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특허청구의 범위

청구항 1 

(a) 서열번호 1로 표시되는 MYH13 유전자 유래 폴리뉴클레오티드에서 201번째 염기가 G 또는 A이고, 상기 201번

째 염기를 포함하는 5 내지 100개의 연속적인 염기로 구성되는 폴리뉴클레오티드 또는 이의 상보적인 폴리뉴클

레오티드

(b) 서열번호 2로 표시되는 MYH4 유전자 유래 폴리뉴클레오티드에서 603번째 염기가 T 또는 C이며, 상기 603번

째 염기를 포함하는 5 내지 100개의 연속적인 염기로 구성되는 폴리뉴클레오티드 또는 이의 상보적인 폴리뉴클

레오티드를 포함하는, 돼지의 육질형질 수준을 판단할 수 있는 일배체형 마커.

청구항 2 

제1항에 있어서,

상기 돼지의 육질형질은 돼지육의 근내지방함량, 육색, 보수력 및 전단력으로 구성된 군으로부터 선택되는 형질

인 것인 일배체형 마커.

청구항 3 

제1항의 돼지의 육질형질 수준을 판단할 수 있는 일배체형 마커를 검출 또는 증폭할 수 있는 제제를 포함하는,

돼지의 육질형질 수준 판단용 조성물.

청구항 4 

제3항에 있어서,

상기 제제는 서열번호 1로 표시되는 폴리뉴클레오티드를 증폭시킬 수 있는 서열번호 3 내지 5로 구성된 군으로

부터 선택되는 폴리뉴클레오티드로 표시되는 프라이머인 것인 조성물.

청구항 5 

제3항에 있어서,

상기 제제는 서열번호 2로 표시되는 폴리뉴클레오티드를 증폭시킬 수 있는 서열번호 6 내지 8로 구성된 군으로

부터 선택되는 폴리뉴클레오티드로 표시되는 프라이머인 것인 조성물.

청구항 6 

제3항 내지 제5항 중 어느 한 항의 조성물을 포함하는 돼지의 육질형질 수준 판단용 키트.

청구항 7 

제6항에 있어서, 

상기 키트는 RT-PCR 키트 또는 DAN 칩 키트인 것인 돼지의 육질형질 수준 판단용 키트.
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청구항 8 

제1항의 폴리뉴클레오티드를 포함하는 돼지의 육질형질 수준 판단용 마이크로어레이.

청구항 9 

(a) 개체로부터 분리된 시료의 DNA로부터 제1항의 일배체형 마커에 포함된 서열번호 1로 구성된 폴리뉴클레오티

드 및 서열번호 2로 구성된 폴리뉴클레오티드의 다형성 부위를 증폭시키는 단계; 및

(b) 상기 (a) 단계의 증폭된 각 다형성 부위의 염기를 결정하는 단계를 포함하는, 돼지의 육질형질 수준을 판단

하는 방법.

청구항 10 

제9항에 있어서,

서열번호 1의 폴리뉴클레오티드에서, 다형성 부위인 201 번째 염기의 대립유전자가 G이고, 서열번호 2의 폴리뉴

클레오티드에서, 다형성 부위인 603 번째 염기의 대립유전자가 T인 경우 돼지의 육질형질 수준이 일반 돼지의

것보다 높은 것으로 판단하는 것인 방법.

명 세 서

기 술 분 야

본 발명은 돼지의 육질형질 판단용 일배체형 마커 및 이의 용도에 관한 것으로, 보다 구체적으로 본 발명은 돼[0001]

지의 육질형질 수준을 판단할 수 있는 SNP를 포함하는 일배체형 마커, 상기 일배체형 마커를 검출 또는 증폭할

수 있는 제제를 포함하는 돼지의 육질형질 수준 판단용 조성물, 상기 조성물을 포함하는 돼지의 육질형질 수준

판단용 키트 또는 마이크로어레이 및 상기 일배체형 마커에 포함된 SNP의 다형성 부위를 결정하는 단계를 포함

하는 돼지의 육질형질 수준 판단방법에 관한 것이다.

배 경 기 술

약 9000년 전에 인도의 동부 지방에서 사육된 이래로, 돼지는 세계적으로 사람이 필요로 하는 단백질 섭취를 위[0002]

한 가장 기본적인 가축으로 각각의 시대와 상황 및 사람들의 기호에 따라 사육되어 왔다. 일반적으로 유럽품종

과 아시아 품종들은 각 대륙의 야생 멧돼지(Susscrofa)에서 유래되었으며, 현재까지 존재하고 있는 품종은 200

여종 이며, 최근 FAO (Finance and Accounts Office)에서 발표한 결과에 따르면 아시아품종이 30%, 유럽품종이

33% 정도임이 보고되었다. 이 품종들 사이에 표현형의 차이는 모색, 크기, 체형 등이 있다.

최근에는, 돼지육의 품질을 제고하기 위하여, 돼지를 일정한 규격에서 사육하고 과학적으로 관리하고, 이로부터[0003]

얻어진 돼지육을 브랜드화하고 있으며, 이미 다양한 브랜드의 돼지육이 상업적으로 판매되고 있다. 그러나, 이

처럼 브랜드화된 돼지육과 브랜드화되지 않은 돼지육은 일반인이 육안으로 식별하기 어렵기 때문에, 이러한 점

을 악용하여 브랜드화되지 않은 돼지육을 브랜드화된 돼지육으로 속여서 판매하는 방식으로 돼지육의 유통질서

를 교란시키는 사건이 빈번하게 발생하고 있다. 실제로, 브랜드화된 돼지와 브랜드화되지 않은 돼지육을 구별하

는 것은 전문가의 수준에서도 매우 어려운 일이기 때문에, 정품 브랜드의 돼지육을 판단하는 객관적인 기준을

마련하려는 연구가 활발히 진행되고 있다.

이러한  연구의  일환으로서,  돼지육의  유전자를  분석하여  정품  브랜드의  돼지육을  판단하는  방법이[0004]

개발되었는데,  이처럼  유전자를  분석하는  방법은  PCR  기술을  이용하는  RAPD(random  amplified  polymorphic

DNA), SSCP(single strand conformation polymorphisms) 기법 등의 다양한 DNA 분석기법을 이용하여 돼지육의

품종을 판별하는 방법을 개발 및 발전시키려는 방향으로 활발한 연구가 이루어지고 있다. 예를 들어, 특허공개

제2004-0039059호에는 돼지의 일당증체량, 등지방두께, 육질형질에 관련된 특이 DNA marker를 이용하여 돼지의
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형질이 우수한 돼지를 선발할 수 있는 유전자 검정방법이 개시되어 있고, 특허공개 제2007-0113336호에는 돼지

의 근세포 분화에 관여하는 것으로 알려진 Myogenin 유전자의 5’promoter 부위의 단일 염기서열 차이에 의한

변이(SNP)를 이용한 돼지 근세포수 증가 확인용 DNA 표지인자가 개시되어 있으며, 특허공개 제2011-0011443호에

는 KIT 유전자에 대한 한국재래돼지 특이적인 DNA marker를 검출하여, 한국재래돼지와 기타 개량종 돼지와의 정

확한 품종을 판별하는 기술이 개시되어 있고, 특허공개 제2011-0050261호에는 흑모색 돼지의 KIT 유전자 지역의

SNP로부터 추정된 haplotype을 이용하여 흑모색 돼지의 품종을 식별하는 방법이 개시되어 있으며, 특허공개 제

2011-0139011호에는 돼지 근내지방 함량 진단용 단일형질 다형성 바이오마커를 이용하여 육질을 평가하는 방법

이 개시되어 있고, 특허공개 제2012-0046968호에는 돼지의 유전자를 이용하여 전단력이 우수한 형질의 돼지를

선별하는 방법이 개시되어 있으며, 특허공개 제2012-0049624호에는 돼지의 유전자를 이용하여 육색이 우수한 형

질의 돼지를 선별하는 방법이 개시되어 있고,  특허공개 제2012-0052796호에는 돼지의 육질 특성에 관여하는

PPARGC1A 유전자의 새로운 유전적 변이(SNP) 부위를 이용한 돼지의 육질 증가 여부 확인용 DNA 표지인자가 개시

되어 있으며, 특허공개 제2012-0072871호에는 돼지의 불포화 지방산 함량 확인용 단일염기다형성(SNP) 마커를

이용하여 고품질의 돼지육을 확인하는 방법이 개시되어 있다. 그러나, 여전히 돼지의 육질형질 수준을 정확하게

판단하기 위한 방법에 대하여는 개발되지 않고 있다.

이러한 배경하에서, 본 발명자들은 돼지의 육질형질을 기준으로 하여 돼지육의 품질을 판단할 수 있는 방법을[0005]

개발하기 위하여 예의 연구노력한 결과, 돼지의 육질형질 수준에 관여하는 MYH13 유전자 및 MYH4 유전자로 구성

된 일배체형을 이용할 경우, 유전적으로 결정되는 돼지의 육질형질의 수준을 판별하여, 돼지의 품질을 판단할

수 있음을 확인하고 본 발명을 완성하였다.

발명의 내용

해결하려는 과제

본 발명의 하나의 목적은 돼지의 육질형질 수준을 판단할 수 있는 SNP를 포함하는 일배체형 마커를 제공하는 것[0006]

이다.

본 발명의 다른 목적은 상기 일배체형 마커를 검출 또는 증폭할 수 있는 제제를 포함하는 돼지의 육질형질 수준[0007]

판단용 조성물을 제공하는 것이다.

본 발명의 또 다른 목적은 상기 조성물을 포함하는 돼지의 육질형질 수준 판단용 키트 또는 마이크로어레이를[0008]

제공하는 것이다.

본 발명의 또 다른 목적은 상기 일배체형 마커에 포함된 SNP의 다형성 부위를 결정하는 단계를 포함하는 돼지의[0009]

육질형질 수준 판단방법을 제공하는 것이다.

과제의 해결 수단

상기 목적을 달성하기 위한 하나의 양태로서, 본 발명은 돼지의 육질형질 수준을 판단할 수 있는 단일염기다형[0010]

성인 SNP(single nucleotide polymorphism)를 포함하는 일배체형 마커를 제공한다.

본 발명의 용어 "일배체형(haplotype) 마커"란, 1개의 염색체 상에 다형의 유전자자리가 조밀하게 연쇄하여 존[0011]

재하는 경우, 동일 염색체 상에 연쇄하는 각 유전자자리의 대립유전자 조합을 포함하는 마커를 의미한다. 상기

일배체형을 이용하면 유전자 영역을 식별할 수 있고, 상기 일배체형을 형성하는 대립유전자는 연쇄불평형 관계

가 형성될 수 있다. 본 발명의 목적상 상기 일배체형은 특별히 이에 제한되지 않으나, MYH13 유전자의 SNP 부위

와 MYH4 유전자의 SNP 부위를 포함하는 전체 또는 일부 폴리뉴클레오티드일 수 있고, 보다 바람직하게는 서열번

호 1로 구성된 폴리뉴클레오티드(MYH13 유전자)의 전체 또는 일부 폴리뉴클레오티드와 서열번호 2로 구성된 폴

리뉴클레오티드(MYH4  유전자)의  전체  또는  일부  폴리뉴클레오티드를  포함할  수  있으며,  가장  바람직하게는

MYH13 유전자의 5'-UTR 영역에 존재하는 SNP 위치인 ATG 시작부위를 기준으로 ?4,999번째 염기에 해당하는 서열

번호 1로 구성된 폴리뉴클레오티드의 201번째 염기가 G 또는 A이고, 상기 SNP 위치를 포함하는 5 내지 100개의
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연속적인 염기로 구성되는 폴리뉴클레오티드 및 MYH4 유전자의 SNP 위치인 mRNA 서열기준 3,378번째 염기에 해

당하는 서열번호 2로 구성된 폴리뉴클레오티드의 603번째 염기가 T 또는 C이며, 상기 SNP 위치를 포함하는 5 내

지 100개의 연속적인 염기로 구성되는 폴리뉴클레오티드를 포함하는 폴리뉴클레오티드 또는 이의 상보적인 폴리

뉴클레오티드를 포함하는, 돼지의 육질형질 수준을 판단할 수 있는 일배체형 마커가 될 수 있다.

본 발명의 용어 "MYH13 유전자"란, 외적 안구 근육에서 발현되는 마이오신인 MYH13을 코딩하는 유전자를 의미하[0012]

는데, 상기 MYH13  유전자는 40개의 exon으로 구성되고, mRNA 염기서열을 기준으로 5,737bp의 길이를 가지며,

DNA 염기서열을 기준으로는 약 58,600bp의 길이를 갖는다. 상기 MYH13 유전자의 염기서열은 NCBI의 GenBank 등

공지의 데이터베이스에서 얻을 수 있는데, 그 예로서, GenBank Accession No. NM_003802.2로 표시되는 유전자가

될 수 있으며, 바람직하게는 서열번호 1의 폴리뉴클레오티드를 포함할 수 있다. 상기 MYH13은 안구의 이동기능

을 담당하는 특화된 마이오신으로 알려져 있다.

본 발명의 용어 "MYH4 유전자"란, 동물의 근육을 구성하는 마이오신에 포함된 중쇄단백질의 하나인 Myosin-4를[0013]

코딩하는  유전자를  의미하는데,  상기  MYH4  유전자는  40개의  exon으로  구성되고,  mRNA  염기서열을  기준으로

5,807bp의 길이를 가지며, 아미노산 서열을 기준으로는 1,936aa의 길이를 갖는다. 상기 MYH4 유전자의 염기서열

은  NCBI의  GenBank  등  공지의  데이터베이스에서  얻을  수  있는데,  그  예로서,  GenBank  Accession  No.

NM_017533.2로 표시되는 유전자가 될 수 있으며, 바람직하게는 서열번호 2의 폴리뉴클레오티드를 포함할 수 있

다. 상기 Myosin-4는 마이오신에 포함된 10종류의 중쇄단백질 중의 하나로서, 배아 발달과정에 관여하는 것으로

알려져 있다.

본 발명의 용어 "다형성(polymorphism)"이란, 하나의 유전자 좌위(locus)에 두 가지 이상의 대립유전자(allel[0014]

e)가 존재하는 경우를 의미하며 다형성 부위 중에서, 사람에 따라 단일 염기만이 다른 것을 단일염기 다형성

(single nucleotide polymorphism, SNP)이라 한다.  바람직한 다형성 마커는 선택된 집단에서 1% 이상, 더욱

바람직하게는 5% 또는 10% 이상의 발생빈도를 나타내는 두 가지 이상의 대립유전자를 가진다.

본 발명의 용어 "대립유전자(allele)"란, 상동염색체의 동일한 유전자좌위에 존재하는 한 유전자의 여러 타입을[0015]

의미한다.  대립유전자는 다형성을 나타내는데 사용되기도 하며, 예컨대, SNP는 두 종류의 대립인자(biallele)

를 갖는다.

상기 "서열번호 1" 및 "서열번호 2"는 다형성 부위를 포함하는 다형성 서열(polymorphic sequence)이다.  다형[0016]

성 서열이란 폴리뉴클레오티드 서열 중에 SNP를 포함하는 다형성 부위(polymorphic site)를 포함하는 서열을 의

미한다.  상기 폴리뉴클레오티드 서열은 DNA 또는 RNA가 될 수 있다.

본 발명의 일배체형 마커는 상기 MYH13 유전자의 SNP 부위가 G이고, 상기 MYH4 유전자의 SNP 부위가 T인 경우,[0017]

이를 포함하는 돼지가 일반 돼지보다도 높은 수준의 육질형질을 갖는다고 판단할 수 있다.

본 발명의 용어 "육질형질"이란, 돼지로부터 얻어진 도축물의 상태를 나타내는 다양한 표현형질을 의미하는데,[0018]

상기 표현형질은 특별히 이에 제한되지 않으나, 근내지방함량, 육색, 보수력, 전단력 등이 될 수 있다. 본 발명

의 목적상 상기 육질형질은 본 발명의 일배체형 마커의 유전자형에 의해 영향을 받는데, 상기 일배체형 마커를

구성하는 MYH13 유전자의 변이 부위가 G이고, 상기 MYH4 유전자의 변이 부위가 T인 경우, 가장 높은 수준의 육

질형질을 갖는다고 판단할 수 있고, MYH13 유전자의 변이 부위가 A이고, 상기 MYH4 유전자의 변이 부위가 T인

경우 및 MYH13 유전자의 변이 부위가 G이고, 상기 MYH4 유전자의 변이 부위가 C인 경우에는 중급의 육질형질을

갖는다고 판단할 수 있으며, MYH13 유전자의 변이 부위가 A이고, 상기 MYH4 유전자의 변이 부위가 C인 경우, 가

장 낮은 수준의 육질형질을 갖는다고 판단할 수 있다.

본 발명의 일 실시예에 의하면, 제주재래흑돼지와 랜드레이스 돼지를 교배하여 얻어진 자손을 대상으로 MS 마커[0019]

또는 대용량 SNP chip을 이용하여 돼지의 육질형질(근내지방함량, 육색, 보수력 및 전단력) 수준에 대한 QTL 분

석을 수행한 결과 돼지의 육질형질에 관여하는 유전자는 12번 염색체에 존재함을 확인할 수 있었다(도 1 및 도

2). 또한, 돼지 육질형질 수준에 대한 IBD mapping을 통하여 돼지의 육질형질에 관여하는 유전자로는 MYH13,

MYH1, MYH3, MYH2, SCO1, ENSSSCG00000029441, ENSSSCG00000018006, ADPRM 또는 TMEM220임을 확인하고(도 3),

MYH13  유전자와  MYH4  유전자의  SNP에  의하여  육질형질의  수준이  변화됨을  알  수  있었다.  아울러,  Pyro-

sequencer를 이용한 MYH13 유전자와 MYH4 유전자의 SNP 유전자형 분석을 수행한 결과, MYH13 유전자의 SNP 변이

인 G/G 유전자형, A/G 유전자형 및 A/A 유전자형이 존재하며, 각 유전자형을 갖는 돼지의 육질형질이 서로 상이
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하고(도 6), MYH4 유전자의 SNP 변이인 T/T 유전자형, T/C 유전자형 및 C/C 유전자형이 존재하며, 각 유전자형

을 갖는 돼지의 육질형질이 서로 상이함을 확인하였으며(도 7), MYH13 유전자의 SNP에서 G copy 수가 증가할수

록 육질형질의 수준이 유의적으로 증가하고(도 8), MYH4 유전자의 SNP에서 T copy 수가 증가할수록 육질형질의

수준이 유의적으로 증가하며(도 9), 상기 MYH13 유전자와 MYH4 유전자의 SNP를 포함하는 일배체형 마커의 유전

자형이 G-T인 고육질형 돼지는 일반 돼지보다도 고품질의 돼지육을 제공할 수 있음을 확인하였다(표 2).

따라서, 본 발명의 일배체형 마커의 유전자형을 검출하거나 또는 상기 일배체형 마커의 유전자형을 검출할 수[0020]

있는 프라이머를 이용하면, 돼지의 육질형질의 수준을 정확하게 판별할 수 있을 것으로 기대되며, 상기 일배체

형 마커는 본 발명자들에 의해 최초로 규명된 것이다.

다른 양태로서, 본 발명은 상기 일배체형 마커를 검출 또는 증폭할 수 있는 제제를 포함하는 돼지의 육질형질[0021]

수준 판단용 조성물을 제공한다.

본 발명의 용어 "일배체형을 검출 또는 증폭할 수 있는 제제"란, 상기와 같은 유전자의 변이 부위를 증폭을 통[0022]

해 확인하여 돼지의 육질형질 수준을 판단할 수 있는 조성물을 의미하며, 바람직하게는 상기 일배체형의 폴리뉴

클레오티드를 특이적으로 증폭할 수 있는 프라이머를 의미한다. 상기 일배체형 증폭에 사용되는 프라이머는, 적

절한 버퍼 중의 적절한 조건(예를 들면, 4개의 다른 뉴클레오시드 트리포스페이트 및 DNA, RNA 폴리머라제 또는

역전사 효소와 같은 중합제) 및 적당한 온도 하에서 주형-지시 DNA 합성의 시작점으로서 작용할 수 있는 단일가

닥 올리고뉴클레오티드가 될 수 있는데, 상기 프라이머의 적절한 길이는 사용 목적에 따라 달라질 수 있으나,

통상 15 내지 30 뉴클레오티드이다. 짧은 프라이머 분자는 일반적으로 주형과 안정한 혼성체를 형성하기 위해서

는 더 낮은 온도를 필요로 한다. 상기 프라이머 서열은 상기 일배체형과 완전하게 상보적일 필요는 없으나, 상

기 일배체형과 혼성화 할 정도로 충분히 상보적이어야 하고, 바람직하게는 MYH13 유전자를 증폭시킬 수 있는 서

열번호 3 내지 5의 폴리뉴클레오티드 서열 또는 MYH4 유전자를 증폭시킬 수 있는 서열번호 6 내지 8의 폴리뉴클

레오티드 서열을 포함할 수 있으나, 특별히 이에 제한되지는 않는다.

본 발명의 용어 "프라이머"란, 짧은 자유 3' 말단 수산화기(free 3' hydroxyl group)를 가지는 염기 서열로 상[0023]

보적인 템플레이트(template)와 염기쌍(base pair)을 형성할 수 있고 주형 가닥 복사를 위한 시작 지점으로 기

능을 하는 짧은 서열을 의미한다. 프라이머는 적절한 완충용액 및 온도에서 중합반응(즉, DNA 폴리머레이즈 또

는 역전사효소)을 위한 시약 및 상이한 4가지 뉴클레오사이드 트리포스페이트의 존재하에서 DNA 합성을 개시할

수 있다. 이때, PCR 조건, 센스 및 안티센스 프라이머의 길이는 당업계에 공지된 것을 기초로 변형할 수 있다. 

본 발명의 프라이머는 포스포르아미다이트 고체 지지체 방법, 또는 기타 널리 공지된 방법을 사용하여 화학적으[0024]

로 합성할 수 있다. 이러한 핵산 서열은 또한 당해 분야에 공지된 많은 수단을 이용하여 변형시킬 수 있다. 이

러한 변형의 비-제한적인 예로는 메틸화, "캡화", 천연 뉴클레오타이드 하나 이상의 동족체로의 치환, 및 뉴클

레오타이드 간의 변형, 예를 들면, 하전되지 않은 연결체(예: 메틸 포스포네이트, 포스포트리에스테르, 포스포

로아미데이트, 카바메이트 등) 또는 하전된 연결체(예: 포스포로티오에이트, 포스포로디티오에이트 등)로의 변

형이 있다.

또 다른 양태로서, 본 발명은 상기 조성물을 포함하는 돼지의 육질형질 수준 판단용 키트를 제공한다. 상기 키[0025]

트는 RT-PCR 키트 또는 DNA 분석용 (예, DNA 칩) 키트일 수 있다.

본 발명의 키트는 돼지의 육질형질 수준 판단용 마커인 일배체형 마커의 유전자형을 증폭을 통해 확인하거나,[0026]

일배체형 마커의 발현 수준을 mRNA의 발현 수준을 확인함으로써 돼지의 육질형질 수준을 판단할 수 있다. 구체

적인 일례로서, 본 발명에서 돼지의 육질형질 수준 판단용 일배체형 마커의 mRNA 발현 수준을 측정하기 위한 키

트는 RT-PCR을 수행하기 위해 필요한 필수 요소를 포함하는 키트일 수 있다. RT-PCR 키트는, 상기 일배체형의

유전자에 대한 특이적인 각각의 프라이머 쌍 외에도 RT-PCR 키트는 테스트 튜브 또는 다른 적절한 컨테이너, 반

응 완충액(pH 및 마그네슘 농도는 다양), 데옥시뉴클레오타이드(dNTPs), Taq-폴리머라아제 및 역전사효소와 같

은 효소, DNase, RNAse 억제제, DEPC-수(DEPC-water), 멸균수 등을 포함할 수 있다. 또한 정량 대조군으로 사
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용되는 유전자에 특이적인 프라이머 쌍을 포함할 수 있다. 또한 바람직하게는, 본 발명의 키트는 DNA 칩을 수행

하기 위해 필요한 필수 요소를 포함하는 돼지 육질형질 수준 판단용 키트일 수 있다. DNA 칩 키트는, 일반적으

로 편평한 고체 지지판,  전형적으로는 현미경용 슬라이드보다 크지않은 유리 표면에 핵산 종을 격자형 배열

(gridded array)로 부착한 것으로, 칩 표면에 핵산이 일정하게 배열되어, DNA 칩 상의 핵산과 칩 표면에 처리된

용액 내에 포함된 상보적인 핵산 간에 다중 혼성화(hybridization) 반응이 일어나 대량 병렬 분석이 가능하도록

하는 도구이다.

또 다른 양태로서, 본 발명은 상기 돼지의 육질형질 수준 판단용 일배체형 마커의 폴리뉴클레오티드를 포함하는[0027]

돼지의 육질형질 수준 판단용 마이크로어레이를 제공한다.

상기 마이크로어레이는 DNA 또는 RNA 폴리뉴클레오티드를 포함하는 것일 수 있다. 상기 마이크로어레이는 프로[0028]

브 폴리뉴클레오티드에 본 발명의 폴리뉴클레오티드를 포함하는 것을 제외하고는 통상적인 마이크로어레이로 이

루어진다.

프로브 폴리뉴클레오티드를 기판상에 고정화하여 마이크로어레이를 제조하는 방법은 당업계에 잘 알려져 있다.[0029]

상기 프로브 폴리뉴클레오티드는 혼성화할 수 있는 폴리뉴클레오티드를 의미하는 것으로, 핵산의 상보성 가닥에

서열 특이적으로 결합할 수 있는 올리고뉴클레오티드를 의미한다. 본 발명의 프로브는 대립유전자 특이적 프로

브로서, 같은 종의 두 구성원으로부터 유래한 핵산 단편 중에 다형성 부위가 존재하여, 한 구성원으로부터 유래

한 DNA 단편에는 혼성화하나, 다른 구성원으로부터 유래한 단편에는 혼성화하지 않는다. 이 경우 혼성화 조건은

대립유전자간의 혼성화 강도에 있어서 유의한 차이를 보여, 대립유전자 중 하나에만 혼성화 하도록 충분히 엄격

해야 한다. 이렇게 함으로써 다른 대립유전자 형태 간에 좋은 혼성화 차이를 유발할 수 있다. 본 발명의 상기

프로브는 대립유전자를 검출하여 돼지의 육질형질 수준 판단 방법 등에 사용될 수 있다. 상기 판단방법에는 서

던 블롯트 등과 같은 핵산의 혼성화에 근거한 검출방법들이 포함되며, DNA 칩을 이용한 방법에서 DNA 칩의 기판

에 미리 결합된 형태로 제공될 수도 있다. 상기 혼성화란 엄격한 조건, 예를 들면 1M 이하의 염 농도 및 25 ℃

이상의 온도 하에서 보통 수행될 수 있다. 예를 들면, 5x SSPE(750 mM NaCl, 50 mM Na Phosphate, 5 mM EDTA,

pH 7.4) 및 25-30℃의 조건이 대립유전자 특이적 프로브 혼성화에 적합할 수 있다.

본 발명의 돼지의 육질형질 수준 판단과 연관된 프로브 폴리뉴클레오티드를 기판상에 고정화하는 과정도 또한[0030]

이러한 종래 기술을 사용하여 용이하게 수행할 수 있다. 또한, 마이크로어레이 상에서의 핵산의 혼성화 및 혼성

화 결과의 검출은 당업계에 잘 알려져 있다. 상기 검출은 예를 들면, 핵산 시료를 형광 물질 예를 들면 Cy3 및

Cy5와 같은 물질을 포함하는 검출가능한 신호를 발생시킬 수 있는 표지 물질로 표지한 다음, 마이크로어레이 상

에 혼성화하고 상기 표지 물질로부터 발생하는 신호를 검출함으로써 혼성화 결과를 검출할 수 있다.

또 하나의 양태로서, 본 발명은 (a) 개체로부터 분리된 시료의 DNA로부터 상기 일배체형 마커에 포함된 각 SNP[0031]

의 다형성 부위를 증폭시키는 단계; 및 (b) 상기 (a) 단계의 증폭된 다형성 부위의 염기를 결정하는 단계를 포

함하는, 돼지의 육질형질 수준 판단방법을 제공한다.

본 발명의 용어 "개체"란, 육질형질 수준을 확인하고자 하는 대상인 돼지를 의미하며, 상기 돼지로부터 얻어진[0032]

검체를 이용하여, 상기 일배체형 마커에 포함된 SNP의 다형성 부위의 유전자형을 분석함으로써 상기 돼지의 육

질형질 수준을 판단할 수 있다. 상기 검체로는 털, 뇨, 혈액, 각종 체액, 분리된 조직, 분리된 세포 또는 타액

과 같은 시료 등이 될 수 있으나, 이에 특별히 제한되지는 않는다.

상기 (a) 단계의 DNA로부터 상기 일배체형 마커에 포함된 SNP의 다형성 부위를 증폭하는 단계는 당업자에게 알[0033]

려진 어떠한 방법이든 사용 가능하다. 예를 들면, 표적 핵산을 PCR을 통하여 증폭하고 이를 정제하여 얻을 수

있다.  그 외 리가제 연쇄 반응(LCR)(Wu  및 Wallace,  Genomics  4,  560(1989),  Landegren  등,  Science  241,

1077(1988)), 전사증폭(transcription amplification)(Kwoh 등, Proc. Natl.Acad. Sci. USA 86, 1173(1989))

및 자가유지 서열 복제(Guatelli 등, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87, 1874(1990)) 및 핵산에 근거한 서열 증

폭(NASBA)이 사용될 수 있다. 

상기 방법 중 (b)단계의 증폭된 다형성 부위의 염기를 결정하는 것은 서열 분석, 마이크로어레이(microarray)에[0034]
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의한  혼성화,  대립유전자  특이적인  PCR(allele  specific  PCR),  다이나믹  대립유전자  혼성화  기법(dynamic

allele-specifichybridization, DASH), PCR 연장 분석, PCR-SSCP, PCR-RFLP 분석 또는 TaqMan 기법, SNPlex 플

랫폼(Applied  Biosystems),  질량  분석법(예를  들면,  Sequenom의  MassARRAY  시스템),  미니-시퀀싱(mini-

sequencing)  방법,  Bio-Plex  시스템(BioRad),  CEQ  and  SNPstream  시스템(Beckman),  Molecular  Inversion

Probe  어레이  기술(예를  들면,  Affymetrix  GeneChip),  및  BeadArray  Technologies(예를  들면,  Illumina

GoldenGate 및 Infinium 분석법) 등을 이용하여 수행될 수 있으나, 특별히 이에 제한되지는 않는다. 상기 방법

들 또는 본 발명이 속하는 기술분야의 당업자에게 이용 가능한 다른 방법에 의해, 상기 변이 부위를 포함하는

일배체형에서의 하나 이상의 대립유전자를 확인할 수 있다. 이와 같은 변이 부위의 염기를 결정하는 것은 바람

직하게는 DNA 칩을 통해 수행할 수 있다.

본 발명의 용어 "DNA 칩"이란, 수십만 개의 DNA의 각 염기를 한번에 확인할 수 있는 DNA 마이크로어레이의 하나[0035]

를 의미한다.

상기 TaqMan 방법은 (1) 원하는 DNA 단편을 증폭할 수 있도록 프라이머 및 TaqMan 탐침을 설계 및 제작하는 단[0036]

계; (2) 서로 다른 대립유전자의 탐침을 FAM 염료 및 VIC 염료로 표지(Applied Biosystems)하는 단계; (3) 상

기 DNA를 주형으로 하고, 상기의 프라이머 및 탐침을 이용하여 PCR을 수행하는 단계; (4) 상기의 PCR 반응이 완

성된 후, TaqMan  분석 플레이트를 핵산 분석기로 분석 및 확인하는 단계; 및 (5)  상기 분석결과로부터 단계

(1)의 폴리뉴클레오티들의 유전자형을 결정하는 단계를 포함한다.

상기 시퀀싱 분석은 염기서열 결정을 위한 통상적인 방법을 사용할 수 있으며, 자동화된 유전자분석기를 이용하[0037]

여 수행될 수 있다. 또한, 대립유전자 특이적 PCR은 변이 부위가 위치하는 염기를 3' 말단으로 하여 고안한 프

라이머를 포함한 프라이머 세트로 상기 변이가 위치하는 DNA 단편을 증폭하는 PCR 방법을 의미한다. 상기 방법

의 원리는, 예를 들어, 특정 염기가 A에서 G로 치환된 경우, 상기 A를 3' 말단염기로 포함하는 프라이머 및 적

당한 크기의 DNA 단편을 증폭할 수 있는 반대 방향 프라이머를 고안하여 PCR 반응을 수행할 경우, 상기 변이 위

치의 염기가 A인 경우에는 증폭반응이 정상적으로 수행되어 원하는 위치의 밴드가 관찰되고, 상기 염기가 G로

치환된 경우에는 프라이머는 주형 DNA에 상보결합할수 있으나, 3' 말단 쪽이 상보결합을 하지 못함으로써 증폭

반응이 제대로 수행되지 않는 점을 이용한 것이다. DASH는 통상적인 방법으로 수행될 수 있고, 바람직하게는 프

린스 등에 의한 방법에 의하여 수행될 수 있다.

한편, PCR 연장 분석은 먼저 단일염기 다형성이 위치하는 염기를 포함하는 DNA 단편을 프라이머 쌍으로 증폭을[0038]

한 다음, 반응에 첨가된 모든 뉴클레오티드를 탈인산화시킴으로써 불활성화시키고, 여기에 특이적 연장 프라이

머, dNTP 혼합물, 디디옥시뉴클레오티드, 반응 완충액 및 DNA 중합효소를 첨가하여 프라이머 연장반응을 수행함

으로써 이루어진다. 이때, 연장 프라이머는 변이 부위가 위치하는 염기의 5' 방향의 바로 인접한 염기를 3' 말

단으로 삼으며, dNTP 혼합물에는 디디옥시뉴클레오티드와 동일한 염기를 갖는 핵산이 제외되고, 상기 디디옥시

뉴클레오티드는 변이를 나타내는 염기 종류 중 하나에서 선택된다. 예를 들어, A에서 G로의 치환이 있는 경우,

dGTP, dCTP 및 TTP 혼합물과 ddATP를 반응에 첨가할 경우, 상기 치환이 일어난 염기에서 프라이머는 DNA 중합효

소에 의하여 연장되고, 몇 염기가 지난 후 A 염기가 최초로 나타나는 위치에서 ddATP에 의하여 프라이머 연장반

응이 종결된다. 만일 상기 치환이 일어나지 않았다면, 그 위치에서 연장반응이 종결되므로, 상기 연장된 프라이

머의 길이를 비교함으로써 변이를 나타내는 염기 종류를 판별할 수 있게 된다.

이때, 검출방법으로는 연장 프라이머 또는 디디옥시뉴클레오티드를 형광 표지한 경우에는 일반적인 염기서열 결[0039]

정에 사용되는 유전자 분석기(예를 들어, ABI사의 Model 3700 등)를 사용하여 형광을 검출함으로써 상기 변이를

검출할 수  있으며,  무-표지된 연장 프라이머 및  디디옥시뉴클레오티드를 사용할 경우에는 MALDI-TOF(matrix

assisted laser desorption ionization-time of flight) 기법을 이용하여 분자량을 측정함으로써 상기 변이를

검출할 수 있다.

바람직하게, 상기 (b) 단계에서 결정된 염기서열 중, 상기 일배체형 마커에 포함된 서열번호 1의 폴리뉴클레오[0040]

티드에서, 다형성 부위인 201 번째 염기의 대립유전자가 G이고, 서열번호 2의 폴리뉴클레오티드에서, 다형성 부

위인 603 번째 염기의 대립유전자가 T인 경우, 돼지가 일반 돼지에 비하여 높은 수준의 육질형질을 갖는다고 판

단할 수 있다.
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발명의 효과

본 발명의 일배체형 마커는 돼지의 육질형질 수준을 판단하는 특이적 유전자 마커로서, 육안으로 구별되지 않는[0041]

돼지의 육질형질 수준을 객관적으로 평가할 수 있는 수단으로 사용되므로, 돼지육의 유통질서 확립에 이바지할

수 있을 것이다.

도면의 간단한 설명

도 1은 MS 마커를 이용하여 자손돼지의 육질형질에 대한 QTL 분석을 수행한 결과를 나타내는 그래프이다.[0042]

도 2는 대용량 SNP chip을 이용하여 자손돼지의 육질형질에 대한 QTL 분석을 수행한 결과를 나타내는 그래프이

다. 

도 3은 돼지 육질형질에 관여하는 QTL 영역내의 유전자 분석결과를 나타내는 개략도이다.

도 4는 돼지 육질형질에 대한 IBD mapping 결과를 나타내는 개략도이다.

도 5는 육질형질 QTL 영역내 LD block 분석 결과를 나타내는 개략도이다.

도 6은 Pyro-sequencer를 이용한 MYH13 유전자의 유전자형 분석을 수행하여 유전자형을 검출한 결과를 나타내는

그래프이다. 

도 7은 Pyro-sequencer를 이용한 MYH4 유전자의 유전자형 분석을 수행하여 유전자형을 검출한 결과를 나타내는

그래프이다. 

도 8은 MYH13 유전자의 유전자형과 돼지 근내 지방함량의 연관성을 분석한 결과를 나타내는 그래프이다. 

도 9는 MYH4 유전자의 유전자형과 돼지 근내 지방함량의 연관성을 분석한 결과를 나타내는 그래프이다.

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

이하 본 발명을 실시예를 통하여 보다 상세하게 설명한다. 그러나 이들 실시예는 본 발명을 예시적으로 설명하[0043]

기 위한 것으로 본 발명의 범위가 이들 실시예에 한정되는 것은 아니다.

실시예 1: 돼지의 육질형질 QTL 분석 결과[0044]

제주재래흑돼지와 랜드레이스 돼지를 교배하여 얻어진 자손을 대상으로 MS(microsatellite) 마커 또는 대용량[0045]

SNP chip을 이용하여 돼지의 육질형질(근내지방함량, 육색, 보수력 및 전단력)에 대한 QTL 분석을 수행하였다

(도 1 및  2). 도 1은 MS 마커를 이용하여 자손돼지의 육질형질에 대한 QTL 분석을 수행한 결과를 나타내는 그

래프로서, EMA는 육질형질을 나타내고, ALLEMA는 전체 고기의 단면적을 나타내며, CFAT는 등심내 조지방함량을

나타내고, SHEAR는 전단력을 나타내며, MOIST는 조수분함량을 나타내고, DRIPL은 보수력을 나타내며, MARB는 근

내지방함량을 나타낸다.

도 2는 대용량 SNP chip을 이용하여 자손돼지의 육질형질에 대한 QTL 분석을 수행한 결과를 나타내는 그래프이[0046]

다. 

상기 도 1 및 2에서 보듯이, 돼지의 육질형질에 관여하는 유전자는 12번 염색체에 존재함을 확인할 수 있었다.[0047]

한편, 돼지 육질형질에 대한 IBD mapping을 통하여 MYH13에서 MYH2 유전자까지 유전자 영역 내에 육질형질 조절[0048]

유전자좌위를 압축하였다(도 3 내지 5). 도 3은 돼지 육질형질에 관여하는 QTL 영역내의 유전자 분석결과를 나

타내는 개략도이고, 도 4는 돼지 육질형질에 대한 IBD mapping 결과를 나타내는 개략도이며, 도 5는 육질형질

QTL 영역내 LD block 분석 결과를 나타내는 개략도이다.

도  3  내지  5에서  보듯이,  돼지  육질형질에  관여하는  유전자로는  MYH13,  MYH1,  MYH3,  MYH2,  SCO1,[0049]

ENSSSCG00000029441, ENSSSCG00000018006, ADPRM 또는 TMEM220가 존재하고, 특히 MYH13 유전자와 MYH4 유전자
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의 변이에 의하여 육질형질의 수준이 변화됨을 알 수 있었다.

따라서, 상기 MYH13 유전자와 MYH4 유전자의 대립형질로 구성된 일배체형(haplotype)을 확인함으로써 돼지의 육[0050]

질을 판단할 수 있음을 알 수 있었다.

실시예 2: Pyro-sequencer 분석을 통한 MYH13 유전자와 MYH4 유전자의 유전형 분석[0051]

실시예 2-1: MYH13 유전자의 유전형 분석[0052]

Pyro-sequencer를 이용한 유전자형 분석을 수행하여 상기 MYH13 유전자의 형질을 검출할 수 있는 프라이머를 다[0053]

음과 같이 제작하였다:

MYH13_F: 5'-TCTGTTGTTTCTGGAGGGCT-3'(서열번호 3)[0054]

MYH13_R: 5'-ACTCAGGTTGTAGGAGGACA-3'(서열번호 4)[0055]

MYH13_seq: 5'-ACGTCTCCCAGGGAGTGGCA-3'(서열번호 5)[0056]

상기 프라이머 중, MYH13_R은 그의 5'-말단에 바이오틴이 결합된 형태로 제작하였다.[0057]

상기 프라이머를 사용하고 돼지로부터 수득한 게놈 DNA를 주형으로 사용한 PCR을 수행하여 증폭된 MYH13 유전자[0058]

시료를 수득하였다(PCR 증폭조건: 96℃→30s, 60℃→30s, 72℃→30s 30cycles). 이어, 상기 증폭된 MYH13 유전

자 시료를 대상으로 Pyro-sequencer를 이용한 유전자형 분석을 수행하였다(도 6). 도 6은 Pyro-sequencer를 이

용한 MYH13 유전자의 유전자형 분석을 수행하여 유전자형을 검출한 결과를 나타내는 그래프이다. 도 6에서 보듯

이, MYH13 유전자의 5'-UTR 영역에 존재하는 SNP 위치인 ATG 시작부위를 기준으로 -4,999번째 염기를 기준으로

G/G 유전자형, A/G 유전자형 및 A/A 유전자형이 존재하며, 각 유전자형을 갖는 돼지의 육질형질이 서로 상이함

을 확인하였다.

실시예 2-2: MYH4 유전자의 유전형 분석[0059]

Pyro-sequencer를 이용한 유전자형 분석을 수행하여 상기 MYH4 유전자의 형질을 검출할 수 있는 프라이머를 다[0060]

음과 같이 제작하였다:

MYH4 F: 5'-TCCATCAGTCTGGCTCAAAG-3'(서열번호 6)[0061]

MYH4 R: 5'-AGTGCGCTGTATAAACCGTG-3'(서열번호 7)[0062]

MYH4_Seq: 5'-GAGGAGCTGGAGGAAGAGAT-3'(서열번호 8)[0063]

상기 프라이머 중, MYH4 R은 그의 5'-말단에 바이오틴이 결합된 형태로 제작하였다.[0064]

상기 프라이머를 사용하고 돼지로부터 수득한 게놈 DNA를 주형으로 사용한 PCR을 수행하여 증폭된 MYH4 유전자[0065]

시료를 수득하였다(PCR 증폭조건: 96℃→30s, 66℃→30s, 72℃→30s, 30cycles). 이어, 상기 증폭된 MYH4 유전

자 시료를 대상으로 Pyro-sequencer를 이용한 유전자형 분석을 수행하였다(도 7). 도 7은 Pyro-sequencer를 이
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용한 MYH4 유전자의 유전자형 분석을 수행하여 유전자형을 검출한 결과를 나타내는 그래프이다. 도 7에서 보듯

이, MYH4 유전자의 SNP 위치인 mRNA 서열기준 3,378번째 염기를 기준으로 T/T 유전자형, T/C 유전자형 및 C/C

유전자형이 존재하며, 각 유전자형을 갖는 돼지의 육질형질이 서로 상이함을 확인하였다.

실시예 3: MYH13 유전자와 MYH4 유전자의 유전자형과 돼지 육질형질 수준의 연관성 분석[0066]

제주재래흑돼지와 랜드레이스 돼지를 교배하여 얻어진 2세대 자손을 대상으로 상기 프라이머를 이용한 유전자형[0067]

분석을 수행하고, 각 유전자형을 갖는 돼지의 육질형질 중의 하나인 근내 지방함량을 비교하였다(도 8 및 9). 

도 8은 MYH13 유전자의 유전자형과 돼지 근내 지방함량의 연관성을 분석한 결과를 나타내는 그래프이다. 도 8에[0068]

서 보듯이, MYH13 유전자가 G/G 유전자형을 갖는 경우에는 상대적으로 높은 수준의 근내 지방함량을 나타낸 반

면, A/A 유전자형을 갖는 경우에는 상대적으로 낮은 수준의 근내 지방함량을 나타내었으며, G/A 유전자형을 갖

는 경우에는 중간값의 근내 지방함량을 나타내었다.

도 9는 MYH4 유전자의 유전자형과 돼지 근내 지방함량의 연관성을 분석한 결과를 나타내는 그래프이다.[0069]

도 9에서 보듯이, MYH4 유전자가 T/T 유전자형을 갖는 경우에는 상대적으로 높은 수준의 근내 지방함량을 나타[0070]

낸 반면, C/C 유전자형을 갖는 경우에는 상대적으로 낮은 수준의 근내 지방함량을 나타내었으며, T/C 유전자형

을 갖는 경우에는 중간값의 근내 지방함량을 나타내었다.

따라서,  MYH13  유전자가 G  유전자형을 갖고, MYH4  유전자가 T  유전자형을 갖는 일배체형에서는 상가적 효과[0071]

(additive effect)를 나타낼 것으로 예상되었다.

실시예 4: MYH13 유전자와 MYH4 유전자의 일배체형에 따른 등심내 지방함량의 비교[0072]

상기 실시예 3의 결과로부터 MYH13 유전자가 G 유전자형을 갖고, MYH4 유전자가 T 유전자형을 갖는 일배체형에[0073]

서는 상가적 효과(additive effect)를 나타낼 것으로 예상되었으므로, 이를 확인하고자 하였다.

구체적으로, 제주재래흑돼지와 랜드레이스 돼지를 교배하여 얻어진 2세대 자손을 MYH13 유전자와 MYH4 유전자의[0074]

일배체형에 따라 육질을 분류하였다(표 1).

표 1

MYH13 유전자와 MYH4 유전자의 일배체형에 따른 분류[0075]

MYH13 유전자형 MYH4 유전자형 육질 등급

G

G

A

A

T

C

T

C

고육질형

중간형

중간형

저육질형

상기 표 1에 표시된 육질 등급 중에서, 고육질형은 등심내 조지방의 함량이 10% 이상인 경우를 나타내고, 저육[0076]

질형은 등심내 조지방 함량이 일반돼지와 동일한 1-2%인 경우를 나타내며, 중간형은 등심내 조지방 함량이 2 내

지 10% 미만인 경우를 나타낸다.

상기 표 1에서 보듯이, 본 발명의 고육질형 개체는 MYH13에서 G/G 유전자형과 MYH4에서는 T/T 유전자형을 갖고[0077]
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있음을 알 수 있었다.

실시예 5: 고육질형 MYH13 유전자와 MYH4 유전자의 일배체형을 갖는 돼지등심의 관능평가[0078]

MYH13 유전자와 MYH4 유전자의 일배체형이 G-T인 고육질형 돼지로부터 얻어진 껍질이 제거된 삼겹살 부위를 일[0079]

반 돼지로부터 얻어진 동일한 부위와 향미, 연도, 다즙성 및 기호성의 측면에서 비교하여, 7점 평가법(7점: 매

우좋다, 6점: 좋다, 5점: 약간 좋다, 4점: 보통이다, 3점: 약간 않좋다, 2점: 안좋다, 1점: 매우 않좋다)으로

평가하였다(표 2).

표 2

고육질형 일배체형을 갖는 돼지 등심의 관능평가 결과[0080]

평가항목 일반돼지 고육질형 돼지

향미

연도

다즙성

기호성

4.8±1.1

4.9±1.0

5.1±1.0

5.0±1.1

5.8±0.6

5.8±0.9

5.8±0.7

5.9±0.6

상기 표 2에서 보듯이, 본 발명의 MYH13 유전자와 MYH4 유전자의 일배체형이 G-T인 고육질형 돼지육이 일반 돼[0081]

지육보다도 우수한 관능특성을 나타냄을 알 수 있었다.

도면

도면1

도면2
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도면3

도면4

도면5

도면6
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도면7

도면8

도면9

서 열 목 록

<110>    REPUBLIC OF KOREA(MANAGEMENT : RURAL DEVELOPMENT ADMINISTRATION)

<120>    Novel haplotype marker for discriminating level of meat quality

         of Pig and use thereof

<130>    PA121035/KR

<160>    8

<170>    KopatentIn 2.0

<210>    1

<211>    402

<212>    DNA

<213>    5'-UTR of MYH13 gene

<400>    1

gcgggcaggg tggagaggga tccggcgcag acctgccgct ggcgtgatcc atccttgcag         60

agtcccgtgc ccttggcctt ctcctggttt gtgggggagg tgggaggagg acggtctgtt        120
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gtttctggag ggctggaccc caagggggaa ggctggaggg aggtggttgg aaagtggctg        180

acgtctccca gggagtggca rggtttcctg ttaaccggct tcctagtcaa tatccctgtg        240

ttccagctga gccagggacc ccaggcttgg ggctggagtc ccacacttcc tagcctcgcg        300

tggccctcca cggtgtcctc ctacaacctg agtcccatgg agccatctcc actggctccc        360

cactgtcccg agagtcgggc tgctccttgc tgggggacag ga                           402

<210>    2

<211>    1535

<212>    DNA

<213>    MYH4 gene

<400>    2

gaccctggat gacctgcagg cagaagagga caaagtcaac accctgacca aagctaaaac         60

caagctagag cagcaagtgg atgacgtaag tctaggatta tcaaggaaat tattttcttc        120

aaaaggaagc taagcatccc ttttgactca gcattatttc tatttagctt gaagggtcct        180

tggagcaaga aaagaaactt cgcatggact tagagagagc caagaggaaa ctggaaggtg        240

acctcaagtt ggctcaagag tccataatgg acattgagaa tgaaaaacag caacttgatg        300

aaaagcttaa aaagtaagta ggaaagaatt gcttatgaac ttgcatctaa tgttgcaaat        360

ggactcaact gttatctttt tctacttttc taaaaggaaa gagtttgaaa taagcaattt        420

acaaagcaag attgaagatg aacaagcact tgccattcag ctgcaaaaga agatcaaaga        480

gttgcaagta agttcatatt tccatcagtc tggctcaaag aggcacagac gtgacataaa        540

gaagctaatt ttgggcattc ccccactgcc aggcccgcat tgaggagctg gaggaagaga        600

tcygaggcag agcgggcctc cagggccaaa gcagagaagc agcgctccga cctctcccgg        660

gaactggagg agatcagcga gaggctggaa gaagccggcg gggcgacgtc agcccagatt        720

gagatgaaca agaagcgcga ggctgagttc cagaagatgc gccgggacct ggaggaggcc        780

accctgcagc acgaggccac agcggccgcg ttgaggaaga agcacgcgga cagcgtggct        840

gagctggggg agcagatcga caacctgcag agggtcaagc agaagctgga gaaggagaag        900

agtgagatga agatggagat cgacgacctt gctagcaaca tggagaccgt ctccaaagcc        960

aaggtaccac agagtctggg aaattgttat tcacaatgat cctttacgta catatcacgg       1020

tttatacagc gcactttaca cacatcaaat catttgtttt tttgcaataa tccaggcagt       1080

aaagcaagaa cgatattagt acttgtgtta ttttcattta accatatgaa gaaactaaaa       1140

ttcaaagaca catcggcgcc cctcatagca ctaacaaatg ccagcaccag cactgaacat       1200

aggtcatcag tgttcccttg ctctccaact ggagaacata ggaccatatt ctcaattatc       1260
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cagtacggaa tgtacataaa ggcagagttc ccatcttggc tcagcggaga tgaatctgac       1320

tagtatccat gagacatggg ttctatccct ggccttgctc agtgggttaa ggatccagcg       1380

ttgccatgag ctgtggtgta agtcacagat gcagctcaga tcctgcgttg ttgtggctgc       1440

ggtgtaggcc ggtggctaca gatctgatta gacccctagc ctgggaacct ccatatgctc       1500

catatgctcc aaggacaaaa agacaaaaaa aaaaa                                  1535

<210>    3

<211>    20

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    MYH13_F primer

<400>    3

tctgttgttt ctggagggct                                                     20

<210>    4

<211>    20

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223

>    MYH13_R primer

<400>    4

actcaggttg taggaggaca                                                     20

<210>    5

<211>    20

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    MYH13 primer

<400>    5

acgtctccca gggagtggca                                                     20

<210>    6

<211>    20

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    MYH4 F primer

<400>    6

tccatcagtc tggctcaaag                                                     20
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<210>    7

<211>    20

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    MYH4 R primer

<400>    7

agtgcgctgt ataaaccgtg                                                     20

<210>    8

<211>    20

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    MYH4 primer

<400>    8

gaggagctgg aggaagagat                                                     20
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