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This research was carried out to evaluate whether gamma ray is a useful tool for breeding new strains 
of mushrooms. For this research, 5 mutant groups, 20 strains of Hypsizigus marmoreus, 2 strains of 
Lyophyllum decastes, and 1 strain of Lyophyllum shimeji were used. Monokaryon spores from one variety 
of H. marmoreus were irradiated with 50~2,000 Gy of gamma ray. The propriety dose was 50~200 Gy 
for mutagenesis. Mutant monokaryon mycelia crossed each order to become dikaryon mycelia. The 
internal transcribed spacer (ITS) regions of rDNA were amplified using PCR, and the products were 
sequenced. The sequences of the ITS regions (16 partial rDNA, complete ITS1, 5.8 rDNA and partial 
rDNA) were analyzed by PCR, and strains of H. marmoreus, L. decastes, and L. shimeji were auto- 
sequenced. The lengths of the sequenced ITSs were 1,052~1,143 nucleotides. Genetic matrices were cal-
culated using Nei-Li's genetic distance coefficient based on ITS sequence. The dissimilarities were 
0~3.35% in strains of H. Hypsizigus. In addition, a phylogenetic tree was constructed based on ITS se-
quences using the neighbor-joining (NJ) method. The phylogenetic tree revealed that 23 strains and 
5 mutant groups were divided into 12 clusters; the mutant groups fell into different clusters. These 
results show that mushroom spores were mutated effectively by gamma ray; therefore, gamma ray 
could be a useful tool for breeding new strains of mushrooms.
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서   론

새로운 품종의 버섯을 개발하기 위해서 일반적으로는 단핵

균사 간의 교배를 통하여 새로운 품종을 만든다. 그러나 교배

육종은 교배대상 균주를 기존의 품종에서 선발을 하여야 하기 

때문에 우수 형질의 선발과 과정 등에 많은 시간이 걸릴 수 

있으며, 교배자원의 제한 등의 문제점들이 있다. 또한 버섯의 

형태적, 생리적 특성들은 재배조건에 따라 크게 달라질 수 있

으므로 신품종으로 평가받기 위해 분자 유전적 근거가 요구되

는 추세이다.

이러한 관점에서 볼 때 돌연변이 육종은 특정 품종에 자외

선, 이온화 방사선, 화학물질 등의 돌연변이 유발원을 처리하

기 때문에 신품종으로 평가받기 위해 중요한 기준이 될 수 

있는 유전자차원의 특이성이 돌연변이에 의해 만들어 진다고 

볼 수 있다. 또한 변이가 무작위적으로 전체 게놈에서 발생하

므로 유전자원의 제한을 크게 완화시키는 효율적인 육종 방법

이 될 수 있다. 특히 이온화 방사선은 대상 생물 외 유전체 

전체에 임의적으로 돌연변이를 일으키기 때문에 다양한 형질

을 기대할 수 있고 자연계에서의 진화 과정과 유사한 변이를 

일으킨다고 알려졌다[4].

느티만가닥버섯(Hypsizigys marmoreus)은 주름버섯목 송이

과에 속하는 버섯으로 우리나라에서는 아직 널리 보급되지는 

않았지만 일본에서는 인공재배 기술이 개발하고 팽이버섯 다

음으로 많이 생산하는 버섯이다[12].

느티만가닥버섯은 항암, 항산화 효과[8, 9], 항 동맥경화효

과[9], 안지오텐션 전환 효소 저해 활성[15] 둥 다양한 생리활

성효과들이 보고되었다.

이에 따라 신품종 느티만가닥버섯을 개발하고자 교배 육종, 

감마선, 돌연변이 육종[5], 느티만가닥버섯의 분자 마커 개발

[7] 등의 연구가 수행되어왔다.

Kim 등[5]은 느티만가닥버섯의 원형질체를 나출시키고 감

마선을 조사하여 여러 가지 형질의 돌연변이체를 얻었다고 

보고하였으나 URP-2F와 URP-6R의 primer를 사용하여 이들

에 대한 DNA 지분을 분석한 결과 뚜렷한 유전적 차이가 나타

나지 않았다고 하였다.

이에 따라 본 연구에서는 감마선을 포자에 조사하여 돌연변

이 유발 효과를 분석하기 위해 분자계통 유전분석에 자주 사

용하는 이들에 대한 ITS 서열을 비교 분석하여 육종의 수단으

로서 감마선의 가능성을 평가하고자 하였다. 

재료 및 방법

실험균주

감마선을 느티만가닥 포자에서 조사하고 이를 교배하여 만
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Table 1. The source strains, species and mutants

Strain No. Origin Species Type

CW-1

CW-2

CW-3

CW-4

CW-5

CW-6

CW-7

CW-8

CW-9

CW-10

CW-11

TW-1

TW-2

TW-3

JW-1

KW-1

KW-2

KW-3

JV-1

JV-2

KW-4

JW-2

JW-3

RRB-4

RRB-5

RRB-6

RCB-4

RCB-8

China

China

China

China

China

China

China

China

China

China

China

Taiwan

Taiwan

Taiwan

Japan

Korea

Korea

Korea

Japan

Japan

Korea

Japan

Japan

Korea

Korea

Korea

Korea

Korea

H. marmoreus

H. marmoreus

H. marmoreus

H. marmoreus

H. marmoreus

H. marmoreus

H. marmoreus

H. marmoreus

H. marmoreus

H. marmoreus

H. marmoreus

H. marmoreus

H. marmoreus

H. marmoreus

H. marmoreus

H. marmoreus

H. marmoreus

H. marmoreus

H. marmoreus

H. marmoreus

L. descartes

L. descartes

L. shimeji

H. marmoreus

H. marmoreus

H. marmoreus

H. marmoreus

H. marmoreus

wild type

wild type

wild type

wild type

wild type

wild type

wild type

wild type

wild type

wild type

wild type

wild type

wild type

wild type

wild type

wild type

wild type

wild type

Variety breeding

Variety breeding

wild type

wild type

wild type

mutant

mutant

mutant

mutant

mutant

* V1 an V2 are varieties of H.marmoreus.

* RRB-4, RRB-6, RCB-4 and RCB-8 are mutants induced by gam-

ma ray.

* R is red of mycelium.

* C is white of mycelium.

Table 2. The irradiation condition of gamma ray

Low-level High-level

Gray (Gy)

Time (hr)

Irradiation height (cm)

50

1

30

100

1

30

200

1

30

400

1

30

500

1

30

1,000

1

30

1,500

1

30

2,000

1

30

든 5종류의 균주를 돌연변이 균주로 하였다. 이와 비교하기 

위하여 사용한 대조균주로서는 한국, 중국, 일본, 대만 등의 

연구기관으로부터 수집한 야생느티만가닥 8품종과 일본에서 

개발한 느티만가닥 2품종 그리고 out group으로 잿빛만가닥

(Hypsizigys descastes) 2품종과 땅지만가닥버섯(Hypsizigys shi-

neji) 1품종, 모두 23품종을 비교 품종으로 사용하였다(Table 1).

감마선조사와 돌연변이 균주 선발

감마선조사는 버섯포자를 받아 돌연변이를 유발시키기 위

하여 느티만가닥버섯 재배에서 많이 이용되는 일본산 느티만

가닥버섯(JV-2)의 포자를 추출하여 감마선을 조사하였다. 

멸균한 증류수로 1,000배 희석한 단포자 희석액 200 μl를 

PDA (Difco, USA)배지에 도말하였다. 단포자 도말된 배지의  

감마선 조사에서 적정 선량을 알아보기 위하여 각각 저준위

(50~500 Gy), 고준위(1,000~2,000 Gy) 두 그룹으로 나누어 1시

간 동안 정읍방사선과학연구소에 위탁하여 조사하였다(Table 

2).

감마선을 조사한 단포자들을 25℃ incubator에서 배양하여 

PDA배지에 발아되어 나온 포자 개수를 조사하였으며, con-

trol 그룹과 비교하여 각각의 발아율을 계산하였다. 또한 발아

율 계산 후 PDA배지에 있는 발아한 단포자를 무작위적으로 

선별하여 단포자만을 따로 계대 배양하였다.

감마선 조사 단핵균주를 교배 전 25℃ incubator에서 배양

하며, 3일 간격으로 균주 생장속도, 밀도(A; 높음, B; 보통, C; 

낮음), 색(W; 흰색, B;갈색, R; 붉은색)의 형태적 형질을 관찰하

였다. 형태적 관찰이 끝난 단핵균주 중 특이적인 표현 형질을 

가지는 균주를 선발하여 교배균주로 선정하였다. 교배는 단핵

균사의 특이성을 기준으로 무작위적으로 선발하여 돌연변이 

단핵균주 간, 돌연변이 단핵균주와 대조군의 단핵 균주 간에 

교배하여 이핵균주를 만들었다.

교배(이핵균주)가 되었는지 확인하기 위하여 clamp con-

nection을 관찰하였다.

DNA추출과 ITS 서열 분석

Genomic DNA의 추출을 위해 PDA 배지에서 20일에서 23

일간 배양한 균사를 사용하였으며, DNA 추출법은 [6]의 방법

을 약간 변형하여 사용하였다. 배양한 균사를 0.2-1 g 채취하여 

mortar에 넣고 liquid nitrogen으로 급냉시켜 냉동상태에서 미

세하게 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 원심분리 후 상등액만 취하였다. 여기에 동량의 phe-

nol:chloroform: isoamylalcohol (25:24:1) 용액을 첨가하고 

15,000 rpm에서 5분간 원심분리하여 새로운 tube에 상등액만 

취하였다.

ITS 염기서열을 분석하기 위하여 증폭한 부분은 White 등 

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

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

ribosomal DNA였다. 증폭을 위해 ITSP1, ITSP2, ITSP3, ITSP4 
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ITS 1 →

Nuclear Small subunit

ribosomal DNA
5.8S

Nuclear large subunit

ribosomal DNA
ITS I ITS II

← ITS 4

Forward primers Reverse primers

ITS-1: TCCGTAGGTGAACCTGCGG ITS-4: TCCTCCGCTTATTGATATGC

Fig. 1. Location and sequences of primers for the amplification and sequencing. ITS primers were those designed by White et al. 

(1990).

Fig. 2. Germination rate of H. marmoreus. spores treated with 

gamma ray. *C: control group.

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

용하였다. 본 실험은 MJ Research PTC 150 minicycler에서 

수행하였으며 thermal cycle의 propram은 primer ITSP 1과 

2, ITSP 3과 4를 달리하여 사용하여 반응시켰다.

PCR을 위한 reaction mixture의 조성은 EmeraldAmp
Ⓡ

GT 

PCR Master mix (TaKaRa, Japan)를 사용하였다. Master mix

에 genomic DNA 1.0 μl, primer 1.0 μl를 넣고, 전체 반응 용액

이 20 μl가 되도록 3차 증류수를 첨가하였다. DNA 증폭반응은 

MJ Reserch PTC 150 minicycler에서 thermal cycle의 pro-

gram은 Park et al의 방법에 따라 수행하였다.

정제된 PCR product를 Perkin-Elmer applied biosystems 

ABI 377A sequencer  (Perkin-Elmer Co1010100., USA)를 이

용하여 protocol에 따라 PRISM Dye Dideoxi Terminator 

Cycle Sequencing Kit를 이용하여 분석하였다[3, 13]. 염기서

열은 Sequencher (Gene codes Co., USA), Clustal X를 이용하

여 alignment 시킨 후 최종 세부 정열은 수작업으로 보강하였

다. 분석된 염기 서열의 phylogenetic analysis는 PAUP 4.0b 

version [14]을 사용하여 parsimony analysis를 실시하였으며 

분지도는 UPGMA 방법을 사용하였다. 분석방법으로는 

Heurestic search를 사용하고 이에 따른 option으로 ACCTRAN, 

MULPARS 및 TBR을 이용하였다[11]. Two-parameter meth-

od로 산출된 염기변이 값을 기초로 neighbour joining tree 

(NJ)를 작성하였다. 그리고 그 종간의 유전적 유사도 계수

(similarity coeffcient)는 Sneath와 Sokal [15]의 방법에 따라 

구하였다. 또한 각 분계도의 지지정도는 Jack-knifing [1, 2]를 

이용하여 분석하였다. 

결과 및 고찰

감마선의 돌연변이 유발 효과

느티만가닥버섯 단포자를 각각 저준위(50~500 Gy), 고준위

(1,000~2,000 Gy)에서 조사한 결과 발아율은 Fig. 1과 같다. 저

준위 50~500 Gy에서 각각 82.6%, 64.4%, 61.3%, 21.5%, 6.7%로 

나타났으며, 반면 고준위 1,000 Gy에서 3.4%, 1,500 Gy, 2,000 

Gy에서는 발아한 단포자를 관찰할 수 없었다(Fig. 2).

본 실험결과 포자에 감마선에 의한 반치사선량(LD50)이 

200 Gy (61.3%)∼400 Gy (21.5%)사이 인 것으로 확인했다. 따

라서 느티만가닥버섯 단포자를 이용한 감마선 적정 선량은 

50∼400 Gy로 저준위선량이 적합한 것으로 나타났다. 그러나 

Kim et al., (2011)은 느티만가닥버섯 균사를 배양하여 grind-

ing 후 원형질체를 이용한 감마선 조사   돌연변이 실험에서 

1,000 Gy에서 80%의 치사율을 나타내었으며, 1,400 Gy에서는 

95% 이상의 치사율을 보였고, 1,800 Gy 이상의 처리구에서는 

균사체 콜로니가 형성되지 않았다. 이러한 차이는 단핵포자와 

이핵원형질체라는 세포의 유전체 및 세포의 구조적 차이에 

기인한 것으로 생각된다. 이러한 결과들은 어떠한 시료에 방

사선을 조사하느냐에 따라 선량을 달리하여야 한다는 것을 

의미하며 반치사 선량이라 하더라도 많은 무작위적 돌연변이

가 발생하기 때문에 효율적 육종을 위한 적정 선량 설정을 

위해 이에 대한 다각적 분석이 필요하다고 생각된다. 

본 연구에 따르면 그러나 원형질체 나출이라는 과정을 거치

지 않고 단핵포자에 대한 방사선 처리만으로도 효과적으로 

돌연변이를 일으킬 수 있음이 확인 되었다. 

유전적 비유사도 지수행렬에 의하면 느티만가닥버섯의 종

내 변이는 0에서 3.35%사이로 나타났으며, 잿빛만가닥버섯은 

18.53%의 변이를 나타내었다. 그리고 JV-2를 바탕으로 방사선

에 노출시켜 얻은 돌연변이체들의 변이는 0.48%에서 4.18%사

이였다. 이러한 유전적 비유사도 지수행렬은 같은 종 내에서

의 품종간은 유전적으로 가깝고 다른 종과는 유전적 비유사도

가 큰 것으로 나타나지만 돌연변이체의 비유사도는 종 내의 
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Fig. 3. Strict consensus tree by UPGMA using PAUP (4.0b) pro-

gram based on ITS sequences of mushrooms. This tree 

showed the various dissimilarities in the genetic variation.

NJ

Fig. 4. The phylogenetic tree based on ITS sequence by neigh-

bor-joining (NJ) method. The phylogenetic tree showed 

12 clusters. Mutants were divided into differents clusters.

비유사도보다 약간 크게 나타나므로 감마선은 효과적으로 돌

연변이를 유발시킨다는 것을 보여주었다. 정렬된 염기서열을 

근간으로 전체 분류군을 PAUP (4.0b) program을 이용하여 

UPGMA를 수행한 결과 phylogenetic tree를 얻을 수 있었다

(Fig. 3). 즉, ITS가 제한된 크기의 염기서열이라는 점을 볼 때 

다른 유전자들에서 다양한 변이가 발생하였을 것으로 추정된

다. 이들에 대한 추후 검색을 통하여 육종자원으로 개발 할 

수 있을 것으로 사료된다.  

감마선을 조사한 균주인 JV-2와 돌연변이체인 RRB-4, 

RCB-8은 유전적으로 차이가 없고, 매우 가까운 유연관계를 

나타내었다. 그러나 돌연변이 균주 RCB-4, RRB-6은 다른 양상

을 나타내어 즉 독립적인 분계조를 형성하여 감마선에 의해 

다양한 변이가 유발됨을 알 수 있었다.

염기변이에 기초하여 neighbour-joining (NJ) 분석 결과, 총 

12개의 cluster를 형성했다. 일본 흰색만가닥(JV-1), 중국느티

만가닥버섯(CW-5과 CW-7), 일본느티만가닥버섯 재래종(JW- 

1)이 cluster1에 속하고 한국야생느티만가닥 2종류(KW-3과 

KW-2)가 cluster2를 이루었다. cluster4를 보면 중국재래품종 

6개와 대만재래품종 1개가 포함되었다. 이는 어느 정도 국가

별 주 서식지화의 관련성을 나타내었다. 한 조건 개발된 일본 

느티만가닥버섯 JV-2에 감마선을 조사하여 얻은 돌연변이 균

주 RCB-8과 RRB-4는 각 cluster 9, 11, 12를 이루었다(Fig. 4). 

이러한 ITS 분석 결과 같은 종에서 국가에 따른 서식지에 따라 

ITS의 차이가 나타나는 것은 드문 경우로써 이는 느티만가닥 

버섯이 자연상태에서 유전적 변이가 다른 종에 비해 상대적으

로 더 많이 발생하였을 수도 있다고 본다.  

또한 분자계통을 나타내는 원인은 두 가지로 추측해 볼 수 

있다. 첫 번째는 우리나라와 중국, 대만 세 나라의 지리적인 

거리가 가깝기 때문에 한 cluster로 묶였다고 추측 해 볼 수 

있으며, 다른 하나는 종의 분화도 높아 다양한 계통을 나타낸

다고 볼 수 있다. 

또한 방사선을 조사한 종은 각 각의 cluster를 형성한 것으

로 보아 무작위적인 돌연변이가 발생한 것으로 보인다(Fig. 4).
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위의 실험 결과로 보아 느티만가닥 버섯에서 국가 간의 서

식지 차이에 따라 유전적으로 차이가 있으나, 느티만가닥버섯

의 종 내에서는 유전적으로 유사한 것으로 분석되었다. 

약간의 차이는 있으나 RAPD 분석 결과에서도(personal 

communication) ITS 분석결과와 유사한 것으로 분석되며, 형

태적 분석 결과와도 일치하는 것으로 나타났다. 특히 ITS 서열

이라는 제한DNA의 분석에 의해 유의적인 변이가 발생하였기 

때문에 새로운 품종으로 평가 받을 수 있는 분자유전적 근거

를 용이하게 얻을 수 있다고 생각된다. 따라서 버섯의 감마선

조사는 새로운 품종을 개발하는데 유용한 도구가 될 수 있다

고 사료된다.
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초록：느티만가닥버섯에서 감마선에 의한 돌연변이체들의 유전적 변이

김종봉*․유동원

(대구가톨릭대학교 의생명과학과)

본 연구는 감마선이 새로운 품종의 버섯을 개발하는데 이용 될 수 있는지 평가하기 위하여 수행하였다. 본 연구

를 한국, 일본, 대만 등의 느티만가닥버섯 20종류, 한국 잿빛느티만가닥버섯 5종류, 일본 땅지만가닥버섯 등의 3품

종과 돌연변이체의 유전적 변이를 분석하였다. 50~2,000 Gy의 감마선을 느티만가닥버섯 포자에 조사하였다. 포자

를 이용한 돌연변이 유발의 감마선 적정선량은 50~500 Gy의 저준위선량이었다. 돌연변이 단핵균사를 교배하여 

이핵균주를 만들었다. 돌연변이 균주와 재래종의 버섯들로부터 DNA를 추출하여 16S ribosomal DNA, ITS의 전

부분 28S ribosomal DNA의 일부분이 포함된 ITS서열을 분석을 하였다. 분석한 ITS서열의 길이는 1,052~1,143 뉴

클레오티드였다. Nei-Li's 방법에 의해 유전적 유연 관계계를 분석하였다. 느티만가닥버섯 품종들간의 비유사도는 

0~3.5%였다. 또한 Neighbor-Joining (NJ)방법에 의해 계통수를 작성하였다. 그 결과 느티만가닥버섯의 품종간의 

비유사도는 0~3.5%였다. 또한 23품종과 5 돌연변이 이 그룹의 ITS서열을 바탕으로 한 계통순는 12 cluster를 나타

내었다. 돌연변이 균주들은 서로 다른 cluster를 형성하였다. 무작위적인 돌연변이가 발생하였음을 알 수 있었다. 

이상의 연구결과들을 감마선이 버섯의 품종개량을 위한 수단이 될 수 있음을 보여주었다.


