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서  론

  표고(Lentinula edodes (Berk.) Pegler)는 주로 참나무원

목을 이용하여 재배하며 원목 내에서 균사생장기간이 길어 첫 

버섯을 수확하려면 1년 이상 소요되고, 재배기간이 최소한 5년

이나 걸리고 재료에 대한 버섯으로의 회수율도 낮다.  또한 앞으

로 표고 재배용 원목의 수요가 많고 참나무의 확보가 어려워 구

득이 어려워지고 있기 때문에 최근 톱밥을 이용한 표고 재배가 

점차 증가하고 있는 경향이다 (Ando, 1974; Diehle와 Royse, 

1985; Royse, 1985). 톱밥을 이용한 표고버섯 재배에 있어서 균

사가 완전히 생장하면 백색으로 되며 이 상태에서 버섯을 발생

시키면 버섯수도 적고 푸른곰팡이병 등에 오염되어 많은 수량

을 기대할 수 없게 된다. 따라서 배지표면에 나무의 표피와 같

은 역할을 할 수 있는 인공피막이 형성되도록 갈변화시키는 것

이 중요하다. 적갈색으로 갈변화된 것은 외부공기와 접촉시켜

도 다른 균이 오염되지 않을 뿐만 아니라 배지내 수분증발을 억

제하고 버섯발생을 양호하게 한다. 그러나 표고의 톱밥재배에

서 배지의 갈변을 위하여 100일에서 150일까지 너무 긴 배양기

간이 요구되기 때문에, 농가에서는 그로 인하여 시설비의 과다 

투자와 배양실의 확보 등의 부담을 안게 된다. 따라서 표고톱밥 

재배시 배지의 갈변을 촉진시키거나 갈변이 빠른 균주를 조기

에 선발할 수 있는 시스템의 개발이 절실히 요구되고 있는 실정

이다(김 등, 2007, 2009a, b, 2011). 본 연구에는 표고 톱밥재

배를 안정적으로 실시하고 재배기간을 단축시킬 수 있는 방법

을 모색하고 이에 알맞은 표고의 품종을 개발하는 데 기초자료

를 제공코자 실시하였다. 표고균사가 생장하고 성숙하는 동안 
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ABSTRACT: Recently sawdust cultivation of Shiitake mushroom (Lentinula edodes) is increasing. It is important to make mycelia to be 
brown on the substrate surface. This browned surface in sawdust cultivation plays an important role like as artificial bark of the oak log, 
which protects the other pests and suppresses water evaporation in the substrate. In order to isolate genes which related to brown color 
formation, differential display method was used. Two cDNA fragments obtained by DD-PCR were 1.2 and 1.6kb and these were expressed 
in white colored mycelia from L. edodes, but not brown colored mycelia. Partial sequencing of these cDNA fragments showed that the 1.6kb 
cDNA had 100% identity with the microsatellites gene from Dugenia polichroa. However, the other 1.2kb cDNA fragment had poly T tail 
on 3’ region of partial open reading frame on 5’ region. The new primer designed based on the sequence of 1.2kb cDNA was constructed. 
RT-PCR analysis using the newly designed 0.12kb cDNA specific primer showed that the gene was only expressed in white color mycelia, 
but not in brown color mycelia. Sequence analysis of 5’ region of this 1.2kb cDNA revealed that this gene contained partial open reading 
frame consisted of 110 amino acid. Homology search using DNASIS database showed that this gene had high sequence homology of 66.7% 
in DNA level and 69.2 % in amino acid level with dTDP-glucose 4,6-dehydratases gene from Arabidopsis thaliata. The dTDP-glucose 4,6-
dehydratases gene was known to be function to have tolerance with oxidation stress. These results strongly suggest that this gene isolated 
from white mycelia of L. edodes might have a function of repressor against mycelia browning. Therefore I designated this gene as BCR 
(Brown Color Repressor) gene.
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발생되는 색소에 의하여 갈변이 이루어지므로 이때 다르게 발

현하는 mRNA의 cDNA를 차별화 전개(differential display)

를 통하여 특이적으로 발현되는 특이 유전자를 탐색하고, 유전

자 은행에서 상동성을 비교한 후 이를 primer로 제작하여 시기

적으로 다르게 생장한 균사에서 이 유전자의 발현을 조사하여 

확인코자 하였다.

Table 1. List of primer used in differential display

Code Sequence( 5′to 3′)

oPa-01

oPa-03

oPa-04

oPa-08

oPa-09

oPa-10

oPa-11

oPa-12

oPa-16

oPa-19

CaGGCCCTTC

aGTCaGCCaC

aaTCGGGCTC

GTGaCGTaGG

GGGTaaCGCC

GTGaTCGCaG

CaaTCGCCGT

TCGGCGaTaG

aGCCaGCGaa

CaaaCGaTCC

    Isolation of total RNA from brown colored and noncolored mycelia

⇩
Extraction of whole cDNAs using oligo dT primer as antisense primer

⇩
PCR reaction using a set of random primers & oligo T primer as a sense and an antisense 

primer, respectively.

⇩
Electrophoresis of the PCR products on agarose gel

⇩
Selection of difference band between black and white samples

⇩
Isolation of the selected cDNA fragment 

⇩
Differential expression of the cDNA fragment  gene by RT-PCR

⇩
Sequence analysis to characterize the cDNA

⇩
Analysis of the relationship  between the confirmed cDNA and color formation

Fig. 1. Scheme of mrNa differential display to isolate the genes related to brown color formation 

재료 및 방법

갈변관련�유전자�탐색체계

표고의 톱밥재배에서 배지의 갈변을 위하여 100일에서 150

일까지 배양하여 완료되는 톱밥배지는 너무 긴 재배기간을 요

구한다. 따라서 갈변을 단축시키는 방법으로 갈변에 특이적으
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로 발현되는 유전자를 분리하기 위해 갈변이 되지 않은 균사와 

갈변이 완전히 된 균사로부터 RNA를 분리하여  Fig. 1과 같이  

mRNA differential display의 방법을 통해 특이 발현 유전자

를 탐색코자 하였다.  

공시재료

표고의 갈변에 관련된 유전자를 분리동정하기 위하여 농기

3호 균주(ASI 3046)를 샤레에 20ml씩 분주된 PDB(potato 

dextrose broth)배지에 직경 5mm의 균총을 접종하여 15일 및 

40일 동안 배양하여 균사의 상태가 백색인 균사와 갈색인 균사

를 공시하였다. 또한 분리된 갈변특이 유전자의 확인을  위하여 

15, 30, 53일간을 각각 배양한 후 균사의 상태가 백색, 약 20%

정도의 갈변이 진행된 균사, 그리고 갈색균사에서 자실체가 발

생한 균사를 공시재료로 하였다.

균사로부터�total�RNA의�분리�

표고의 균사로부터 total RNA분리는 Sambrook 등(1989)

의 lithium chloride법을 수정한 Yang 등(1993)의 방법으로 실

시하였다. 공시재료인 표고 균사시료들을 거즈를 이용하여 균사

체만을 분리한 다음 액체질소를 넣고 급속 냉동시키면서 살균

된 유발에서 미세하게 마쇄 후, 10 ml의 grinding buffer(GB : 

100mM  Tris-HCl, 10mM EDTA, 1%SDS)가 담겨진 원심분리

관으로 옮겨  phenol과 chloroform-isoamylalcohol(1:1)  21:1

의 용액(PIAA) 10ml를 넣고 잘 혼합하여 원심분리후 수층을 취

하였다. RNA를 포함한 이 수층에 1/3부피의 8M LiCl(최종농도 

2M)을 넣어 4℃에서 밤새 보관한 다음, 10,000rpm에서 30분

동안 원심분리하여 RNA를 침전시켰다, 이 침전물은 0.4 ml의 

100mM Tris HCl/10mM EDTA용액에 재현탁시키고 다시 원심

분리 후, 1/10부피의 3M NaOAc와 2.5배 부피의 에칠알콜을 가

하여 -20℃에서 1시간이상 보관하여 침강시킨 후, 원심분리하고 

70% 에칠알콜로 세척건조시켜 100mM Tris HCl/10mM EDTA

용액으로 재현탁하여 total RNA를 분리하였다. 분리된 RNA

는 Sambrook 등(1989)의 방법에 의하여 spectrophotometer

를 이용하여 260과 280nm에서 흡광도를 측정한 후 agarose/

formaldehyde 겔에서 전기영동하여 확인하였다.

Differential�display�PCR

표고의 균사로부터 추출한 total RNA중 갈변에 관련된 유전

자를 탐색하기 위하여 mRNA의 cDNA합성을 실시하였다. 이 

때 역전사 반응을 위한  antisense primer는 oligo dT prim-

er (5’-CGAGGAATTCTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTT

TTTTTT-3’)를 이용하였다. 처음 1st strand cDNA의 합성은   

DNAse I를 처리한 2㎍의 total RNA, 0.5㎍의 oligo dT prim-

er,  25mM의 dNTPs, 200 units의 M-MLV reverse tran-

scriptase와 20 units의 ribonuclease inhibitor의  20㎕ 반응

혼합액에서 수행하였다. 이  혼합액은 42 ℃에서 30분간 반응시

킨 후, 65 ℃에서 10분간 가열하여 반응을 중지하여 1st strand 

cDNA의 합성하였다. 이어서 2nd strand cDNA를 합성을 위

한 PCR반응은 20㎕의 RT반응 혼합액에 0.25㎍의 oligo dT 

primer, 각각 다른 10 bp의 arbitrary sense primer(Table 1), 

10㎕의 10 X DNA polymerase buffer, 10㎕의 25μM MgCl2,  

dNTPs의 최종 농도가 각각 0.25mM이 되도록 하고, 2.5 units 

의 Taq DNA polymerase와 혼합하여 100㎕반응액으로 수행

하였다. PCR반응은 변성은 94℃에서 30초, 어닐링은 48℃에서 

30초, 증폭은 72℃에서 1분을 1 cycle로 하여 40cycles를 실행

하였다. 백색의 균사와 갈색의 균사를 사용한 각각의 PCR생산

물은 1.3% agarose gel에서 전기영동에 의하여 분리하였으며  

이들 간에 차이를 나타내면서 발현된 각 cDNA 절편은 gel ex-

traction kit(Quagen)을 사용하여 추출하였다.

갈변관련�유전자의�검정

Differential display  PCR방법으로 증폭시킨 표고 유래

의 갈변관련 유전자의 검정을 위하여 RT-PCR을 실시하였다. 

RT-PCR반응은 추출된 cDNA 단편의 internal영역 염기서열

에 대응하는 5‘-CCCTCCTCACTACCAGT-3’의 특이 primer

를 arbitrary primer대신 PCR반응의 sense primer로서 사

용된 것을  제외하고, differential display분석에서와 같이 수

행하였다. 

DNA염기서열�결정�

mRNA differential display에 의하여 차이를 나타낸 cDNA 

단편을 agarose gel로부터  gel extraction kit를 사용하여 분

리하였다. 분리된 특이 cDNA 단편을 EcoRV로 절단 후 dTTP를 

첨가한 ligation 벡터(pBluescript KS+)와 혼합하여 ligase와  

buffer가 첨가된 20㎕의 최종반응액을 16℃에서 15시간 liga-

tion 시키고,  E.coli DH5α균주에 형질전환 시켰다(Sambrook, 

1989).  형질전환된 E.coli로부터 특이발현 cDNA 단편이 포함

된 plasmid를 DNA extraction kit(Quagen)을 사용하여 대

량분리 후, 염기서열 분석에 이용하였다. 염기서열 결정은 원하

는 DNA단편을 Sanger의 chain termination 방법(1977)으로 

sequence kit version 2.0(United State Biochemical Co.)

를 이용하여 염기서열을 결정하였다. 결정된 염기서열은 Pro-

sis 프로그램으로 PIR데이타베이스에서 아미노산 상동성을 검

색하였고, DNASIS를 이용하여 Gene Bank의 데이터베이스에

서 DNA 염기 상동성을 검색하였다.

게놈�DNA의�분리

표고갈변관련 유전자로부터 제작된 primer의 working 

test를 위하여 L. edodes  9 균주. Pleurotus ostreatus 5균

주, 그리고 P. conucopiae,  P. cystidiosus,  P. salmoneo-
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stramineus,  P. sajor-caju, P. florida,  Flammulina ve-

lutipes, Ganoderma lucidum 각 1 균주씩을 PDB액체배지에  

15일간 배양하였다. 배양된 균사체를 3M paper위에 놓고 배지를 

제거한 후 동결건조하여 유발에서 액체질소로 마쇄하였다. 마쇄

된 균사체 200mg에 CTAB buffer(1% hexaadecyl trimethyl 

ammonium bromide, 0.7M NaCl, Tris-HCl, 1% 2-mer-

captoethanol, 0.2% sds, 50mM EDTA) 600㎕를 넣고, vortex 

후 65℃에서 40분간 반응 시켰다. 반응 후 동량의 chloroform

을 넣은 후 조심스럽게 섞고 12,000rpm에서 10분간 원심분리 

하였다. 상등액을 새로운 tube에 옮기고 isopropanol로 침전

시켰다. 침전물을 TE buffer(10mM Tris-HCl, 1mM EDTA) 

300 ㎕에 잘 녹인 후 RNase를 처리하고 phenol: chloroform: 

 
Fig. 2.  differential display to identify specific expressed genes 

related to browning  from white and brown colored mycelia 
of l. edodes.. Total rNa(2 ㎍) from white(W) and brown(B) 
colored mycelia was subjected to differential display analysis 
to isolate the gene related  mycelial browning. rNa from  two 
colored mycelia were used in cdNa synthesis using oligo 
dT primer and then amplified by PCr with combination of  
various random 10 mer primers, mixed primer of oPa 1 to 
oPa19(1),  oPa 3(2), oPa 8(3) and oPa 10(4), and oligo dT 
primer. The PCr products were separated by electrophoresis 
on 1.2% agarose gel with 1kb ladder dNa size marker(M). 
arrow indicates position of PCr products(1.2, 1.6 kb) which 
are only generated by white mycelia.

Fig. 3.  Cloning of cdNa fragments,  which are specifically expressed 
on  white  colored  mycelia of l. edodes, into pBluescriptor 
cut with ecorⅤ. lane 1 is clone 1(1.2kb)  from differential 
display of  white mycelia by using oPa 3, lane 2 is clone 
2(1.6 kb) from differential display of  white mycelia by using 
oPa 10. M is 1kb ladder  dNa size maker. 

Fig. 4.  Comparison of deduced dNa  of 1.6kb cdNa fragment from white mycelia of l. edodes 
with microsatellites from the planarian flatworm dugenia polychroa.
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Fig. 5.  Partial sequencing of  the 1.2kb cdNa fragment and  construction of the  1.2 kb 
cdNa specific new primers. Putative poly a tail signals(aaTaa) and a poly a tail(aaaa) 
are indicated. dotted underline portion(*, **) were constructed as sense primer(* 5’ 
CCCTCCTCaCTaCCa GT 3’) and antisense primer(** 5’CCCC aaTCTaaTTaaC C 3’). 

isoamylalcohol(25:24:1)을 동량으로 넣어  5분간 조심스럽게 

섞은 후 12,000rpm에서 10분간 원심분리 하였다. 상등액을 취

한 후 0.3M ammonium acetate와 absolute ethanol로 침전

시키고 70% ethanol로 세척하였다. 분리된 DNA를 TE buffer

에 녹인 후 spectrophotometer (260nm/280nm)에서 흡광도

(O.D)를 측정하여 template DNA의 농도를 조정하였다.

RAPD�분석

PCR 반응액의 조성은 기본적으로 Williams 등(1990)의 방

법에 따랐다. 그러나 MgCl2의 농도, template DNA의 농도 등

은 예비시험을 통하여 결정하였다. 20㎕의 반응총액에서 20mM 

Tris-HCl, 0.1mM EDTA, 0.1M KCl, 0.5% Tween 20의 buf-

fer를 사용하였고, 100 μM MgCl2, 100 ρMl primer, 25ng의 

DNA, 0.2mM dNTP, 1 unit Taq polymerase(Boehringer 

Mannheim Co.)를 첨가하였다. PCR 반응은  94℃에서 5분 동

안 predenaturing시키고, 94℃에서 1분동안 annealing 시킨 

다음, 94℃에서 1분 동안 denaturing, 55℃에서 1분 동안 an-

nealing, 72℃ 2분-polymerization을 35 cycle로 처리하였

다. 처리한 PCR산물은 1% agarose gel상에서 전기영동한 후 

ethium bromide로 염색 후  UV하에서 관찰하였다.

결과 및 고찰 

백색과 갈색균사간에 특이적으로  발현되는 cDNA의 확인

표고균사로부터 갈변에 관련된 유전자를 탐색하기 위하여 15

일간 배양된 백색의 균사와 40일간 배양된 갈색의  균사로부터 

total RNA를 분리하였다. 분리된 RNA로부터 역전사효소를 이

용하여 total cDNA를 합성한 후 다양한 random primer를 사

용하여 differential display를 실시한 결과 OPA 3와 OPA 10

을 primer로 사용한 differential display PCR반응에서 각각 

1.2kb와 1.6kb의 밴드가 백색균사로부터 특이하게 나타나는 것

이 확인되었다(Fig. 2). Sreenivasaprasad와 Burton(1995)

은 양송이의 자실체를 수확 후 신선한 버섯과 저장 중 갈변된 버

섯에서 mRNA differential display를 실시한 결과 신선버섯

에서 두 개의 다르게 발현하는 cDNA 절편을 분리하였다. 이는 

갈변과정 중에 갈변에 대해 특이하게 반응하는 유전자들이 많

이 발현하는 것으로 생각된다. 이 특이 밴드들을 분석하기 위하

여 agarose 젤에서 분리 후 EcoRV로 절단된 plasmid에 클로

닝 한 후 제한효소 EcoR1과 Hind Ⅲ로 절단하여 삽입된 cDNA

의 특성을 확인하였다(Fig. 3). 그 결과 1.2 kb cDNA는 내부에  

EcoR1 또는 Hin Ⅲ중에 하나의 site를 가지고 있기 때문에  0.5, 
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Fig. 6.  rT-PCr by using newly designed specific primer with rNa 
of periodical grown mycelia of l. edodes. Total rNa(2 ㎍) from 
white(W) and brown(B) colored mycelia was  amplified by PCr 
with newly designed specific primer(1), and designed sense 
primer and oligo dT primer(2). The rT-PCr products were 
separated by electrophoresis on 1.2% agarose gel with 1kb 
ladder dNa size marker(M).

0.7 kb의 두 개의 insert로 분리되었다.

염기서열��분석

클로닝된 cDNA단편들의 특성을 분석하기 위하여 부분 염

기서열을 실시한 결과 1.6kb의 cDNA단편의 96번째부터 159

번째 63bp에 해당하는 염기서열 부분은 Dugenia polichroa 

(planarian flatworm)에서 보고(Ramachandran, unpub-

lished)된 micro satellites 유전자와 100%의 상동성을 나타내

었다(Fig. 4). 이 결과는 1.6kb의 cDNA가 protein coding 유전

자가 아닐 것이라고 사료되었다.  반면 1.2kb의 cDNA단편의 부

분염기서열(약200bp)분석결과 이 cDNA는 고등생물의 mRNA

에서 볼 수 있는 특징인 poly A tail과 부분적 open reading 

frame을 3’말단과 5‘말단에서 각각 가지고 있었다(Fig. 5). 그

러므로 1.2kb의 cDNA단편을 protein coding gene으로서 본 

연구에서 추구하는 색소생성 관련 유전자의 일종일 것으로 추

정되었다. 

1.2kb�cDNA의�색소형성관련성�확인�

Protein coding 유전자로 추정되는 1.2kb cDNA 단편의 색소

생성 관련여부를  확인하기 위하여 RT-PCR방법을 이용한 유전

자 발현 분석을 실시하였다. 먼저 이 1,2kb cDNA 단편의 정확한 

발현 신호(signal)를 탐지하기 위하여 cDNA의 판독된 염기서열

과 일치하는 20mer의 특이 primer를 제작하였다(Fig. 5).  

 분리된 백색 및 갈변균사의  total RNA를 이용하여  제작된 

primer를 이용하여 RT-PCR을 실시한 결과  백색균사에서만  

cDNA의 증폭이  확인되었다(Fig. 6). 이 결과는 이 유전자가 균

사의 갈변에 관련이 있음을 나타내고 있으나 균사가 백색인 상

태에서 생성되어 갈변이 되면서 사라지는 것인지 또는 시기적으

로 균사의 생장과 관련된 유전자인지를 확인하기 위한 시기적 

발현시험이 필요한 것으로 사료되었다.

1.2kb�유전자의�확인����

백색의 표고균사로부터 분리한 1.2kb 유전자절편으로부터 

제작한 primer룰 가지고 표고균주 9개와 현재 품종으로 등록

되어 있는 원형느타리, 2-1, 201, 202 품종과 애느타리 품종을 

포함한 느타리 5균주, 노랑느타리, 전복느타리, 여름느타리, 사

철느타리, 팽이, 영지 등, 각각 1 균주씩를 공시하여 PCR로 이 

유전자의 존재여부를 확인하였다(Fig. 7).  그 결과 공시한 9균

주의 표고 균주에서만 PCR산물을 확인할 수 있었으며 다른 균

주에서는 cDNA합성이 인정되지 않아 이 유전자가 표고에만 고

유하게 존재함을 알 수 있었으며, 표고균주의 분별에도 사용될 

것으로도 기대되었다. 

1.2kb�유전자의�발육시기별�발현�양상�

앞에서 분리된 1.2kb 유전자가 색소생성과 관련이 있는지, 표

고 균사의 생육시기별로 발현되는 유전자 인지를 확인하기 위하

여 15일간 배양된 백색의 균사, 30일간 배양하여 갈변이 되기 시

작하는 균사 및 47일간 배양하여 균총이 완전한 갈색으로 되어 

원기를 형성한 균사로부터 total RNA를 분리 정량한 후, RT-

PCR에 의한 1.2kb 유전자 의 검출정도를 분석하였다(Fig. 8, 

9). 그 결과 이 유전자에 대응하는 이 cDNA는 백색균사에서만 

발현되었으며, 원기를 형성하거나 균사가 갈변화되는 균사에서

Fig. 7.  PCr analysis searching the BCr gene on other species using 
newly designed  specific primer. lane 1 to 9 were 9 strains of 
l. edodes and lane 10 to 14 were  5 strains of P. ostreatus. 
lane 15, 16, 17, 18, 19. 20, and 21 were P. conucopiae, P. 
cystidiosus,  P. salmoneo-stramineus, P. sajor-caju, P. florida,  
flammulina velutipes,  and Ganoderma lucidum, respectively. 
The PCr products were separated by electrophoresis on 1.2% 
agarose gel with 1kb ladder dNa size marker(M).
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Fig. 10.  Nucleotide and deduced amino acid sequence of  cdNa fragment isolated
              by mrNa differential display of white mycelia of l. edodes.

Fig. 9.  rT-PCr by using newly designed BCr specific primer with 
rNa of periodical grown mycelia of l. edodes. Total rNa  from 
white mycelia(1),  brown mycelia(2),  fruiting mycelia(3) of l. 
edodes was subjected to rT-PCr reaction to analyze the 
1.2kb gene expression pattern in various stages.

M                1                2                3
kb

2.04

1.64

1.02

0.51

Fig. 8.   Total rNa isolation from white mycelia(1), brown mycelia(2),  
fruiting mycelia(3)  of l. edodes 
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는 발견되지 않았다(Fig. 9). 이러한 결과는 이 유전자가 균사의 

생육과 관련된 대사 생리에 필요한 유전자가 아니고, 갈색색소 

형성을 조절하는 유전자로서 이 유전자의 생산물이 갈색형성 관

련 효소의 유전자를 억제하는 repressor로서 작용하는 것으로 

추정되기 때문에 이 유전자를 BCR(brown color repressor)유

전자로 명명하였다.

BCR�유전자의�염기서열�분석

표고균사의 갈변에 대한 repressor 유전자로 추정되는 BCR

유전자의 특성을 분석하기 위하여 이 유전자 단편의 염기서열

을 분석하였다. 약 300 bp의 5‘말단영역의 염기를 결정하고 아

미노산을 추정한 결과, 약 110개의 아미노산으로 구성된 open 

reading frame을 가지고 있는 것으로 밝혀졌다(Fig. 10). 이 

염기서열을 유전자은행에 보고된 기존의 유전자들과 상동성을 

비교한 결과 Arabidopsis thaliata로부터 분리된 dTDP-glu-

cose 4,6-dehydratase유전자의 DNA 및 아미노산과 66.9%

와 69.2%의 상동성을 보였다(Fig. 11, 12).

dTDP-glucose 4,6-dehydratase는 효모에서 세포의 

thiol를 산화시키고 산화 stress를 유도하는 diamide가 과발

현(overexpress)될 때 산화에 의한 피해에 저항성을 나타나게 

하는 기능을 가진 것으로 밝혀져 있다(Kushnir 등, 1995). 곰팡

이나 식물에서 색소를 형성하는 효소들의 대부분이 산화반응을 

나타내며 작용하는 효소이므로 이러한 결과를 종합하여 볼 때 이 

시험에서  표고의 갈변이  phenoloxidase와 같이 산화환원반응

에 의한 작용임을 감안할 때 분리된 BCR 유전자가 갈변과정에 

관련된 repressor 유전자일 가능성이 매우 높은 것으로 추정되

어졌다. 향후 이 유전자를 homologeous recombinant에 의해 

만든 anti-sense mRNA 방법 등을 통해 발현억제 시킴으로서 

이 유전자의 색소형성 관련여부를 정확히 증명할 수 있을 것이

며, 또한 유전자조작을 통하여 발현된 갈변 균주를 이용하여 갈

변과 생육과의 관계 구명 및 병해저항성 관련여부 등의 연구에 

이용될 수 있으며, 농가 재배의 표고 톱밥재배에서 배양기간을 

상당히 단축시킬 수 있어 전체 재배기간을 단축시키는 등 버섯

의 육종연구와 산업과 관련된 다양한 분야에서 이용될 수 있으

므로 계속적인 연구가 진행되어야 될 것으로 생각된다.

 

적  요

표고균사에서 갈변시기를 조절하고 확인할 수 있는 유전공학

적 시스템을 개발하여 톱밥재배용 표고균주를 조기에 선별할 

수 있도록 표고균사가 갈변되는 동안 균사상태에서 특이적으로 

발현되는 유전자를 분리하기 위하여 갈변되지 않은 균사와 갈

변이 완전히 이루어진 균사에서 differential display를 실시

하였다. 그 결과 이들 균사로부터 특이적으로 발현되는 두 개의 

1.6kb 와 1.2kb의 cDNA clone을 선발하여 염기서열을 분석하

였다. 이 중 1.6kb의 cDNA단편은 Dugenia polichroa로부터 

분리된 microsatellites 유전자와 100%의 상동성을 나타냈다. 

그러나 1.2kb의 cDNA 단편은 3́ 부위에 poly A tail과 5 부위

에 partial open reading frame를 가지고 있어 이를  primer

Fig. 11.  Sequence homology between cdNa fragment and dTdP-
glucose 4,6-dehy dratases gene of arabidopsis thaliata. 
Comparison of the deduced dNa sequence of the partial 
cdNa fragment of white mycelia of l. edodes with the dTdP-
glucose 4,6-dehydratases gene of a. thaliata. 

Fig. 12.  Comparison of the deduced amino acid sequence of the 
cdNa fragment  of white mycelia of l. edodes with the dTdP-
glucose 4,6-dehydratases gene of arabidopsis thaliata. 
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로 제작한 후  갈변되지 않은 균사와 갈변이 이루어진 균사에서 

RT-PCR을 실시하여 본 결과  갈변이 되지 않은 백색의 균사에

서 발현이 확인되었다. 1.2kb의 cDNA 단편의 5’ 부위의 염기서

열 분석은 110개의 아미노산으로 구성된 partial open read-

ing frame으로 나타났다.  이 유전자를  DNASIS database에

서 상동성을 비교해 본 결과 Arabidopsis thaliata에서 분리된 

dTDP-glucose 4,6- dehydratases 유전자와 DNA 수준에서

는 66.7%, 아미노산 수준에서는 69.2%의 높은 상동성을 나타

내었다. 갈변에 관련된 특이 유전자(BCR gene)를 확인하였다. 

이 유전자는 산화 stress에 대해 저항성을 나타내는 기능을 가

진 것으로 알려져 있어 표고 균사가 갈변될 때 repressor로서 작

용할 것으로 생각된다. 따라서 이 유전자를 BCR (Brown Color 

Repressor) 유전자라고 명명하였다.
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