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A genetic variation within 29 strains of F. velutipes was analyzed by internal transcribed spacer (ITS)
sequence analysis and random amplified polymorphic DNA (RAPD). Seven hundred and twenty base
pairs were sequenced during the analysis of the ITS region, but no significant variation was observed
among the 29 strains of F. velutipes. Sixteen out of 40 random primers amplified polymorphic RAPD
fragment patterns. The polymorphic levels of RAPD bands by some primers (OPA-2,4,3,9,10,20) were
very high in all 29 strains, with 3,030 fragments ranging between 200 and 2,000 bp. Intraspecific genet-
ic dissimilarity of the 29 strains was calculated to range from 3.3% to 45% by Nei-Li’s method using
these 3,030 RAPD bands. The genetic variation among Korean strains was relatively high, with dissim-
ilarities ranging between 17% and 38.6%. In the Neighbor-Joining analysis using the genetic dissim-
ilarities based on RAPD, all 29 strains were classified into 5 clusters. Strains in each cluster showed
specific characteristics according to their origin and strains. These results suggested that OPA and
OPB primers could be used for developing molecular genetic markers and screening of unidentified
(F. velutipes) strains.
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서 론

팽이버섯(Flammulina velutipes)은 Tricholomataceae과에 속

하는 담자균으로 늦가을부터 이른 봄에 걸쳐 발생하는 겨울버

섯으로 한국, 일본, 중국 등에서 가장 많이 선호하는 식용버섯

의 하나다.

식용 팽이버섯의 대부분은 자실체가 야생의 갈색이 아니라

육종에 의해 개발된 순백색이고 현재까지 우리나라의 대부분

농가에서 재배되고 있는 것들은 일본에서 개발 된 것들이다.

그러나 우리나라가 2002년 국제 식물 식품 종 보호조약

(International Union for the Protection of New Varieties of

plants, UPOV)에 가입하였고, 2008년부터 팽이버섯이 품종보

호 대상에 해당됨에 따라 현재 이용되고 있는 외국 품종을

그대로 재배한다면 이용료를 지불해야 하므로 선호도가 높은

국산 팽이버섯의 개발이 절실하다[3,4].

신품종은 형태적, 생리적 특성의 구별성, 균일성이 분명해

야 하나 팽이버섯 품종들의 경우 재배환경에 따른 특성의 변

이가 커서 특이성을 뒷받침할 수 있는 분자 유전적 표지 개발

이 중요하다. 그러나 새로운 품종의 개발과 이의 평가의 바탕

이 될 수 있는 팽이버섯의 유전적 특성에 관한 연구는 많이

이루어져 있지 않다.

팽이버섯 자실체 색의 유전양식과 자실체와 연관된 분자마

커[1,12], 팽이 수집 품종들에 대한 RAPD 분석[14], RAPD에

의한 단포자의 유전적 변이[13], 팽이버섯 발생에 따른 EST

(expressed seguence tags) [9,25], genome의 크기와 핵형

[10,20] 등이 보고된 바 있고, 현재 팽이버섯 유전체를 밝히고

자 하는 연구가 진행되고 있다.

그러나 팽이버섯은 세계적으로 200여 종류의 품종이 있지

만 품종들을 식별하고 이를 바탕으로 교배육종을 설계 혹은

품종평가를 할 수 있는 분자유전적 보고는 일부분에 불과하

다. 한편 유연관계를 밝히고 분자 마커를 개발하기 위한 방법

으로 RFLP (restriction fragment length polymorphism),

CAPS (cleaved amplified polymorphic sequence), STS

(sequence target site) 등 여러가지 방법을 이용하여 새로운

primer의 개발로 인하여 ITS (internally transcribed spacer),

RAPD (random amplified polymorphic DNA) 등을 이용한

방법[23] 연구들이 지속적으로 이루어져 이에 따른 성과를 얻

고 있다[2,11,16,19].

이러한 점들과 관련하여 본 연구에서는 팽이버섯을 가장

많이 육종, 생산, 이용하고 있는 한국, 일본, 중국의 야생 팽이

버섯들과 상업용 육종 팽이버섯 등의 유전적 변이를 ITS 및

다양하게 개발된 primer들을 이용한 RAPD 방법으로 분석하

여 지역 간 혹은 상업용 품종간의 유전적 유사도와 그 특성을

밝히고자 하였다. 또한 새로운 품종 개발에 활용할 수 있고

유전적 정보와 분자 유전마커로서의 가능성을 평가하고자 하

였다.
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Table 1. The source and locality of strains

Strain no. Species Sample Origin Type of Pileus Type of stipe Type

Color Size Color Size

01 F . velutipes KB-1 Korea Brown Small Brown Thick Wild type

02 F . velutipes KB-2 Korea Brown Small Brown Thick Wild type

03 F . velutipes KB-3 Korea Brown Small Brown Thin Wild type

04 F . velutipes KB-4 Korea Brown Small Brown Thin Wild type

05 F . velutipes KB-5 Korea Brown Small D.Brown Thick Wild type

06 F . velutipes KB-6 Korea Brown Small D.Brown Thick Wild type

07 F . velutipes KB-7 Korea Brown Small D. Brown Thin Wild type

08 F . velutipes KB-8 Korea Brown Spread L. Brown Thin Wild type

09 F . velutipes KW-2 Korea White Large White Thick Variety Breeding

10 F . velutipes KB-9 Korea Brown Spread L. Brown Thin Wild type

11 F . velutipes KB-10 Korea Brown Spread L. Brown Thin Wild type

12 F . velutipes KW-1 Korea White Large White Thin Variety Breeding

13 F . velutipes JB-1 Japan Brown Small White Thick Wild type

14 F . velutipes JB-2 Japan Brown Small White Thick Wild type

15 F . velutipes JW-1 Japan White Small White Thick Variety Breeding

16 F . velutipes JW-2 Japan White Small White Thick Variety Breeding

17 F . velutipes JW-3 Japan White Small White Thick Variety Breeding

18 F . velutipes JW-4 Japan White Large White Thick Variety Breeding

19 F . velutipes JW-5 Japan White Large White Thick Variety Breeding

20 F . velutipes JW-6 Japan White Large White Thick Variety Breeding

21 F . velutipes JW-7 Japan White Large White Thin Variety Breeding

22 F . velutipes JW-8 Japan White Small White Thin Variety Breeding

23 F . velutipes CB-1 China Brown Small Brown Thin Wild type

24 F . velutipes CB-2 China Brown Small Brown Thin Wild type

25 F . velutipes CW-1 China White Large White Thick Variety Breeding

26 F . velutipes CW-2 China White Small White Thick Variety Breeding

27 F . velutipes CW-3 China White Small White Thick Variety Breeding

28 F . velutipes CW-4 China White Small White Thick Variety Breeding

29 F . velutipes CW-5 China White Large White Thick Variety Breeding

D. Brown: Dark Brown

L. Brown: Light Brown

재료 및 방법

실험 균주

본 실험에서 사용된 팽이버섯(Flammulina velutipes) 균주 29

종은 한국, 일본, 중국의 야생 갈색 균주(한국 10종, 일본 2종,

중국 2종)와 이미 육종된 백색균주(한국 2종, 일본 8종, 중국

5종)등 총 29종의 균주를 각각 인천대학교, (주)그린피스, 농업

기술원에서 분양받아 ITS와 PCR-RAPD 분석을 위한 실험 재

료로 사용되었다(Table 1).

균주의 배양

팽이버섯 균주 배양은 PDA (Difco USA) 배지를 이용하였

으며, 39 g/l의 용량으로 조제하여, 121℃ 15분간 멸균한 뒤

clean bench에서 90 mm petri dish에 20 ml 씩 분주하여 완전

히 식힌 뒤 medium으로 사용하였다. 또한 균주의 계대 배양

시 25℃의 incubator에서 20일간 배양하여 본 실험에 사용하

였다.

Genomic DNA 추출

Genomic DNA의 추출을 위해 PDA 배지에서 20일에서 23

일간 배양한 균사를 사용하였으며, DNA 추출법은 Lee 등[15]

의 방법을 약간 변형하여 사용하였다.

배양한 균사를 0.2-1 g 채취하여 mortar에 넣고 liquid nitro-

gen으로 급 냉 시켜 냉동상태에서 미세하게 마쇄한 다음 lysis

buffer [50 mM Tris-HCl (pH 7.2), 50 mM EDTA (pH 8.0),

3% SDS, 1% 2-Mercaptoethanol] 500 μl를 넣어 잘 섞고, 65℃

Water bath에서 1시간 동안 반응시킨 후 12,000 rpm

(Effendorf 5415 centrifuge, German) 4℃에서 15분간 원심분

리 후 상등액만 취하였다. 여기에 동량의 phenol:chloro-

form:isoamylalcohol (25:24:1) 용액을 첨가 15,000 rpm에서 5

분간 원심분리하여 새로운 tube에 상등액만 취하였다. DNA

가 녹아있는 상등액에 2배의 absolute ethanol을 넣고 20-30분
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ITSP1→ ITSP3→

Nuclear small subunit

ribosomal DNA
5.8S

Nuclear large subunit

ribosomal DNA
ITSⅠ ITSⅡ

←ITSP2 ←ITSP4

Forward primers Reverse primers

ITSP-1 : TCCGTAGGTGAACCTGCGG ITSP-2 : GCTGCGTTCTTCATCGATGC

ITSP-3 : GCATCGATGAAGAACGCAGC ITSP-4 : TCCTCCGCTTATTGATATGC

Fig. 1. Locations and sequences of primers for the amplification and sequencing. ITS primers were those designed by White et
al [22].

간 DNA를 침전시켜 15,000 rpm에서 5분간 원심분리 하였다.

DNA함량을 측정하기 위해 DNA를 100배 희석하여 spec-

trophotometer-(Shimadzu UV-VIS1201, Japan)로 260 nm와

280 nm에서 흡광도(OD)를 측정하여 농도를 계산하고, PCR을

위한 template DNA로 사용하였다.

ITS primer와 증폭

ITS 염기서열을 분석하기 위하여 증폭한 부분은 White 등

[22]에 의해 보고된 fungi의 ITS영역 즉 partial 16S ribosomal

DNA, complete ITSI, 5.8S ribosomal DNA 및 partial 28S ri-

bosomal DNA였다. 증폭을 위해 ITSP1, ITSP2, ITSP3, ITSP4

primer들을 사용하였다(Fig. 1). 증폭은 Bioneer PCR kit를 사

용하였다. 본 실험은 MJ Research PTC 150 minicycler에서

수행하였으며 thermal cycle의 program은 primer ITSP 1과

2, ITSP3과 ITSP4를 달리하여 사용하여 반응시켰다.

ITSP 1과 2와 PCR 반응 조건은 template DNA 변형을 위해

94℃에서 30초간 denature, 50℃에서 30초 annealing, 72℃에

서 extension을 1분씩 처리하여 DNA를 증폭시키는 것을 1

cycle로 하여 40 cycle로 수행하였다. ITSP3과 ITSP4 primer를

이용한 PCR 반응은 94℃에서 30초간 변성시키고, 50℃에서

30초간 annealing, 72℃에서 1분간 extension 것을 1 cycle로

하여 40 cycle로 수행하였다.

PCR product의 정제 및 ITS 염기서열 분석

ITS I 영역의 PCR 산물은 전기영동하여 나타나는 DNA

band를 확인한 후, QIA-quick PCR purification kit (Qiagen

Inc., USA)를 이용하여 정제하였다.

정제된 PCR산물을 이용하여 Perkin-Elmer applied bio-

systems ABI 377A (Perkin-Elmer Co.,USA)를 이용하여

PRISM Dye Dideoxi Terminator Cycle Sequencing로 분석하

였다[7,8,20]. 얻어진 염기서열을 Gene Bank 데이터베이스에

등록된 것들과 상동성을 비교하였다.

염기서열은 Sequencher (Gene codes Co., USA), Clustal X

를 이용하여 alignment 시킨 후, 최종 세부 정열은 수작업으로

보정하였다.

RAPD primer와 PCR

본 연구의 PCR 실험 시 RAPD를 위해 사용한 primer는

식물과 버섯들에 대한 유전적 다양성 및 유연관계 분석에 활

용되는 상업용 kti primer (OPA 01~20, OPB 01~20) (Operon

Technologies, USA)를 사용하였다. code name과 sequence

(5' to 3')는 Table 2 에 나타내었으며, G+C의 함량은 60-70%

이었다.

PCR을 위한 reaction mixture의 조성은 Bioneer PCR kit

를 사용하였다. PreMix kit에 genomic DNA 1.0 μl, primer

1.0 μl를 넣고, 전체 반응 용액이 20 μl가 되도록 3차 증류수를

첨가하였다.

본 실험의 RAPD 증폭반응은 MJ Reserch PTC 150 mini-

cycler에서 thermal cycle의 program은 Park 등[18]의 방법에

따라 수행하였다. Template DNA 변형을 위해 94℃에서 3분

간 predenaturation 한 다음, 94℃ 30초간 denaturation, 40℃

에서 1분간 annealing, 72℃에서 elongation 을 5분씩 처리하

여 DNA를 증폭시키는 것을 1 Cycle로 하였으며, 이 실험에서

는 45 cycle로 수행하였다. DNA 증폭이 끝난 후 최종적인 합

성을 위해 72℃에서 5분간 안정화한 다음, 4℃에서 보관 사용

하였다. 이때 각각의 primer에 대한 상기의 PCR 과정을 통한

screening을 실시하여, 선택된 primer 별로 3회 이상의 반복실

험을 수행하여 재현성이 뚜렸한 것만을 유용한 primer로 결정

하였다.

RAPD를 수행한 PCR product는 5 ng/100 ml의 농도로

ethidium bromide를 첨가한 1.2% agarose gel (SIGMA, USA)

에서 1x TAE buffer에서 50 mV로 전기영동 하였으며, UV

상에서 나타나는 DNA band를 확인하였다.

Data 분석

RAPD 결과, 반응이 나타난 16개의 primer에서 다형성이

인정되는 3,030개의 band를 발견하였다. 먼저 각 band를 하나

의 형질로 취급하여 코드화하였으며[20,22], 그리고 전체 코드
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Table 2. The list of primers used of RAPD analysis

No. of primer Sequence (5' to 3') No. of primer Sequence (5' to 3')

OPA-1 CAGGCCCTTC *OPB-1 GTTTCGCTCC

*OPA-2 TGCCGAGCTG OPB-2 TGATCCCTGG

*OPA-3 AGTCAGCCAG OPB-3 CATCCCCCTG

*OPA-4 AATCGGGCTG OPB-4 GGACTGGAGT

*OPA-5 AGGGGTCTTG OPB-5 TGCGCCCTTC

OPA-6 GGTCCCTGAC OPB-6 TGCTCTGCCC

OPA-7 GAAACGGGTG *OPB-7 GGTGACGCAG

*OPA-8 GTGACGTAGG *OPB-8 GTCCACACGG

*OPA-9 GGGTAACGCC OPB-9 TGGGGGACTC

*OPA-10 GTGATCGCAG *OPB-10 CTGCTGGGAC

*OPA-11 CAATCGCCGT OPB-11 GTAGACCCGT

OPA-12 TCGGCGATAG OPB-12 CCTTGACGCA

OPA-13 CAGCACCCAC OPB-13 TTCCCCCGCT

OPA-14 ACTGTGCTGG *OPB-14 TCCGCTCTGG

OPA-15 TTCCGAACCC OPB-15 GGAGGGTGTT

*OPA-16 AGCCAGCGAA OPB-16 TTTGCCCGGT

OPA-17 GACCGCTTGT OPB-17 AGGGAACGAG

OPA-18 AGGTGACCGT OPB-18 CCACAGCAGT

*OPA-19 CAAACGTCGG OPB-19 ACCCCCGAAG

*OPA-20 GTTGCGATCC OPB-20 GGACCCTTAC

*Reaction primer

Table 3. ITS sequence of F. velutipes

NO Base sequence

1 tcattaatga actttgaact gcttgtggct cttgggctgt tgctgacgag gaccttcacg

61 ggttcttcgt acgtgcacgt ctggggttgc agctttcttc gtccacctgt gcacactctg

121 taggtctgga taccccattg gaagggtgcg ctttttgcgc tccctttgcc ttccaggcct

181 atgtcttaca aacactatag tatgtaacga atgtcattga ttattggact tcactgtcct

241 ttaaactaaa tacaactttc aacaacggat ctcttggctc tcgcatcgat gaagaacgca

301 gcgaaatgcg ataactaatg tgaattgcag aattcagtga atcatcgagt ctttgaacgc

361 accttgcgcc ctttggtact ccgaagggca tgcctgtttg agtgtcagta acttctcaac

421 ctccctcact ttgttgtgag ctggcggatt ggatgtgggg gcttgctgga ccttatcttt

481 gggttcagct cccctgaaat gcattagcag aaaccgttac cttttggcgc gctgcagctg

541 tgataattat ctacggctat ggctgggctg actgtgttgt agcgctcgtc tcgtctctga

601 agtggtttcg ccttagttgg tgcttccctt tgccttctct ctcacgagag atacctgtga

661 cgcgagtgcg cgggctattc cgcttctaac cgtccccttg tgggacaaac tattgaccat

This ITS contained partial 16S ribosomal DNA, complete ITS1, 5.8S ribosomal DNA and ITS2, and partial 28S ribosomal DNA.

The length of this ITS sequence was 720 base pairs

화한 자료를 바탕으로 자료행렬을 작성하였다. 분지도는

UPGMA (unweighted pair-group method, arithmetic aver-

age method) 방법을 사용하였고, phylogenetic analysis에서

PAUP 4.02b version [21]을 사용하여 parsimony analysis를

실시하였으며, 분석방법으로는 Heurestic search를 이용하였

다. 이에 따른 option으로 ACCTRAN, MULPARS 및 TBR을

이용하였다. 또한 Nei [17]의 유전적 거리지수를 다소 변형한

Nei-Li의 거리지수를 이용하여 상사도 행렬을 도출하였다. 도

출된 자료행렬에 따라 산출된 유전적 유사도를 기초로 하여

neighbour joining tree (NJ)를 작성하였다[20]. 그리고 종간의

유전적 유사도 계수(similarity coefficient)는 Sneath와 Sokal

[21]의 방법에 따라 구하였다. 또한 각 분계도의 지지정도는

jack-knifing [5], bootstrap [6]을 이용하여 분석하였다. 이러한

분석방법은 1,000회 반복 실시하였다.

결 과

ITS 염기서열

Primer ITS 1, 2, 3, 4를 이용한 ITS 염기서열 분석한 결과

전체 720개의 염기서열을 확인하였다(Table 3). 29개의 품종
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Fig. 2. Electrophoretic patterns of RAPD using pri-

mer OPA-3 and OPA-20. The patterns of

Japan and China strains showed no varia-

tion but patterns of Korean strain were

varied. A: Amplified by OPA-3, B:

Amplified by OPA-20, M: 1 kb ladder

marker.

Fig. 3. Electrophoretic patterns of RAPD using pri-

mer OPA-2, 9, 10 and OPB-7 were very var-

ied depending on strains. A: OPA-2, B:

OPA-9, C: OPA-10, D: OPB-7, M: 1 kb DNA

Ladder.

모두 동일하였으며, 이는 Genebank에 수록된 것[24]과 동일하

였다.

RAPD

29개의 팽이품종들을 40개의 primer를 이용하여 RAPD 분

석을 한결과 모든 품종에 반응들이 나타내었고 3번의 반복실

험을 통하여 재현성이 확인된 것은 전체 40개 중 16종류의

primer였다(Table 2). 그 중 특히 polymeric band의 빈도가

높아 유전적 다양성을 잘 나타낸 primer들은 OPA-2,4,3,9,

10,20이었다.

PCR에 의하여 증폭된 band들은 400 bp에서 2,000 bp 사이

의 구간에 분포하고 있었으며 primer에 따라서 8~16개의

band들이 나타내었다. 특히 primer OPA 3과 20을 이용한

RAPD 분석결과를 보면 일본과 중국품종의 JW1~7과 CB 1-2,

CW 1-5에서 band들이 500~1,600 bp 사이에 유사하게 나타나

지만 한국의 야생종 KB 1~10들은 200~2,000 bp에서 매우 다양

하게 나타냈다(Fig. 2). 그러나 OPA-2, 9, 10과 OPB-7들을 이용

한 경우 band 분포가 모든 품종간에 다양성이 매우 컸다(Fig.

3). 또한 RAPD band 를 바탕으로 팽이버섯 형태 특징과 비교

할 때 일본, 중국, 한국 백색팽이버섯(JW, CW, KW) 그룹은

갓, 대의 형태가 일률적인 반면 특히 한국산 야생팽이(KB) 그

룹은 형태가 다양하였다(Table 1). 이는 RAPD band 분석에서

일본, 중국, 한국 백색팽이 그룹 band의 분포 범위가 좁고,

비슷한 양상을 띄었으며, 한국 야생팽이 그룹의 경우 band

분포 범위가 보다 넓고 다양하게 표현되었다(Fig. 2).

16개의 random primer로부터 자료분석을 위한 3,030개 의

scrabble RAPD band들을 marker로하여 Nei-Li's의 방법을 이

용한 비유사도 지수행렬을 조사한 결과(Table 4)

종내 유전적 변이는 3.3~45%로 나타났다. 종내 가장 낮은

변이는 CB-1, CB-2 중국산 야생품종들로 행렬도에 나타난 비

유사도지수는 3.3%였으며, 가장 높은 변이는 KB-10와 JW-6로

45%였다.

한국산 야생팽이인 KB-1~10 품종간 비유사도는 17~38.6%

로 나타났다. 한국산 야생팽이(KB)를 기준으로 일본산 야생팽

이(JB), 일본산 백색팽이(JW)의 비유사도지수는 각각 23~42%,

30~45%로 나타났으며, 중국산 야생팽이(CB)와 백색팽이

(CW)는 각각 25~38%, 27~43%여서 한국산 야생팽이나 일본

산 백색팽이는 품종에 따라 다른 종에 가까울 정도로 분화되

었음을 알 수 있었다.

일본산 백색팽이(JW)는 종내 비유사도지수는 4~20%로 나

타났고, 일본산 백색팽이(JW)와 중국산 백색팽이(CW)들 간의

비유사도지수는 4~20%로 나타났다. 특히 CW-2~5와 JW-7~8

간의 비유사도가 4~10%로 국가별 품종간의 가장 낮은 유전적

변이도가 나타났다.

Band의 변이에 기초하여 neighbor-joining tree (NJ) 분석결

과 5개의 cluster를 형성하였다(Fig. 4). 각 cluster 마다 국가,

지역, 품종간의 구분을 볼 수 있었다. clusterⅠ의 경우 69/69

jacknife/bootstrap 지지도를 나타났으며, 특히 KB-1, KB-3는
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Table 4. Genetic dissimilarity matrix calculated by Nei-Li’s genetic distance coefficient based on RAPD

JW-1 JW-2 JW-3 JW-4 JW-5 JW-6 CB-1 CB-2 CW-1 CW-2 CW-3 CW-4 CW-5 JW-7 JW-8
JW-1
JW-2 0.0608
JW-3 0.0442 0.0387
JW-4 0.0773 0.0829 0.0442
JW-5 0.1050 0.1105 0.0829 0.0497
JW-6 0.1326 0.1381 0.1105 0.0884 0.0608
CB-1 0.2707 0.2541 0.2597 0.2376 0.2210 0.2155
CB-2 0.2707 0.2762 0.2486 0.2265 0.2099 0.2044 0.0331
CW-1 0.2541 0.2707 0.2652 0.2320 0.2265 0.2320 0.1492 0.1602
CW-2 0.1768 0.2044 0.1768 0.1436 0.1160 0.1326 0.2486 0.2265 0.1878
CW-3 0.1713 0.1878 0.1713 0.1381 0.1105 0.1271 0.2541 0.2320 0.2155 0.0387
CW-4 0.1878 0.1823 0.1768 0.1547 0.1381 0.1547 0.2707 0.2597 0.2210 0.0773 0.0829
CW-5 0.1436 0.1602 0.1436 0.1105 0.0939 0.1105 0.2486 0.2265 0.1989 0.0442 0.0387 0.0663
JW-7 0.1878 0.2044 0.1878 0.1547 0.1381 0.1326 0.2597 0.2376 0.2210 0.0773 0.0608 0.0994 0.0552
JW-8 0.1878 0.1823 0.1657 0.1436 0.1271 0.1436 0.2486 0.2265 0.2320 0.0663 0.0608 0.0884 0.0663 0.0773
KB-1 0.3757 0.3591 0.3867 0.3978 0.4033 0.4199 0.3591 0.3702 0.3646 0.4088 0.4254 0.3757 0.3978 0.4199 0.4088
KB-2 0.3646 0.3591 0.3757 0.3757 0.3702 0.3425 0.3039 0.3149 0.2762 0.3204 0.3370 0.3204 0.3425 0.3094 0.3204
KB-3 0.3757 0.3702 0.3867 0.3867 0.3591 0.3536 0.2818 0.2928 0.2983 0.3425 0.3591 0.3315 0.3425 0.3536 0.3757
KB-4 0.3536 0.3591 0.3536 0.3425 0.3370 0.3536 0.2486 0.2707 0.2652 0.2983 0.3039 0.2983 0.3094 0.2873 0.3204
JB-1 0.2652 0.2818 0.2762 0.2541 0.2597 0.2431 0.2376 0.2597 0.2652 0.2320 0.2597 0.2320 0.2541 0.2541 0.2541
KB-5 0.3646 0.3591 0.3646 0.3536 0.3481 0.3757 0.3260 0.3260 0.2873 0.3646 0.3923 0.3425 0.3757 0.3646 0.3867
KB-6 0.3978 0.4033 0.4199 0.4088 0.4144 0.4199 0.3260 0.3260 0.2983 0.3757 0.4033 0.3978 0.3867 0.4088 0.4088
KW-1 0.2376 0.2320 0.2044 0.1934 0.1878 0.2155 0.2652 0.2541 0.2707 0.2044 0.2099 0.2155 0.2044 0.1823 0.2155
KB-7 0.3039 0.3315 0.3149 0.3039 0.3094 0.3039 0.2652 0.2652 0.2928 0.2818 0.3094 0.2928 0.3039 0.2928 0.3149
KB-8 0.3812 0.3646 0.3923 0.3702 0.3757 0.4144 0.3536 0.3646 0.3260 0.4033 0.4199 0.3923 0.3923 0.3923 0.4033
JB-2 0.2652 0.2707 0.2541 0.2541 0.2376 0.2320 0.2818 0.2597 0.2210 0.2210 0.2265 0.2320 0.2210 0.2210 0.2099

KW-2 0.2099 0.2376 0.2210 0.2099 0.1823 0.1878 0.2928 0.2818 0.2873 0.1768 0.1602 0.1989 0.1768 0.1878 0.1878
KB-9 0.3591 0.3536 0.3702 0.3702 0.3646 0.3812 0.3425 0.3425 0.3149 0.3370 0.3315 0.3591 0.3260 0.3370 0.3370
KB-10 0.3978 0.4144 0.4309 0.4088 0.4254 0.4530 0.3702 0.3812 0.3757 0.3978 0.4033 0.3867 0.3978 0.4088 0.3867

KB-1 KB-2 KB-3 KB-4 JB-1 KB-5 KB-6 KW-1 KB-7 KB-8 JB-2 KW-2 KB-9 KB-10
JW-1
JW-2
JW-3
JW-4
JW-5
JW-6
CB-1
CB-2
CW-1
CW-2
CW-3
CW-4
CW-5
JW-7
JW-8
KB-1
KB-2 0.2652
KB-3 0.1768 0.2762
KB-4 0.3425 0.2762 0.2652
JB-1 0.3646 0.2983 0.3983 0.2320
KB-5 0.3757 0.2873 0.3315 0.3094 0.2983
KB-6 0.3757 0.3536 0.3094 0.3315 0.3425 0.3204
KW-1 0.3923 0.3039 0.3481 0.2818 0.2486 0.3370 0.4033
KB-7 0.3702 0.3591 0.2486 0.3039 0.2486 0.3260 0.3260 0.2652
KB-8 0.3149 0.3149 0.3591 0.3039 0.3591 0.3260 0.3260 0.3425 0.3867
JB-2 0.3867 0.2873 0.3536 0.3536 0.2762 0.3757 0.4199 0.2044 0.3260 0.3481

KW-2 0.4309 0.3425 0.3646 0.3425 0.2541 0.4309 0.4530 0.2044 0.3039 0.3923 0.1436
KB-9 0.3591 0.3487 0.3260 0.3591 0.3149 0.3481 0.3702 0.3536 0.3204 0.3094 0.3260 0.3370
KB-10 0.3204 0.3315 0.3315 0.3204 0.3425 0.3757 0.3094 0.4144 0.3260 0.3481 0.3536 0.3435 0.2928
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Fig. 4. The phylogenetic tree based on RAPD result of F.
velutipes by neigbor-joining (NJ) method.

97/95 jacknife/bootstrap의 지지도를 얻었다. Cluster Ⅱ는 중

국산 야생품종 CB-1, CB-2 100/100 jacknife/bootstrap 지지도

를 나타내고 있다. cluster Ⅲ 한국산 백색품종 2개와 일본산

야생팽이가, cluster Ⅳ 중국산 백색팽이와 일본산 백색팽이가

97/93의 jacknife/bootstrap 지지도를 얻으며, 무리를 이루었

다. Cluster V 의 경우 일본산 백색팽이들로만 cluster를 이루

었다.

고 찰

본 연구결과 ITS 염기서열은 품종간의 유의적인 차이가 없

어 품종을 구별 할 수 있는분자 지표나 팽이 품종간의 유연관

계 분석을 위한 자료로서는 모두 적합하지 않다고 생각된다.

그러나 능이버섯이나 민자주방망이 버섯의 경우 본 연구에서

와 같이 동일 ITS 서열을 분석한 결과 민자주방망이 버섯은

지역간 품종의 비유사도가 1.58~11.4%이고[16], 능이는 1.8%

였던 것[11]과 비교하여보면 팽이버섯의 지역간, 품종간 ITS

염기서열의 높은 유사도의 원인은 분명치 않다. 백색종들의

경우는 각종의 모 품종이 유사한 것 들이 었을 것으로 보인다.

국가 등 지역간의 경우는 팽이버섯 ITS 염기서열의 특이성으

로 더 많은 분석을 해야 한다고 생각된다.

RAPD의 경우 40개의 primer들 중 16개의 primer의 분석

대상이었던 29품종 모두에서 재현성이 뛰어난 band들이 나타

났다. 또한 primer들에 따라 band의 양상에 차이가 있어

OPA-2, 9, 10 등 2~4 종류의 primer들을 같이 사용 할 경우

모든 품종에 대하여 차별화된 밴드를 확인 할 수 있으므로

이들은 품종을 식별하는데 분자 maker로서의 이용이 가능하

다고 사료된다.

그러나 모든 대상 품종들에 대한 다양한 형태적, 생리적 분

석결과가 이루어져 있지 않아 이러한 형질들과 본 연구의

RAPD에 의한 품종들의 band 양상과의 관계를 규명할 수 없

었다. 이를 위하여 각 품종들의 형태, 생리적 특성에 대한 추가

적 분석과 연구결과 등의 계량화가 요구 된다고 본다.

또한 교배 육종 시에 단핵균주를 사용해야 하고 단핵균주들

의 분자 유전적 특성이 다르다는 점[14]을 고려할 때 본 연구결

과에 사용한 균주들은 이핵균주들이므로 육종을 위해서 단포

자 균사의 RAPD 분석이 요구된다. 그리고 일본산 백색종

(JW), 중국산 백색종(CW), 중국산 야생종(CB) 간의 band 의

패턴은 거의 유사하게 나타났다. 또한 중국 인공백색팽이

(CW)의 경우 일본산 인공백색팽이(JW)와 유전적 변이도는

3~20% 차이가 났다. 이를 보면 대부분의 중국산 인공백색팽이

의 경우 일본산 인공백색팽이와 유전적 변이가 비교적 없었

다. 중국의 경우 육종 시 모균주를 일본산에 많이 의존하는

것으로 판단이 되며, 이미 육종기술이 많이 앞선 일본산 인공

팽이를 가져와 약간의 변형만 있었을 뿐 독립적인 개발이 의

심스러운 것으로 추정이 된다.

KB-1~10 한국산 야생종의 경우 band의 패턴 분석 결과 매

우 다양한 패턴으로 전개되는 것으로 보아 자연상태에서 유전

적 변이가 상당히 이루어져 온 것으로 보인다. 이는 팽이육종

의 근간이 되는 야생종 특히 한국 고유종의 팽이를 육종할

경우 다른 국가와 차별화될 수 있는 팽이를 육종할 가능성이

높을 것으로 판단된다.

유전적 비유사도 지수행렬의 종간 가장 낮은 것은 CB-1,

CB-2 등의 중국산 야생팽이로 3.3%의 변이도를 나타냈다. 이

는 두 품종이 동일 종으로 판단 된다.

품종간 가장 높은 변이는 한국야생종 KB-10과 일본 백색종

JW-6로 45%로 인위적인 육종으로 인해 종내의 변이를 넘어

종분화의 수준에 이르렀음을 보여 주었다.

일본산 백색팽이(JW)와 한국산 야생종(KB)과는 30~45%의

유전적 변이도를 보였다. 또한 중국산 야생팽이(CB)와

20~28%의 변이도를 보였으며, 일본의 백색팽이는 한국과는
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유전적으로 많이 차이가 나 그들만의 독자적인 팽이를 육종한

것으로 보인다.

특히 한국산야생팽이의 경우 중국이나 일본의 야생 팽이

와는 유전적 거리가 멀게 나타났다. 이는 지리적 격리의 영

향을 어느정도 받은것으로 보인다. 한국에서 개발된 백색팽

이인 KW-1, KW-2의 경우 국산 야생팽이의 유전적 변이도는

28~45% 차이가 나지만, 비교적 일본야생팽이(JW)와 변이도

는 14~25%의 차이를 나타내고 있고, 마찬가지로 일본산 백

색팽이와 18~23%로 나타났다. 이는 한국에서 육종된

KW-1,2가 한국산 팽이보다 일본산 야생, 백색팽이에 더 가

까운 것으로 보아 한국 팽이 육종이 비교적 독립적으로 종의

차이를 두는 것 같으나 일본산 팽이를 바탕으로 육종되는 것

으로 생각된다.

이상의 결과들로 RAPD 분석결과를 통하여 분자 유전적으

로 교배 육종의 과정, 신품종 평가를 위한 분자 유전적 기준

등으로의 활용이 가능하다고 본다. 또한 형태 생리적인 변이

와 특성들과 연관된 RAPD 특이성, 각 품종들의 단핵균주의

RAPD 양상 등의 추가적 연구가 이루어진다면 품종개발의 자

료로 활용 될 수 있다고 본다. KB-1~10 한국산 야생종의 경우

band 패턴 분석 결과 매우 다양한 패턴으로 전개되는 것으로

보아 자연상태에서 유전적 변이가 상당히 이루어져 온 것으로

보인다. 이는 팽이육종의 근간이 되는 야생종 특히 한국 고유

종의 팽이를 육종할 경우 다른 국가와 차별화될 수 있는 팽이

를 육종할 가능성이 높을 것으로 판단된다.
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초록：팽이버섯의 유전적 변이

김종봉*․정자인

(대구가톨릭대학교 의생명과학과)

ITS 염기서열과 RAPD를 이용하여 F. velutipes 29개의 팽이버섯 품종 간의 유전적 변이를 분석하였다. ITS 부

위에서 720 bp의 염기서열을 확인 하였으나 29개의 팽이품종간에 유의적인 차이가 없었다. RAPD 분석 결과 40

개의 random primer 중 다형성을 나타내는 primer는 16개였으며, 그 중 뚜렸한 다형성을 띄는 primer는

OPA-2,4,3,9,10,20 이었다. 이들 29개 품종에서 primer에 의해 증폭된 밴드는 모두 3,030개 였으며, DNA 단편의

크기는 200~2,000 bp 사이에 위치하였다. 또한 3,030개의 scrabble RAPD band들을 marker로 하여 Nei-Li's의 방

법을 이용한 비유사도 지수행렬을 조사한 결과 전체 29개 품종의 종내 유전적 변이는 3.3~45%였고, 특히 한국

야생팽이의 종내 유전적 변이도는 17~38.6%로 품종 간 다형성을 확인하였다. RAPD 변이에 기초하여 neigh-

bor-joining tree (NJ) 분석에서는 5개의 cluster로 구분되었으며, 각각의 cluster는 품종, 지역 적 특성을 나타내었

다. 본 연구 결과 RAPD와 실험을 통해 확인된 OPA, OPB primer의 경우 미확인 팽이품종들을 검색 하는데 분자

유전적 표지 maker로써 이용 할 수 있는 것으로 생각된다.
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