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A genetic variation of Lepista nuda and two genus Lepista species (L. irina and L. sordida) were analyzed
by random amplified polymorphic DNA (RAPD) and internal transcribed spacer (ITS) sequence
analysis. In the resulting RAPD analysis, 22 out of 40 random primers amplified polymorphic RAPD
fragment patterns, the amplified bands were 355, and DNA fragment sizes were 200-400bp.
Intraspecific genetic dissimilarity of the 10 L. nuda strains were calculated to range from 0% to 21.60%,
L. sordida from 16.93% to 24.82%, L. irina were 20.62% to 25.54%, and intraspecific genetic dissimilarity
of L. sordida and L. irina was 23.49%. The 673 base pairs were sequenced during the analysis of the
ITS I and II region; six L. nuda strains intraspecific genetic dissimilarities ranged from 1.58% to 11.47%,
L. nuda and L. sordida from 3.83% to 12.88%, L. nuda and L. irina from 7.11% to 15.61%, and intra-
specific genetic variation between L. sordida and L. irina was 4.79%. The findings showed that RAPD
and ITS sequencing could be used for developing molecular genetic markers and screening of un-
identified genus Lepista species.
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서 론

버섯(Mushroom)은 담자균강(Basidomycota)과 일부의 자

낭균강(Ascomycota)에 속하는 고등균류로 자연계에서는 분

해자 역할 뿐만 아니라 기원전부터 식용 및 약용의 목적으로

사용하여 왔다[13]. 최근 연구에서 버섯에는 생체기능 조절,

항암, 항산화 및 면역활성을 나타내는 여러 종류의 생리활성

물질이 함유되어 있다고 알려지면서 버섯에 대한 연구가 활발

히 이루어지고 있다[24].

전세계적으로 약 15,000종의 버섯이 있으며, 그 중 약 2,000

종이 식용이 가능하다[23]. 민자주방망이버섯(Lepista nuda)은

주름버섯목(Agaricales), 송이과(Tricholomataceae), 자주방망

이버섯속(Lepista)에 속하며, 우리나라의 Lepista속에는 L. nu-

da, L. sordida (자주방망이버섯아재비), L. irina (광릉자주방망

이버섯)가 있다. L. nuda는 저온 서식성 버섯으로서 우리나라

전역에 늦가을부터 초겨울에 혼합림의 습한 음지에서 서식하

며, 아열대지역을 제외한 전 세계에 분포하고 있다[15]. 특히

연보라색을 띄며 독특한 맛과 향을 지니고 있어 구미나 중국

등지에서는 식용으로 널리 이용하고 있다. 특히 유럽에서는

주름버섯 중 2번째로 선호도가 높은 식용버섯으로 28종의 유

리아미노산과 7종의 미량금속원소를 함유하며[18], 우수한 항

산화성[10]과 항암성[11], 항균성[3], 당대사조절 및 혈전 용해

능이 우수한 버섯으로 알려져[5,6] 영양학적, 약리학적 가치뿐

만 경제적 가치가 뛰어난 버섯이다. 전세계적으로 분포하는

민자주방망이버섯의 유전학적 연구는 RAPD (Random am-

plified polymorphic DNA) 방법에 의한 송이과 버섯 5종과

L. nuda의 종내, 종간의 계통분류학적 유연관계[22], CAPS

(cleaved amplified polymorphic sequence)와 RAPD를 이용

한 Lepista 속간의 유연관계 및 배양특성[4], 재배법 개발 및

품종개량[9]에 대해 연구, 보고된 바 있다.

종내 및 종간의 형태적 분류 및 분류학상의 위치를 확인하

기 위해 유전자 수준에서의 분자적 변이를 분석하기 위해

RAPD, RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism),

AFLP (Ampolfied Fragment Length Polymorphism) 등 DNA

marker를 이용한 유전변이 및 유연관계 분석이 널리 이루어지

고 있다[23,27]. 이 중 RAPD는 DNA 증폭 부위의 염기배열에

관한 정보가 필요하지 않으며, 단 한 종류의 합성 primer를

사용하므로 절차가 단순하여 품종분류 및 종내, 종간 변이분

석, 유연관계 비교 등에 널리 이용되고 있다[25,27]. 그러나

RAPD는 PCR 반응과 한 종류의 primer에 의해 분석이 이루어

지므로 반응 조건의 차이에 의해 검출되는 밴드의 숫자나 강

도에 변화가 생기는 문제점이 발생될 수 있으며, 마그네슘 등

의 첨가물 농도나 반응온도 등의 여러 요인들에 의해 영향을

받을 수 있다[4,9]. 최근에는 ITS (Internal transcribed spacer)

영역의 염기서열을 이용한 유연관계 연구가 증가하고 있는데

18S rDNA는 변이가 적게 일어나는 반면 ITS 영역은 변이가

많이 일어나며, 전체 genome 상에서 반복되는 부위가 많아

추출하기 쉬우며, 600 bp 정도로 작아 손쉽고 효과적인 분석이

가능하다[1,26]
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Table 1. The source and locality of strains

Species and Strain No. Locality Source Analysis

L. nuda01 Mt. Manisan, Ganghwa-gun Inchon, Korea collecting RAPD

L. nuda02 Kimpo Gyeonggi-do, Korea IUM00003
*

RAPD

L. nuda03 Seo-gu Inchon, Korea IUM00547
*

RAPD

L. nuda04 Bupeong-gu Inchon, Korea IUM00617* RAPD

L. nuda05 Guri-si Gyeonggi-do, Korea collecting RAPD

L. nuda06 Yongin-si Ⅰ, Gyeonggi-do, Korea collecting RAPD

L. nuda07 Yongin-si Ⅱ, Gyeonggi-do, Korea IUM00379
*

RAPD

L. nuda08 Mt. Deogyu Muju-gun Jeollabukdo, Korea collecting RAPD, ITS

L. nuda09 Gyeongsan Gyeongbuk, Korea collecting RAPD, ITS

L. nuda11 Jeju, Korea IUM00181
*

RAPD, ITS

L. nuda12 France INRA ITS

L. nuda13 Swiss INRA ITS

L. nuda14 Portugal INRA ITS

L. irina Yongin-si Gyeonggi-do collecting RAPD, ITS

L. sordida Hayang Gyeongbuk collecting RAPD, ITS
* Inchon wild mushroom strain bank number

그러나 국내의 여러 지역과 L. nuda의 선호도가 높은 유럽

3개지역(프랑스, 포르투칼, 스위스) 균주와 Lepista속에 속하는

L. sordida 및 L. irina의 종내, 종간에 대한 연구는 이루어진 바

없다. 이에 본 연구에서는 Lepista속 3종에 대한 유전적 변이를

random primer를 이용한 RAPD 방법과 ITS 방법으로 분석하여

지역 종내, 종간의 유전적 유사도와 그 특성을 밝히고자 하였다.

재료 및 방법

채집 및 배양

L. nuda는 2003년 7월부터 12월까지 전국의 6지역(강화 마니

산, 경기 구리, 경기 용인, 전북 덕유산, 경북 경산, 경북 하양)

에서 Lepista속의 L. nuda 5개 균주와 L. sordida, L. irina를 각각

1 균주씩 채집하였으며, 5 지역(경기 김포, 인천 서구, 인천

부평, 경기 용인, 제주)에 대해서는 인천대학교 야생버섯 균주

은행(IUM; Inchon University Wild Mushroom Strain Bank)으

로부터 분양 받았다. 또한 유럽 3개 지역의 L. nuda는 프랑스 국립

농학연구소(Institut National de la Recherche Agronomique,

INRA, Bprdeaix, France)에서 분양받아 본 실험을 위한 재료

로 사용하였다(Table 1).

배양 및 Genomic DNA의 추출

국내에서 채집된 L. nuda, L. irina, L. sordida와 IUM과 INRA에

서 분양받은 L. nuda는 potato dextrose agar media (BD and

Company, Sparks MD, USA)에 접종하여 25℃±1℃의 조건에서

25일간 배양하여 genomic DNA 추출을 위한 균사로 사용하였다.

DNA 추출은 Lee 등[8]의 방법에 따라 균사체 0.2 g을 액체

질소로 동결시켜 마쇄한 다음 1.5 tube에 옮긴 다음, 500 μl의

lysis buffer [1% 2-mercaptoethanol, 3% SDS, 50 mM EDTA

in pH 7.2 50 mM Tris-HCl]를 넣고 65℃에서 1시간 동안 반응

시켰다. 반응 후 12,000 rpm에서 15분간 원심분리하여 상층액

을 다른 1.5 tube에 옮긴 후 동량의 PCI (phenol 25 : chloro-

form 24 : isoamylalcohol 1)을 첨가하고 잘 섞은 뒤 4℃의 조건

에서 12,000 rpm에서 5분간 원심분리하여 상층액을 채취하여

새 tube에 옮겼다. 채취된 상층액의 동량에 해당하는 99.9%의

차가운 에탄올을 첨가하여 4℃, 12,000 rpm에서 5분간 원심분

리하여 pellet을 확인한 후, 상층액을 제거하고 500 μl의 70%

에탄올을 첨가, 다시 4℃, 12,000 rpm에서 5분간 원심분리하여

상층액을 제거하였다. 1.5 tube에 남아 있는 pellet은 실온에서

건조시킨 다음, 100 μl의 3차 증류수를 넣고 DNA를 용해시킨

후, -20℃에서 보관하면서 PCR 반응용액의 template DNA로

사용하였다.

RAPD 증폭

RAPD 분석을 위해 PCR에 사용한 primer는 10개의 oligo-

nucleotid로 구성된 Operon primer (Operon Technologies

INC. Alameda, Ca, USA)로 OPA 1∼20과 OPB 1∼20까지

총 40개의 primer를 사용하였으며, 대부분 G-C의 함량이

60-70%으로 반응이 나타난 code name과 sequence는 Table

2에 나타내었다. PCR 반응 혼합액의 조성은 Taq polymer-

ase 1U, Tris-HCl (pH 9.0) 10 mM, dNTPs mixture 250 μM,

MgCl2 1.5 mM였으며, 여기에 genomic DNA 1.0 μl, primer

1.0 μl (Operon Technologies INC. Alameda, Ca, USA)를 넣

고 3차 증류수로 20 μl를 맞추었다. PCR에 사용한 thermal

cycler는 PTC-150HB (minicycler MJ research INC, MA,

USA)를 사용하였으며, PCR 조건은 template DAN denatu-

ration을 위해 94℃에서 3분간 predenaturation 한 다음 94℃

에서 30초 denaturation, 40℃에서 1분간 annealing, 72℃에

서 5분간 extension 하였으며, 이 과정을 45회 반복하였으며,

최종적인 합성을 위하여 72℃에서 5분간 extension 하였다.
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Table 2. Random amplification of polymorphic DAN primers used in this study

Primer NO. Sequence (5' to 3') Primer NO. Sequence (5' to 3')

OPA-1 CAGGCCCTTC OPA-18 AGGTGACCGT

OPA-2 TGCCGAGCTG OPA-19 CAAACGTCGG

OPA-3 AGTCAGCCAC OPB-1 GTTTCGCTCC

OPA-4 AATCGGGCTG OPB-4 GGACTGGAGT

OPA-7 GAAACGGGTG OPB-5 TGCGCCCTTC

OPA-9 GGGTAACGCC OPB-6 TGCTCTGCCC

OPA-10 GTGATCGCAG OPB-7 GGTGACGCAG

OPA-11 CAATCGCCGT OPB-8 GTCCACACGG

OPA-13 CAGCACCCAC OPB-10 CTGCTGGGAC

OPA-15 TTCCGAACCC OPB-11 GTAGACCCGT

OPA-17 GACCGCTTGT OPB-12 CCTTGACGCA

PCR한 product는 1.2% agarose에서 1×TAE(Tris-ace-

tate-EDTA) buffer에서 150분간 50 volt로 전기영동한 후,

0.5% μg/ml의 ethidium bromide로 염색하여 UV 상에서 나

타나는 band를 관찰하였다.

rDNA의 ITS 영역 증폭

rDNA의 ITS 영역을 증폭하기 위해 White 등[26]에 의해

보고된 primer ITS 1F (TCCGTAGGTGAACCTGCGG)와 ITS

2R (GCTGCGTTCTTCATCGATGC), ITS 3F (GCATCGAT

GAAGAACGCAGC)과 ITS 4R (TCCTCCGCTTATTGATA

TGC)를 사용하였다. PCR 반응 혼합액의 조성은 RAPD와 동

일하며, thermal cycler는 PTC-150HB (minicycler MJ research

INC, MA, USA)를 사용하였으며, PCR 조건은 ITS 1과 2, ITS

3, 4의 반응 조건을 달리하여 수행하였다. ITS primer 1과 2의

반응 조건은 template DNA 변형을 위해 94℃에서 3분간 pre-

denaturation 한 다음, 94℃에서 30초 denaturation, 50℃에서

30초 annealing, 72℃에서 1분간 extension하였으며, 이 과정

을 40회 수행하였다. ITS primer 3과 4의 반응 조건은 94℃에

서 3분 predenaturation 한 다음, 94℃에서 30초 denaturation,

55℃에서 30초 annealing, 72℃에서 extension 1분간 처리하였

으며, 이 과정을 40회 수행하였다. DNA 증폭이 끝난 후 최종

적인 합성을 위해 72℃에서 5분간 안정화하였다. rDNA를

PCR한 product는 1.0% agarose gel에서 확인한 다음 gel ex-

traction kit를 이용하여 증폭된 DNA band를 gel로부터 추출

하여 Perkin-Elmer applied biosystems ABI 377A sequencer

(Perkin-Elmer Co., USA)를 이용하여 분석하였다.

Data 분석

RAPD 분석을 위해 반응이 나타난 22개의 primer에 대한

결과는 각 band를 하나의 형질로 취급하여 유무에 따라 ‘1’

과 ‘0’으로 코드화 하였으며, 전체 코드화한 자료를 바탕으로

자료행렬을 작성하였다[20,26]. rDNA의 ITS 영역에 대한 염

기서열은 Sequencher (Gene codes Co., USA), Clustal X를

이용하여 alignment 시킨 후, 최종 세부 정열은 수작업으로

보정하였다.

정리된 RAPD 결과와 염기서열의 phylogenetic analysis는

PAUP 4.02b version [20]을 사용하여 parsimony analysis를

실시하였으며, 분지도는 UPGMA (unweighted pair-group

method, arithmetic average method) 방법을 사용하였으며,

분석방법으로는 Heurestic search를 이용하였다. 또한 Nei[14]

의 유전적 거리지수를 다소 변형한 Nei-Li의 거리지수를 이용

하여 상사도 행렬을 도출하여 neighbour joining tree (NJ)를

작성하였다[19], 그리고 종내, 종간의 유전적 유사도계수

(similarity coefficient)는 Sneath와 Sokal [21]의 방법에 따라

구하였으며, 이러한 분석방법은 1,000회 반복 실시하여 이를

통한 계통수를 작성하였다.

결과 및 고찰

RAPD 분석을 이용한 유전적 유사도 분석

국내산 Lepista 속의 L. nuda 10균주(strain 1∼10)와 L. irina

그리고 L. sordida의 유전적 변이를 알아보고자 RAPD 방법을

이용하여 fungus의 종내 유연성과 유전적 다양성을 밝히기

위해 널리 사용되고 있는 10개의 oligonucleotide로 구성된 G

+ C의 함량 60-70%의 random primer [23] 40개에 대해 분석

한 결과, Table 2에 나타낸 바와 같이 22개의 random primer에

서 반응이 나타났다. 증폭된 RAPD fragment는 약 200∼4,000

bp의 사이에서 355개가 관찰되었으며, 이중 재현성이 우수한

OPA-1과 OPA-18은 Fig. 1과 2와 같다. 관찰된 scrabble RAPD

marker를 근거로 Nei-Li's의 방법을 이용한 유전적 거리지수

를 이용하여 비유사도 지수를 도출하였다(Table 3).

L. nuda의 종내 변이는 0∼21.60%였으며, L. irina는 20.62∼

25.54%, 그리고 L. sordida는 16.93∼24.82%의 변이를 나타내었

다. 전체 분류군을 PAUP 프로그램을 이용하여 분석한 결과

전체 771단계의 길이를 갖는 전체 58개의 가장 짧은 계통수를

얻었다. Consistency index (autapomorphy 제외)는 0.453,
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Table 3. Genetic dissimilarity matrix calculated by Nei-Li's genetic distance coefficient based on RAPD analysis

L. nuda01 L nuda02 L. nuda03 L. nuda04 L. nuda05 L. nuda06 L. nuda07 L. nuda08 L. nuda09 L. nuda10 L. irina
L. nuda02 0.1126

L. nuda03 0.0878 0.0851

L. nuda04 0.0878 0.0851 0.0000

L. nuda05 0.0797 0.0834 0.0598 0.0598

L. nuda06 0.1037 0.1017 0.0751 0.0751 0.0736

L. nuda07 0.1596 0.1533 0.1322 0.1322 0.1268 0.1411

L. nuda08 0.1452 0.1492 0.1367 0.1367 0.1411 0.1290 0.1588

L. nuda09 0.1050 0.1367 0.0918 0.0918 0.1004 0.1190 0.1722 0.1218

L. nuda10 0.2034 0.1724 0.1894 0.1894 0.1954 0.1740 0.2160 0.2127 0.1933

L. irina 0.2062 0.2118 0.2273 0.2273 0.2092 0.2075 0.2554 0.2399 0.2284 0.2316

L. sordida 0.2184 0.2482 0.2105 0.2105 0.2217 0.2434 0.1693 0.2301 0.2103 0.2233

The abbreviations of introductory remarks are the same as in Table 1

Fig. 1. Electrophoretic patterns of RAPD using primer OPA-1.

Lane M is the size marker of λDNA/HindⅢ＋ø×174RF

DNA/HaeⅢ fragments. Lane 1-10 indicate L. nuda01 to

10, lane 11 indicate L. sordida and lane 12 indicate L. irina.

Fig. 2. Electrophoretic patterns of RAPD using primer OPA-18.

Lane M is the size marker of λDNA/HindⅢ＋ø×174RF

DNA/HaeⅢ fragments. Lane 1-10 indicate L. nuda01 to

10, lane 11 indicate L. sordida and lane 12 indicate L. irina.

homoplasy index는 0.547, 그리고 retention index는 0.369로

나타났으며, RAPD에 기초한 tree는 3개의 cluster를 형성하였

다(Fig. 3). 첫 번째로 L. sordida가 가장 기부에 위치하고 있으

며, 두 번째 cluster는 L. irina와 제주에서 채집된 L. nuda10으

로 각각 59개와 63개의 autapomorphic change와 84개의 syn-

apomorphic change를 나타내었다. 세 번째 cluster는 국내의

9개의 지역에서 채집된 L.nuda로 서로 상이한 6개의 자매군을

103
L. nuda01

58 L. nuda0216

50
24 L. nuda06

20
43

L. nuda05

43

L. nuda03 ingroup
29

45
L. nuda04

68 L. nuda09

79 L. nuda08

97 L. nuda07

63 L. nuda10

59
L. irina

outgroup

L. sordida

Fig. 3. Strict consensus tree of the 58 most parsimony trees about

Lepista RAPD result. Tree length is 771 steps, consistency

index (CI) is 0.453, retention index (RI) is 0.369 and ho-

moplasy index (HI) is 0.547. The number of changes is

indicated above branches.

형성하였으며, L. nuda03과 04는 0.031의 band change와 16개

의 synapomorphic change를 나타내며, 100%의 jack-knife의

지지도를 나타내었다.
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Table 4. Genetic dissimilarity matrix calculated by Nei-Li's genetic distance coefficient based on ITS region sequencing analysis

L. nuda08 L nuda09 L. nuda10 L. nuda11 L. nuda12 L. nuda13 L. irina

L. nuda09 0.0956

L. nuda10 0.1147 0.0285

L. nuda11 0.1024 0.0237 0.0459

L. nuda12 0.1005 0.0269 0.0491 0.0190

L. nuda13 0.0991 0.0158 0.0364 0.0158 0.0174

L. irina 0.1561 0.0711 0.0935 0.0854 0.0871 0.0743

L. sordida 0.1288 0.0383 0.0606 0.0557 0.0574 0.0480 0.0480

The abbreviations of introductory remarks are the same as in Table 1

L. nuda의 지역별 특성은 서식지의 지리적 거리와 비교하여

유전적으로 많은 차이를 나타내었다. L. nuda10 (제주)는 L.

irina와 하나의 cluster를 이루었으며, 동일종인 L. nuda와 유전

적으로 많은 차이를 나타내는 것은 지리적으로 섬으로 분리되

어 있기 때문인 것으로 생각된다. Kim과 Kim [7]은 Lepsta속의

L. nuda와 L. sordida,그리고 송이과 버섯 4종, Collybia confluens

(밀버섯), Collybia peronata (가랑잎애기버섯), Laccaria laccata

(졸각버섯), Lyophyllum cinerascens (만가닥버섯)에 대한 유전

적 변이를 측정한 결과, L. nuda는 동일속의 L. sordida보다 밀

버섯과 가랑잎애기버섯의 유전적 유연관계가 더 가까우며, L.

sordida는 졸각버섯과 유전적으로 가깝다고 하였으며, 본 결과

에서도 L. sordida는 유전적 유연관계가 가장 멀었다.

L. nuda와 L. irina, L. sordida의 종간의 유전적 차이는 출현시

기와 형태적 특성의 분류학적 차이와 일치하였다. 그러나 6개

의 자매군으로 형성된 세 번째 cluster에서 경기도 용인에서

채집된 L. nuda06과 동일한 지역에서 채집된 L. nuda07은 균주

를 분양받아 일정기간 계대배양된 균주로 0.055의 band

changer가 나타났으며, L. nuda06과는 하나의 cluster를 형성

하였으나 유전적으로는 차이가 있었다. 버섯의 경우 자연적으

로 발생된 버섯은 형태학적 분류로 정확하게 동정되었다고

하여도 정확하게 균사가 순수분리가 되었는지에 대한 유무가

명확하지 않으며, 장기간 보관 및 계대배양 시 오염될 수 있으

므로 인공재배를 통한 자실체 발생으로 정확한 종의 동정이

가능하다. 그러나 인공재배가 잘 안되는 버섯이나 인공재배가

가능하더라도 장기간의 시간이 소요되는 어려움이 있다[2]. 따

라서 L. nuda06과 07의 유전적 차이는 동일한 지역에서 채집된

종이라고 하더라도 자연적 발생 균주와 계대배양에 의한 유전

적인 변이가 나타난 것으로 판단된다.

Alam 등[16]은 느타리 속 버섯은 RAPD 기법으로 동일한

종 내의 유전적 다양성을 밝혀 계통이나 품종간의 차이점을

구분할 수 있다고 하였으며, 느티만가닥 버섯에서도 계통이나

품종 구분시 RAPD를 통해 밝혀진 각각의 종이나 계통 고유의

DNA 단편 염기서열정보를 primer로 이용하면 버섯의 계통이

나 종을 구분할 수 있다고 보고한 바 있다[26]. 지금까지 보고

된 바로는 ITS 부위는 종내보다 종간이가 많은 것으로 보고되

어 있었으나, L. nuda에서의 결과로 미루어 보아 RAPD의 경우

40개의 primer중 22개의 primer에서 12종 모두 재현성이 뛰어

난 band들이 나타났으며, primer에 따라 band 양상에 차이가

있어 이들 primer를 같이 사용할 경우 Lepista 속에 대한 차별

화된 band를 확인할 수 있으므로 동일한 종내에서의 RAPD

기법으로 품종 및 종을 식별하는데 분자 marker로 활용할 수

있을 것으로 판단된다.

ITS 영역을 이용한 유전적 유사도 분석

국내에서 채집된 L. nuda 3개 균주, 프랑스, 스위스, 포르투

칼에서 채집된 L. nuda 3개 균주, 그리고 outgroup으로 L. iri-

na, L. sordida에 대한 ITS영역에 대해 약 673개의 염기서열을

분석하였으며, 이를 근거로 Nei-Li의 유전적 거리지수를 이용

하여 비유사도 지수를 도출하였다(Table 4). 유전적 비유사도

지수행렬에 의하면 L. nuda의 ITS 영역 염기서열의 종내 변이

는 1.58%～11.47%로 나타났으며, L. nuda와 L. sordida와는

3.83%～12.88%, 그리고 L. nuda와 L. irina는 7.11%～15.61%로

나타났으며, L. sordida와 L. irina와의 종간 변이는 4.79%로 나

타났다. 정렬된 염기서열을 근간으로 전체 분류군을 PAUP

(4.0b) program을 이용하여 분석한 결과, 161단계의 길이를

갖는 전체 21개의 가장 짧은 계통수를 얻었으며, consistency

index (CI-autapomorphy 제외)는 0.758, homoplasy index

(HI)는 0.242, 그리고 retention index (RI)는 0.692로 나타났다

(Fig. 4).

염기서열의 변이에 기초하여 neighbour-joining(NJ) 분석

결과, 4개의 cluster를 형성하였다. 첫 번째로 L. sordida는 0.025

의 base change을 나타내며 가장 기부에 위치하였으며, L. iri-

na는 0.011의 base change를 나타내며, 50개의 autapomorphic

change와 14개의 synapomorphic change를 나타내었다. L.

nuda08과 09는 0.001의 base change를 나타내며 1개의 syna-

pomorphic change를 나타내었으며, 제주에서 채집된 L. nu-

da10은 58개의 autapomorphic change를 나타내며, L. nuda08,

L. nuda09는 11개의 synapomorphic change가 나타났다. 두

번째 cluster는 L. nuda11, 12, 그리고 13(France, Swiss,

Portugal)이 3개의 synapomorphic change를 나타내며, 국내

에서 채집된 L. nuda와 유럽 3지역의 L. nuda와는 16개의 syna-

pomorphic change를 나타내었다.
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Fig. 4. Strict consensus tree of the 21 most parsimony trees about

Lepista ITSⅠ and Ⅱ region sequence result. Tree length

is 161 steps, consistency index (CI) is 0.758, retention in-

dex (RI) is 0.692 and homoplasy index (HI) is 0.242. The

number of changes is indicated above branches and

jack-knife values are found below branches.

우리나라에서 채집하여 실험에 사용한 L. nuda는 유럽종보

다 유연관계가 매우 가까웠으며, ITS 영역을 기반으로 작성된

dendrogram을 분석한 결과에서도 하나의 cluster를 구성하

였으며, L. sordida와 L. irina와도 명확하게 구분되었다. Park

등[16]은 상황버섯의 경우 rDNA의 ITS 영역에 대해 종이나

품종간 특이한 염기서열의 존재가 확인되면 이를 primer 제

작하여 종이나 풍종 동정에 활용이 가능하다고 보고하였으

며, 노루궁뎅이 버섯에서도 rDNA의 PCR을 통해 종과 계통

간 분자생물학적 구분이 가능하다고 보고한 바 있다[17]. 이

에 본 연구결과 ITS 염기서열은 L. nuda의 지역간에 유의적인

차이가 있었으며, Lepista속 내에서도 구별할 수 있는 분자 지

표나 종내, 종간의 유연관계 분석을 위한 자료로 모두 적합하

다고 생각된다.
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초록：RAPD와 ITS 영역에 의한 민자주방망이 버섯의 유전적 변이

이양숙
1
․김남우

1
․김종봉

2
*

(
1
대구한의대학교 한약자원학과,

2
대구가톨릭대학교 의생명과학과)

본 연구는 유럽에서 식용버섯으로 선호도가 높은 Lepista nuda (민자주방망이버섯)에 대하여 random amplified

polymorphic DNA (RAPD)와 internal transcribed spacer (ITS) 염기서열을 이용하여 종내 및 종간의 유전적 변

이를 분석하였다. RAPD 분석 결과 40개의 random primer 중 다형성을 나타내는 primer는 22개 였으며, 증폭된

밴드는 355개, DNA 단편의 크기는 200∼4,000 bp의 사이에 위치하였다. RAPD band들을 marker로 하여

Nei-Li's의 방법을 이용한 비유사도 지수행렬을 조사한 결과 L. nuda 종내 유전적 변이는 0∼21.60%로 나타났으

며, L. nuda와 L. sordida의 종간에는 16.93∼24.82%, L. irina와는 20.62∼25.54%로 나타났으며, L. sordida와 L. irina

와의 종간 변이는 23.49%로 나타났다. ITSⅠ과 Ⅱ 영역의 673 bp의 염기서열을 분석하여 비유사도 지수행렬을

조사한 결과, L. nuda의 종내 변이는 1.58∼11.47%였으며, L. nuda와 L. sordida와는 3.83∼12.88%로 나타났다. 그리

고 L. nuda와 L. irina는 7.11∼15.61%였으며, L. sordida와 L. irina와의 종간 변이는 4.79%로 나타났다. 본 실험결과

RAPD와 ITS실험을 통해 확인된 primer와 연기서열은 Lepista속의 종을 검색 및 분류 시 유전적 표지 marker로서

이용 할 수 있을 것으로 생각된다.
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