    : 
WhitePatch : 
             

                                                            
         *       800         *       820         *       840
............................................................
............................................................
............................................................
GTTTTCAGACAGTGGTTTGAGAAATACTTTGTGCCACAGGTACAGAAGCATTTGAAATCC

       
       
 :  839
 :  840
 :  840
       

             
             
TIGD2-cods : 
Solid-1    : 
WhitePatch : 
             

                                                            
         *       860         *       880         *       900
............................................................
............................................................
............................................................
AAGGGGCTTCTAGAAAAAGCAGTGCTTCTTTTGGATTTTCCCCCAGCACATCCACATGAA

       
       
 :  899
 :  900
 :  900
       

             
             
TIGD2-cods : 
Solid-1    : 
WhitePatch : 
             

                                                            
         *       920         *       940         *       960
............................................................
............................................................
............................................................
GAATTGTTGAGTTCAGATGATGGCAGAATAGTTGTGAAATACTTGCCACCAAATGTCACA

       
       
 :  959
 :  960
 :  960
       

             
             
TIGD2-cods : 
Solid-1    : 
WhitePatch : 
             

                                                            
         *       980         *      1000         *      1020
...................................a........................
............................................................
............................................................
AGTCTTATTCAACCTATGAGCCAGGGAGTTCTAGCgACAGTAAAAAGATACTACCGAGCA

       
       
 : 1019
 : 1020
 : 1020
       

             
             
TIGD2-cods : 
Solid-1    : 
WhitePatch : 
             

                                                            
         *      1040         *      1060         *      1080
............................................................
............................................................
............................................................
GGACTTCTCCAGAAATACATGGATGAAGGAATTGACCCAAAAATGTTTTGGAAGAACTTA

       
       
 : 1079
 : 1080
 : 1080
       

             
             
TIGD2-cods : 
Solid-1    : 
WhitePatch : 
             

                                                            
         *      1100         *      1120         *      1140
............................................................
............................................................
............................................................
ACAGTGTTGGATGCCATTTATGAAGTATCAAGAGCTTGGAACATGGTAAAATCAAGTACT

       
       
 : 1139
 : 1140
 : 1140
       

             
             
TIGD2-cods : 
Solid-1    : 
WhitePatch : 
             

                                                            
         *      1160         *      1180         *      1200
..................................g.........................
............................................................
............................................................
ATAACAAAAGCATGGAGAAAACTTTTCCCTGGCAaTGAAGAGAATTCAGGCATGAACATT

       
       
 : 1199
 : 1200
 : 1200
       

             
             
TIGD2-cods : 
Solid-1    : 
WhitePatch : 
             

                                                            
         *      1220         *      1240         *      1260
............................................................
............................................................
............................................................
GATGAAGGAGCCATTTTAGCAGCTAACTTAGCAACGGTTTTGCAGAATACAGAAGACTGT

       
       
 : 1259
 : 1260
 : 1260
       

Figure 17 (Continued)
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TIGD2-cods : 
Solid-1    : 
WhitePatch : 
             

                                                            
         *      1280         *      1300         *      1320
............................................................
............................................................
............................................................
GAACACGCTGACATTGAGAATATTGATCAGTGGTTTGAATCTCCGAGTAATGACTCAAGC

       
       
 : 1319
 : 1320
 : 1320
       

             
             
TIGD2-cods : 
Solid-1    : 
WhitePatch : 
             

                                                            
         *      1340         *      1360         *      1380
............................................................
............................................................
............................................................
TGTCAGGTGCTGACTGACAGTGAAGGTGCAGAGGACCAGGCCAAGCCTGCTGAACAAAAA

       
       
 : 1379
 : 1380
 : 1380
       

             
             
TIGD2-cods : 
Solid-1    : 
WhitePatch : 
             

                                                            
         *      1400         *      1420         *      1440
............................................................
............................................................
............................................................
CTTTCCACTAAGACCAGAAAAACAGAACTGAATCCAGAGAAGCATATTAGCCATAAAGTT

       
       
 : 1439
 : 1440
 : 1440
       

             
             
TIGD2-cods : 
Solid-1    : 
WhitePatch : 
             

                                                            
         *      1460         *      1480         *      1500
............................................................
............................................................
............................................................
GCACTTGAATGGACTGAAAATTTGCTGGATTATCTAGAACAACAAGATGACATGCTTCTG

       
       
 : 1499
 : 1500
 : 1500
       

             
             
TIGD2-cods : 
Solid-1    : 
WhitePatch : 
             

                                                            
         *      1520         *      1540         *      1560
............................................................
............................................................
............................................................
TCTGATAAACTGGTATTGCGGAGGCTTAGAACGATAATAAGAAGAAAACAGAAGATCCAG

       
       
 : 1559
 : 1560
 : 1560
       

             
             
TIGD2-cods : 
Solid-1    : 
WhitePatch : 
             

                                                            
         *      1580         *      1600         *      1620
..................------------------------------------------
............................................................
............................................................
AATAACAAAAGTCATTAAtgctcctaagggtctcagtgtatttgcatctttatgacttta

       
       
 : 1577
 : 1620
 : 1620
       

             
             
TIGD2-cods : 
Solid-1    : 
WhitePatch : 
             

                                                            
         *      1640         *      1660         *      1680
------------------------------------------------------------
............................................................
............................................................
tctgcagtggaacttaattatgttatttgaagtgctgtggatttcaacgccaaatacatt

       
       
 :    -
 : 1680
 : 1680
       

             
             
TIGD2-cods : 
Solid-1    : 
WhitePatch : 
             

                                                            
         *      1700         *      1720         *      1740
------------------------------------------------------------
.................................................G..........
............................................................
ttataaatgattttaggattagatgccattttggattactggaattact ctctttaatg

       
       
 :    -
 : 1740
 : 1740
       

             
             
TIGD2-cods : 
Solid-1    : 
WhitePatch : 
             

                                                            
         *      1760         *      1780         *      1800
------------------------------------------------------------
............................................................
............................................................
tcaactctagtaaatgagcattgacatataacttgtctgtctactgtttgtactctgtat

       
       
 :    -
 : 1800
 : 1800
       

             
             
TIGD2-cods : 
Solid-1    : 
WhitePatch : 
             

         
         
---------
.........
.........
tatactact

       
       
 :    -
 : 1809
 : 1809
       

Figure 17 (Continued)



- 72 -

Figure 18. Amino acid sequences of the TIGD2. Reference sequences was

from GenBank (TIGD2-cods is the accession number XP_005608680).
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Figure 18 (Continued)
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GPRIN3 유전자내 6개의 SNP, TIGD2 c.*152G>A와 GWAS 분석 결과 유의성이

가장 높은 SNP 1개에 대해 pyrosequencing 방법으로 유전자형을 결정하여 연관

관계를 분석하였다. GPRIN3 SNPs, TIGD2 SNP 및 BIEC2-819509 SNP의

유전자형 빈도, H-W p value, LOD score는 Table 9에 나타내었다. GPRIN3

c.1114G>A, c.1388C>T, c.*331A>G 및 BIEC2-819509 SNP에서는 각각 G/G,

C/C, A/A, A/A 유전자형이 단색(solid) 모색에서는 0.655～0.873으로 비도가 높은

것으로 확인되었으나 토비아노(Tobiano) 모색에서는 나타나지 않았다. 반면에

c.1114G>A는 A/A, c.1226C>T는 C/T, T/T, c.1388C>T는 T/T, c.1476G>A에서는

A/A 유전자형이 토비아노에서만 나타났으며 빈도가 0.034～0.190으로 확인되었다.

c.1226C>T는 Hardy-Weinberg 평형상태를 이루지 못하는 것으로 확인되었으며

(p<0.001) 다른 SNP에서는 평형상태를 이루는 것으로 확인되었다. 각 SNP 별

Single marker regression model을 이용하여 LOD 값을 산출한 결과 60.9～121.2로

나타나 각 SNP는 토비아노 형질에 대해 높은 연관관계가 있는 것을 확인할 수

있었다. GPRIN3 c.1114G>A에서는 LOD 값이 121.2로 나타나 GWAS 분석 결과

유의성이 높은 BIEC2-819509 SNP 보다 연관관계가 높았다. TIGD2 c.*152G>A

SNP는 G/G 유전자형 빈도가 단색에서 0.979로 높게 나타났으나 토비아노에서는

출현하지 않았다. LOD 값은 206.6으로 나타나 GPRIN3 SNPs 및 BIEC2-819509

SNP보다도 높게 나타나 TIGD2 c.*152G>A SNP는 토비아노 형질에 대해 매우

높은 연관관계가 있는 것을 확인할 수 있었다.

토비아노 형질에 대한 haplotype 연관관계 분석을 위해 7개의 SNP를 분석하였

으며 GPRIN3 c.1388C>T SNP는 GPRIN3 c.1114G>A SNP와 동일한 결과를

보여 Haplotype 구성에 배제하였다. Haplotype 구성은 EM-algorism을 이용하였고

GPRIN3 c.1114G>A, c.1226C>T, c.1476G>A, c.1790G>A, c.*331A>G,

BIEC2-819509 SNP 및 TIGD2 c.*152G>A SNPs를 이용하여 추정하였다.

Haplotype의 토비아노와 단색 모색에 대한 빈도, Odd ratio 및 연관관계 분석

결과는 Table 10에 나타내었다. 토비아노에서는 h1과 h2가 각각 0.327과 0.396으로
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빈도가 높았으며, 단색에서는 h1의 빈도가 0.676으로 높게 나타났고 h2 빈도는

0.007로 낮게 나타났다. Haplotype 별 Odd ratio를 분석한 결과 h2 haplotype에서

Odd ratio가 268.3으로 높게 나타났으며 토비아노 연관관계 유의성은(1.19×10-31)

높은 것으로 확인되었다.

본 연구결과 TIGD2 c.*152G>A, GPRIN3 c.1114G>A, GPRIN3 c.*331A>G

및 BIEC-819509는 토비아노와 단색 모색 간 구분을 위한 보조 marker로 이용

가능할 것으로 사료된다.
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Table 9. Distribution of allele and genotype frequencies and association

analysis of GPRIN3 SNPs, BIEC2-819509 SNP and TIGD2 SNP

SNP ID
Genotype
& allele

white patch
(n=58)

solid
(n=142) H-W

p value
LOD
Score

N freq. N freq.

GPRIN3

c.1114G>A

G/G 0 - 124 0.873

0.751 121.2

G/A 48 0.828 18 0.127

A/A 10 0.172 0 -

G 48 0.414 266 0.937

A 68 0.586 18 0.063

GPRIN3

c.1226C>T

C/C 46 0.793 142 1

0.001 65.4

C/T 2 0.034 0 -

T/T 8 0.138 0 -

C 98 0.839 284 1

T 18 0.161 0 -

GPRIN3

c.1388C>T†

C/C 0 - 124 0.873

0.751 121.2

C/T 48 0.828 18 0.127

T/T 10 0.172 0 -

C 48 0.414 266 0.937

T 68 0.586 18 0.063

GPRIN3

c.1476G>A

G/G 1 0.017 124 0.873

0.462 116.9

G/A 46 0.793 18 0.127

A/A 11 0.190 0 -

G 48 0.414 266 0.937

A 68 0.586 18 0.063

GPRIN3

c.1790G>A

G/G 1 0.017 114 0.803

0.079 66.1

G/A 48 0.828 19 0.134

A/A 9 0.155 9 0.063

G 50 0.431 248 0.870

A 66 0.569 36 0.130

GPRIN3

c.*331A>G

A/A 0 - 93 0.655

0.781 60.9

A/G 44 0.759 44 0.310

G/G 14 0.241 5 0.035

A 44 0.379 230 0.810

G 72 0.621 54 0.190

BIEC2-819509

A/A 0 - 119 0.838

0.269 109.5

A/C 52 0.897 22 0.155

C/C 6 0.103 1 0.007

A 52 0.448 260 0.915

C 64 0.552 24 0.085

TIGD2

c.*152G>A

G/G 0 - 139 0.979

0.264 206.6

G/A 55 0.948 3 0.021

A/A 3 0.051 0 -

G 54 0.474 280 0.989

A 62 0.526 4 0.011

†Shown the same result as GPRIN3 c.1114G>A.
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Table 10. Haplotype frequencies and association of analysed SNPs

Haplotype
(sequence)

white patch
(n=58)

solid
(n=142)

total
Odds ratio
(0.95CI)

χ2 p value
freq. freq.

h1(GGCGAAG) 0.327 0.676 0.583
0.27

(0.13-0.57)
12.7 3.6×10-4

h2(AGTAGCA) 0.396 0.007 0.119
268.3

(57.9-1,343.6)
137.0 1.19×10-31

h3(GGCGGAG) 0.025 0.126 0.098
0.16

(0.04-0.54)
10.6 0.001

h4(GGCGACG) 0.025 0.066 0.055 - - 0.155

h5(AGTAGAG) - 0.056 0.041 - - 0.515

h6(GGCAAAG) - 0.049 0.035 - - 0.642

h7(AATAGCA) 0.086 - 0.026 - 16.9 3.8×10-5

h8(AATAGAG) 0.060 - 0.016 - 14.3 1.5×10-4

h9(GGCAACG) - 0.010 0.007 - - -

h10(GGCAAAN) - 0.007 0.005 - - -

h11(GGCGGAA) 0.008 - 0.002 - - -

h12(AGCAGCA) 0.008 - 0.002 - - -

h13(GGTGAAG) 0.008 - 0.002 - - -

h14(AGTGGAG) 0.008 - 0.001 - - -

h15(AATGGCA) 0.008 - 0.001 - - -

h16(ANCAACA) 0.008 - 0.0002 - - -

h17(GNTGGCG) 0.017 - 0.0002 - - -

h18(ANCAAAA) 0.008 - 0.0000 - - -
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Ⅴ. 요 약

본 연구는 국내 유일의 재래마인 제주마의 모색 특성과 백반(얼루기) 모색의 분자

유전학적 특성 구명으로 제주마의 모색에 대한 유전학적 정립과 모색의 다양성

확보를 위한 기초자료를 확보하기 위해 수행되었다. 모색 특성은 등록제주마

1,465두, 더러브렛 119두, 교잡마(제주마×더러브렛) 228두에서 기본 모색인 가라

(흑색, Black), 유마(적갈색, Bay) 그리고 적다(적색, Chestnut)와 관련 있는

MC1R과 ASIP 유전자 분석과 총마(회색, Gray)와 월라(얼루기, 백반, white patch)

모색과 관련된 것으로 알려진 STX17과 ECA3-inversion의 유전자형에 대한 분석

및 백반 관련 GWAS 분석을 수행하였다.

분석결과 제주마 집단에서는 MC1R 유전자의 E+/E+, E+/Ee 및 Ee/Ee 유전자형

빈도는 각각 0.122, 0.447 및 0.429로 조사되었다. 더러브렛과 교잡마에서도

제주마와 유사한 빈도를 보여주고 있으나 더러브렛에서 Ee/Ee 유전자형이 다소

낮게 나타났다.

ASIP 유전자의 AA/AA, AA/Aa 및 Aa/Aa 유전자형 빈도는 제주마에서 각각 0.46,

0.448 및 0.091로 조사되었다. MC1R 유전자의 E+/- 유전자형과 함께 ASIP 유전자의

Aa/Aa 유전자형의 조합에 의해 흑모색이 발현되는데 제주마에서 Aa/Aa 유전자형이

0.091로 나타나 흑모색 발현은 5.1% 이하로 추정된다. 흑모색을 나타내는

E+-AaAa haplotype 빈도는 제주마, 교잡마, 더러브렛에서 각각 0.042, 0.079, 0.025로

나타나 교잡마에서 빈도가 높았으며, 적갈색 모색은 더러브렛 집단에서 빈도가

높았고 제주마와 교잡마 집단에서는 유사한 빈도를 나타냈다.

제주마에서 월라 표현형으로 발현되는 To/To와 To/+ 유전자형이 각각 0.1%와

11.9%로 나타나 제주마의 월라 모색은 12%로 나타났다. 교잡마에서 To/To

유전자형은 확인되지 않았으며, To/+ 유전자형은 3.9%로 나타나 제주마에 비해

월라 모색 빈도가 낮게 나타났다. 반면에 더러브렛에서는 To 유전인자는 검출되지

않았다.

더러브렛과 교잡마에서 총마 모색을 나타내는 G/g 유전자형이 각각 6.7%와
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5.2%로 나타나 두 집단에서는 총마의 빈도는 낮게 나타났다. 반면 제주마에서는

G 유전인자의 homozygote 빈도와 heterozygote 빈도가 각각 0.2%와 68%로

나타나 제주마 모색의 큰 비율을 차지하고 있는 것으로 확인되었다.

MC1R, ASIP , ECA3-inversion 인자들은 Hardy-Weinberg 평형상태를 유지

하고 있었으나 제주마의 STX17에서 Hardy-Weinberg 평형상태를 이루지 않는

것으로 나타났다(p<0.001). 이는 제주마 집단 유지를 위해 종마 선정시 총마모색의

종마를 선정하여 교배한 결과 총마 유전인자의 증가에 의한 것으로 사료되었다.

세대 경과에 따른 제주마 MC1R과 ASIP 유전인자 및 유전자형의 빈도는

큰 변화가 없었다. 월라 유전인자인 To는 0세대 0.126에서 점진적으로 감소하여

2.5세대 0.034로 나타나 제주마 월라 모색은 세대가 경과 됨에 따라 유의적으로

감소하였다(p<0.05). 총마를 발현하는 STX17 유전자의 G 유전인자 빈도 변화는

0세대 0.192에서 2.5세대 0.386으로 유의적으로 증가하였다(p<0.05). 또한 STX17

유전자형 빈도에서도 총마 발현 유전자형인 G/g의 빈도는 0세대 0.384에서 2.5

세대 0.764로 2배가 증가하여 세대 경과에 따라 총마 발현 유전자와 유전자형

빈도가 급격히 증가하는 것을 확인할 수 있었다.

제주마 월라 모색의 유전학적 특성 구명을 위해 Tobiano, Overo, Sabino와

관련된 인자 분석을 수행한 결과 월라 모색은 Tobiano와 관련된 ECA3-inversion

에서는 모두 To 유전인자를 갖고 있는 것이 확인되었으며, Overo와 관련된

EDNRB 그리고 Sabino와 관련된 KIT intron 16 SNP에서는 모두 wild type으로

확인되었다. 따라서 제주마의 월라 모색은 Tobiano 형태에 속하는 것으로 사료

되었다.

얼루기 모색(백반)과 염색체상 염기서열의 연관성 탐구를 위해 GWAS 분석 결과

주로 3번 염색체에서 강한 연관을 보여주고 있었으며, 그중 유의수준 p<0.001을

만족하는 SNP는 equine genome 내에 72개로 조사되었다. 유의성이 있는 SNP

들은 3번 염색체 21Mbp부터 85.1Mbp까지 넓게 분포하였다. 가장 유의성이 높은

SNP는 48853535bp(BIEC2-819509)에 위치하였으며 p value는 1.01× 10-22으로

나타났다. 유의성이 가장 높은 SNP 좌위 인접한 지역에 GPRIN3 유전자와

TIGD2 유전자를 확인할 수 있었으며, 또한 MC1R과 KIT 유전자도 유의성 있는

지역에 존재하는 것으로 확인되었다.
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GPRIN3 유전자의 DNA 서열을 분석한 결과 총 6개의 SNP를 확인하였고

삽입/결실 돌연변이는 발견되지 않았다. 확인된 SNP 중 c.1114G>A와

c.1476G>A는 Synonymous로 확인됐으며, c.1226C>T, c.1388C>T와 c.1790G>A는

amino acid 서열을 각각 p.372V>I (Val>Ile), p.409S>L (Ser>Leu), p.463T>M

(Thr>Met)로 치환하는 것으로 확인되었다. GPRIN3 유전자 내 SNP와 얼루기

(Tobiano)간 연관관계를 분석한 결과 LOD 값이 60.9～121.2로 높게 나타났다.

TIGD2 유전자에서는 4개의 SNP들을 확인하였으며, c.*152G>A는 단색 모색과

얼루기(Tobiano) 염기서열 간 차이를 확인할 수 있었다. TIGD2 c.*152G>A

SNP와 얼루기(Tobiano) 간 연관관계를 분석한 결과 LOD 값이 206.6으로 매우 높게

나타났다.

종합적으로 제주마의 모색 다양성은 감소하고 있는 것으로 확인되었고 특히

총마 모색 인자의 빈도가 세대의 경과에 따라 유의적으로 증가하고 있음을 확인

하였다. 따라서 제주마 집단의 모색 다양성을 유지하기 위해서는 종마 선정 단계에

모색 인자의 검토가 필요한 것으로 사료되었다. 또한 제주마에서 나타나는

얼루기 모색(월라)은 유전학적으로 토비아노(Tobiano)에 속하는 것으로 확인되었다.

얼루기(Tobiano) 관련 염기서열은 말의 3번 염색체에서 연관관계가 높은 것으로

나타났으며, TIGD2 c.*152G>A, GPRIN3 c.1114G>A, GPRIN3 c.*331A>G 및

BIEC-819509 SNP를 확인하였고 이들 SNP들은 토비아노(Tobiano) 모색 확인을

위한 보조 마커로 이용 가능할 것으로 사료된다.
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