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ABSTRACT
This study was conducted to explore the genomic information significantly associated with the pH concentration of Hanwoo meat 
and to perform functional interpretation of the candidate genes. pH concentrations were measured from 135 samples of Hanwoo, 
and SNP information was generated using the Hanwoo GeneChip v1. The phenotype of pH concentration and SNP information 
were used in GWAS (Genome-Wide Association Study). A total of 44 significant SNPs were detected in the analysis (p-value < 0.001). 
Chromosome 29 had the highest number of significant SNPs (6 SNPs), Chromosome 7 with the second-highest number (5 SNPs). 
Gene ontology (GO) and KEGG pathway analysis using DAVID identified 3 significant GO terms in Biological Process and 1 in Cellular 
Component. Additionally, a total of 2 pathways were identified through KEGG analysis. The significant candidate genes were found to 
be closely associated with the regulation of phosphorylase enzymes or mitochondrial energy production functions. These research 
findings are expected to be useful data for future development of digital breeding technologies.
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INTRODUCTION
고밀도 SNP 패널을 이용한 유전체 평가를 통해 가축의 경제형질 유전능력의 예측이 가능하게 되었다(Meuwissen, 2009). 그리고 다양

한 형질에 대한 유전체 연관 분석 연구(GWAS: Genome-Wide Association Study)를 통해 양적형질좌위(QTL)의 발굴이 고도화 되고 있다
(Hawlader et al., 2017). 한우는 유전체자료 데이터베이스 시스템(농촌진흥청 축산과학원. 2017)을 구축하여 유전능력을 평가하고 이를 
씨수소의 선발 체계에 적용하고 있다. 씨수소 선발 체계에 유전체 정보를 활용하면서 씨수소의 유전능력 평가 정확도가 강화되었으며, 
유전적 개량량이 지속적으로 상승하는 결과를 얻게 되었다. 한우 씨수소는 4대 도체형질(도체중, 등심단면적, 등지방두께, 근내지방
도)과 체형 및 분할육 수율에 관련된 형질을 대상으로 유전체 정보를 이용한 유전능력 평가 정보를 농협경제지주 한우개량사업소 홈
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페이지(www.limc.co.kr)를 통해 제공하고 있다. 한우 농가단위에서의 유전체 정보의 활용은 국가단위의 씨수소 선발 시스템과 연동
된 분석 체계를 수립하여, 지자체 및 생산단체 중심으로 유전체 평가 사업이 진행되고 있으며, 주로 4대 도체형질(도체중, 등심단면
적, 등지방두께, 근내지방도)을 중심으로 분석이 이루어지고 있다. 

 최근 한우 가격의 폭락과 생산비용의 증가 그리고 구제역 등 질병 발생으로 한우 산업의 위기가 가중되고 있는 현실이다. 한우
는 근육내 지방의 함량을 높게 만들어 육질과 풍미를 높이는 방향으로 개량이 진행되어왔다(Lee et al., 2014). 하지만, 근내지방도를 
높이는 방법은 사육기간과 생산비용의 증가를 초래하고 있으며, 변화하는 소비자의 요구에 대응하기에 어려움이 있다. 이러한 한
우산업 환경변화에 대응하기 위해 한우의 식육 품질에 대한 연구가 다양하게 진행되고 있으며, 유전체 기반의 대응 기술 개발을 위
해 식육의 색상 및 질감과 같은 고기 품질 특성에 대한 GWAS 연구가 보고된바 있다(Lee et al., 2010; Kim et al., , 2011; Hyeong et al., 
2014; Bedhane et al., 2019). 하지만, 한우 식육의 pH 농도는 식육의 품질에 많은 영향을 미치는 것으로 알려져 있지만, 관련된 연구는 
아직 미흡한 수준이다. 육질의 평가는 근내지방도의 등급이 가장 주요한 요인으로 작용하고 있지만, 고기의 색, 보수력, 단백질 함
량 등 역시 주요한 요인으로 작용된다. 식육의 pH 농도는 고기의 색과 보수력 그리고 단백질 함량에까지 영향을 미치고 있는 것으
로 알려져 매우 주요한 형질 중 하나이다. 특히, 보수력은 식육의 가공 시 제품 수율에 큰 영향을 미치고, 식육의 관능적 품질을 결정
하는 풍미와 다즙성 및 연도 등에 영향을 미치는 중요한 요인 중 하나이다(Barge et al., 1991). 따라서 본 연구는 한우 식육의 pH 농도
에 영향을 미치는 유전체 정보를 탐색하고 연관 후보유전자들의 기능 해석 연구를 통해 관련 형질의 개량 기술 개발에 필요한 기초
자료를 확보하기 위해 수행되었다.

MATERIALS AND METHODS

공시재료 및 표현형 수집
본 연구는 전북도에서 도축된 한우 135마리(거세우 103마리, 수소 5마리, 암소 27마리)를 공시하여 이용하였다. 시험분석을 위하

여 한우 도체 채끝등심을 2.5cm 두께로 자르고, 진공 포장하여 4°C에 보관하였다. pH는 도축 후 24시간이 경과된 시점에서 근육시료
에 직접 pH meter(NWKninar pH K-21, Germany)를 접촉하여 측정하였다.

SNP 정보의 생산 및 가공
공시재료로 활용된 한우 135마리는 한우 유전자칩 v1(Hanwoo SNP 50K chip version. 1)(Illumina, San Diego, CA, USA)을 사용하여 

SNP 정보를 생산하였다. 총 52,195개의 SNP가 확인되었으며, 다음 기준을 기반으로 유전자형 데이터의 품질 관리(QC) 과정을 수행
하였다: i) 동일한 유전형을 가진 개체를 IBS(identity by state) 테스트(> 0.99)를 통해 제거, ii) 개체의 유전자형 결측률(Call rate)이 10% 
이상인 데이터 제거, iii) 유전자형 최소 빈도가 1% 미만인 SNP를 제거, iv) HWE(Hardy-Weinberg equilibrium)를 유의적으로 벗어나는 
SNP 제거(p < 10−6). 이러한 절차는 PLINK v1.07 (Purcell 등 2007)을 사용하여 수행되었다. (그림 1 참조).

식육의 pH농도 표현형 값에 대한 추정치와 잔차의 분산 그리고 유전모수 추정을 위해 BLUPF90 software package (Misztal et al., 
2018)을 이용하였다. BLUPF90 family programs 중 하나인 RENUMF90를 이용하여 QC 데이터의 번호를 재설정하고, AIREMLF90을 
이용하여 분산을 추정하였다. 추정된 분산과 유전모수는 분석의 정확도를 높이기 위해 RENUMF90을 이용해 다양한 구성 요소와 
함께 잔차를 식별하고 재설정해주었다. 분석을 위해 이용된 혼합모델 방정식은 아래와 같다.

 여기서 Y는 총 pH 농도에 대한 표현형 관찰값의 벡터. β는 도축된 시기(년, 월), 도축 개월령 및 성별(암소, 수소, 거세우)을 선형 
공변량으로 포함하는 고정 효과의 벡터. a는 개체효과에 대한 벡터. e는 잔차 효과의 벡터이다. 그리고 X와 Z는 고정효과 및 임의효
과에 대한 계수행렬 (Appropriate Incidence Matrices)이다. 

PLINK GRAMMAR(mixed model and regression)(Aulchenko et al., 2007)에서 얻은 잔차를 활용하여 한우 식육의 pH 농도 특성에 영
향을 미치는 SNP 효과를 추정하였다.
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유의한 SNP의 식별 및 후보 유전자의 기능 해석
추정된 SNP 효과의 p-value < 0.001을 기준으로 표현형과의 유의성이 확인된 SNP를 확보하였다. 유의성이 확인된 SNP들은 

Ensembl 데이터베이스의 Bos taurus transfer format(GTF) (version.  ARS-UCD1.2.104)을 기준으로 SNP의 하류 및 상류 500 kb 내
에서 존재하는 후보 유전자를 특정하여 주석을 달았다. 후보 유전자의 기능에 대한 해석을 위해 Gene Ontology(GO) 및 Kyoto 
Encyclopedia of Genes and Genomes(KEGG) pathway 분석을 DAVID(Database for Annotation, Visualization and Integrated Discovery)를 
이용해 수행하였다.

RESULTS AND DISCUSSION

표현형과 유전자형 자료 분석
공시재료의 유전체 정보를 대상으로 IBS 테스트와 이상치를 제거한 결과 135두 중에 129두를 최종 분석에 활용하였다. 유전체 정

보의 QC 이후 공시재료 129두의 식육 pH농도에 대한 기초 통계량을 계산하여 table 1에 제시하였다. 본 연구에 이용된 공시재료의 식
육 pH농도는 평균 5.498로 확인되었으며, 최고값이 5.675에서 최저값은 5.395로 확인되었다. 

QC 테스트를 통해 총 52,195개의 SNP 중 5,715개의 SNP가 제거되었으며, 최종적으로 46,480개의 SNP 정보를 이용해 식육의 pH농
도와 유전체 정보간의 연관성 확인을 위한 GWAS 분석을 수행하였다. QC 이전과 이후의 SNP 수와 간격을 1번에서 29번까지 각 염
색체별로 정리하여 table 2에 제시하였다. 분석에 활용 가능한 SNP의 수가 가장 적은 염색체는 28번으로 799개가 확인되었고, 가장 
많은 SNP를 보유한 1번 염색체에서는 2,909개가 확인되었다. 전체 SNP 중 약 89.1%가 사용 가능한 SNP로 확인되었으며, SNP 간 평
균 거리는 54.343kb로 확인되었다.

Figure 1. Flow chart relatedtoGWAS analysis using genomic and phenotypic data

Table 1. The basic statistics for phenotypic data.
Traits N Min Max Mean SD
pH 135 5.395 5.675 5.498 0.057



A study on searching for candidate genes associated with pH concentration in Hanwoo meat using GWAS(genome-wide association study) and functional 
analysis

Journal of Animal Breeding and Genomics 68

Table 2. The number of available SNPs and average interval distance between adjacent SNPs in Bovine SNP50k 
chip.
BTA Number of SNPs Remove Fre. (%) Mean of Interval SNP

Before QC After QC Before QC After QC
1 3,225 2,909 0.902 49.037 54.365
2 2,756 2,444 0.887 49.614 55.94
3 2,582 2,280 0.883 46.937 53.157
4 2,479 2,214 0.893 48.678 54.507
5 2,156 1,912 0.887 56.185 63.359
6 3,158 2,820 0.893 37.698 42.218
7 2,481 2,250 0.907 45.316 49.971
8 2,246 2,011 0.895 50.339 56.224
9 2,077 1,858 0.895 50.802 56.793
10 2,357 2,085 0.885 44.216 49.987
11 2,181 1,915 0.878 49.164 55.997
12 1,651 1,427 0.864 55.118 63.776
13 1,684 1,521 0.903 49.829 55.173
14 2,274 1,965 0.864 36.583 42.338
15 1,681 1,486 0.884 50.437 57.06
16 1,599 1,420 0.888 50.947 57.374
17 1,567 1,386 0.884 47.84 54.07
18 1,303 1,167 0.896 50.231 55.883
19 1,380 1,243 0.901 46.078 51.16
20 1,571 1,388 0.884 45.602 51.618
21 1,398 1,255 0.898 50.893 56.697
22 1,212 1,085 0.895 50.55 56.472
23 1,124 1,019 0.907 46.505 51.175
24 1,230 1,108 0.901 50.745 56.137
25 939 847 0.902 45.633 50.596
26 1,032 922 0.893 49.511 55.324
27 918 823 0.897 49.435 55.149
28 905 799 0.883 51.126 57.873
29 1,029 921 0.895 50.084 55.546
Total 52,195 46,480 0.891 48.453 54.343

GWAS 및 연관 SNP 탐색
GWAS 분석을 위해 BLUPF90을 사용하여 표현형값과 추정값를 계산하고, 두 값 간의 차이인 잔차를 확인하였다(Table 3). 식육의 

pH농도의 실제 표본 분위수와 예측된 분위수간의 정규분포 여부를 분위수-분위수 플롯(Quantile-Quantile plot; Q-Q plot)을 이용하여 
확인하였다(Figure 2). 한우 식육의 pH농도와 유의적인 연관성을 가진 SNP의 확인을 위해 각 유전변이가 표현형에 미치는 효과의 p
값을 이용하였다. 각 SNP의 유전체상의 위치와 -log10(p)을 이용해 Manhattan 플롯을 작성하여 Figure 3과 4에 제시하였다. 분석된 결

Table 3. The basic statistics for results of BLUPF90 analysis. 
Statistics N Min Max Range Mean Median SE VAR Std.dev Coef.var
pH_observation 129 -0.060 0.062 0.122 0.000 0.000 0.002 0.000 0.020 218.191
pH_estimation 129 5.4 5.680 0.28 5.500 5.499 0.005 0.003 0.057 0.010
pH_residual 129 5.382 5.668 0.286 5.498 5.499 0.005 0.003 0.058 0.011
SE:Standarderror;VAR: Variance; Std.dev: Standard deviation; Coef.var: Coefficient of variation
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Figure 2. The QQ-plot for the studied pH trait. The dotted line represents the 95% concentration band under the 
null hypothesis no association between trait and SNPs. The green dots represnt the P-values. 

Figure 3. The Manhattan plot of SNP effects for GWAS analysis using GRAMMAR methods in PLINK.

Figure 4. The Manhattan plot of GWAS for pH trait with significance thresholds indicated at -log10P > 1x10-3. 
The orange dots represent significant SNPs associated with pH trait and purple dots represent genes related to 
significant SNPs.
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과에서 p-값 < 0.001을 기준으로 총 44개의 SNP에서 한우 식육의 pH농도와 유의적인 연관성이 확인되었으며, table 4에 각각의 SNP
에 대한 주요 정보를 정리하여 제시하였다. 한우 식육의 pH농도와 연관된 유의적인 효과가 확인된 SNP는 29번 염색체에서 6개로 
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가장 많은 수가 확인되었고, 7번 염색체에서는 5개로 두 번째로 많은 SNP가 확인되었다. 29번 염색체의 경우 유전자형의 QC 이후 
분석에 이용된 SNP의 수가 921개(table 2)로 염색체의 크기가 상대적으로 작은 것에 비해, 식육의 pH농도에 연관된 SNP의 수가 가
장 많이 나타난 것으로 확인되었다. 또한 한우 식육의 조직감(meat texture)과 육색(meat colour)과 연관된 유전체 분석 결과 29번 염색
체에서 다수의 연관된 후보 유전자를 탐색되었음이 보고된바 있다(Bedhane et al., 2019). 두 번째로 많은 5개의 연관 SNP가 확인된 7
번 염색체에서는 QC 이후 분석된 SNP의 수는 2,250개로 확인되었다.

후보 유전자 기능 분석
DAVID를 이용한 gene ontology(GO)와 KEGG pathway 분석을 통해 식육의 pH농도와 연관된 유전자의 기능을 확인하여 Table 5와 

Table 6에 제시하였다. 

GO 분석 결과 Biological Process에서는 3개의 GO에서 9개의 유전자를 확인하였다. Cellular Component에서는 1개의 GO에서 2
개의 유전자를 확인하였다. 식육의 pH농도와 유의적인 연관성이 확인된 SNP의 GO 분석 결과 총 4개의 GO에서 11개의 유전자가 
확인되었으며, 중복된 유전자의 수를 제외하면 총 10개의 유전자가 확인되었다. 가장 많은 GO가 확인된 ODAD3 유전자는 brain 
development(GO:0007420), regulation of cilium assembly(GO:1902017)에서 기능이 확인되었다. GO와 KEGG 모두에서 기능이 확인된 
유전자는 총 3개(SOS1, PPP2R2C, PPP2R5E)가 확인 되었으며, SOS1 유전자는 small GTPase mediated signal transduction(GO:0007264)
에서, PPP2R2C와 PPP2R5E 유전자는 protein phosphatase type 2A complex(GO:0000159)에서 기능이 확인되었다. 

 KEGG 분석에서는 총 2개의 pathway에서 9개의 유전자가 확인되었으며, 중복된 유전자의 수를 제외하면 7개의 유전자가 확인
되었다. 두 개의 pathway 모두에서 확인된 유전자는 PPP2R2C와 PPP2R5E으로 Sphingolipid signaling pathway(bta04071)와 PI3K-Akt 
signaling pathway(bta04151)에서 확인되었다.

 PPP2R2C와 PPP2R5E 유전자는 단백질 인산화 조절, 세포 주기 제어 그리고 신경 신호 전달과 관련된 기능이 알려져 있다. 두 유
전자 모두 단백질 인산화효소 2A(Protein Phosphatase 2A, PP2A) 복합체의 구성원 중 하나로, 특정 단백질의 인산화 조절을 통해 세포 
주기의 진행을 조절하고, 신호 전달 경로와 다양한 생물학적 프로세스에 관여하고 있다(Grochola et al., 2009; Hyodo et al., 2016; Xiao 
et al., 2021).

 SOS1 유전자는 RAS 신호전달 경로와 Rho GTPase 활성화, 세포 운동 및 이동 조절 그리고 신호전달 조절과 관련된 주요 기능을 
수행하는 것으로 알려져 있다. 이는 세포의 생리적 반응, 성장, 분화, 이동성 등 다양한 생물학적 프로세스에 중요한 역할을 하는 것
으로 알려져 있다(Choudhry et al., 2012; Rybicka et al., 2015).

Table 5. The results of gene ontology (GO) analysis of candidate genes associated with pH trait from GWAS 
analysis. 
Biological Process
GO ID Description #Genes Fold Enrichment P-value Gene Name
GO:0007420 brain development 4 10.984 0.005 IMMP2L, ODAD3, SCTR, BPTF
GO:0007264 small GTPase mediated signal transduction 3 11.534 0.027 RHOT1, ARHGEF18, SOS1
GO:1902017 regulation of cilium assembly 2 34.398 0.056 ODAD3, SYNE2
Cellular Component
GO ID Description #Genes Fold Enrichment P-value Gene Name
GO:0000159 protein phosphatase type 2A complex 2 43.191 0.044 PPP2R2C, PPP2R5E

Table 6. The results of KEGG pathway analysis of candidate genes associated with total collagen contents trait 
from GWAS analysis. 
KEGG ID Description #Genes Fold Enrichment P-value Gene Name
bta04071 Sphingolipid signaling pathway 4 10.042 0.006 PPP2R2C, SPTLC2, PPP2R5E, SGPP2
bta04151 PI3K-Akt signaling pathway 5 3.974 0.032 PPP2R2C, PPP2R5E, GNG7, SOS1, SGK2
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 GWAS 분석을 통해 식육의 pH농도와 연관성이 확인된 후보 유전자들의 기능 해석 분석 결과, 가장 많이 확인된 GO와 KEGG 
pathway는 인산화 효소의 조절 관련 기능과 신호전달 관련 기능에서 핵심적으로 연관되어 있음이 확인되었다. 세포내의 인산화 효
소들은 근육의 수축, 신경세포의 기능, 화학적인 신호변환 및 에너지(ATP) 생성 등의 중요한 역할을 수행하고 있다. 식육은 근육조
직으로 구성되어 있기 때문에 이러한 인산화 효소의 조절은 식육의 품질에 영향을 미칠것으로 이해된다. 본 연구를 통해 확인된 후
보 유전자 및 기능 해석 정보들은 향후 식육의 품질과 관련된 형질을 개발하고, 이를 개량하기 하기 위한 디지털 육종 기술 개발 과
정에 유용한 자료로 활용될 것으로 기대된다. 
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