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ABSTRACT: Microsatellite SSR markers were developed and utilized to reveal the genetic diversity of 32 strains of Flammulina
velutipes collected in Korea, China, and Japan. From the SSR-enriched library, 490 white colonies were randomly selected and
sequenced. Among the 490 sequenced clones, 85 (17.35%) were redundant. Among the remaining 405 unique clones, 201
(49.6%) contained microsatellite sequences. We used 12 primer pairs that produced reproducible polymorphic bands for four
diverse strains, and these selected markers were further characterized in 32 Flammulina velutipes strains. A total of 34 alleles were
detected using the 12 markers, with an average of 3.42 alleles, and the number of alleles ranged from two to seven per locus.
The major allele frequency ranged from 0.42 (GB-FV-127) to 0.98 (GB-FV-166), and values for observed (HO) and expected (HE)
heterozygosity ranged from 0.00 to 0.94 (mean = 0.18) and from 0.03 to 0.67 (mean = 0.32), respectively. SSR loci amplified
with GB-FV-127 markers gave the highest polymorphism information content (PIC) of 0.61 and mean allele number of five,
whereas for loci amplified with GB-FV-166 markers these values were the lowest, namely 0.03 and two. The mean PIC value
(0.29) observed in the present study with average number of alleles (3.42). The genetic relationships among the 32 Flammulina
velutipes strains on the basis of SSR data were investigated by UPGMA cluster analysis. In conclusion, we succeeded in
developing 12 polymorphic SSRs markers from an SSR-enriched library of Flammulina velutipes. These SSRs are presently being
used for phylogenetic analysis and evaluation of genetic variations. In future, these SSR markers will be used in clarifying
taxonomic relationships among the Flammulina velutipes.
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서 론

상업적으로 대량생산이 이루어지고 있는 식용버섯인 팽

이버섯은 자연에서 수집된 자원을 활용하여 다양한 품종

이 개발되어 이용되고 있다(Frankham et al., 2002). 우리

나라 재배농가에서 사용하는 팽이버섯 품종은 주로 일본

에서 개발된 백색 품종을 도입하여 재배조건에 적합한 계

통을 선발하여 사용해왔다. 현재 세계적으로 재배되는 대

부분의 백색팽이버섯은 유연관계가 매우 가까워서 외국품

종에 대한 로열티문제가 대두될 가능성이 많다(Kitamoto

et al., 1993). 최근 개발된 분자생물학적 분류는 형태적
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및 유전학적 연구에 사용되어 종 분류 및 계통분석에 관

한 연구에 널리 활용되고 있다(Williams et al., 1990;

Moon et al., 2013; Kim et al., 2014). 특히 DNA marker

의 탐색 기술은 1970년대 allozyme을 시작으로 광범위하

게 이용되며 실용적인 장점을 바탕으로 mitochondrial DNA,

random amplified polymorphic DNA (RAPD), single

nucleotide polymorphism (SNP), simple sequence repeat

(SSR) 등이 사용되고 있으며, 비교적 적은 비용으로 빠른

시간 안에 분석할 수 있다는 장점을 가진다(Jo et al.,

2013). 이들 중에서도 SSR을 이용하여 계통별 유전적 다

양성 분석은 분자마커들 중 재현성이 가장 높고 분석이

비교적 쉬우며 간편하기 때문에 선호도가 높다. 특히 다

양한 개체군에서 상동영역을 증폭할 수 있다는 장점을 지

니고 있다(Wheeler et al., 2014). 또한 계통별 microsatellite

maker는 멘델 유전에 의한 유연관계 연구에도 활용되고

있다(McConnell et al., 1995; Smith et al., 1998;

Beacham et al., 2000; Sunnucks, 2000). 이 방법은 PCR

을 이용하기 때문에 시료가 극소량임에도 사용이 가능하

며, 고도의 DNA 정제가 필요하지 않고, 많은 개체를 분

석할 수 있다는 장점에서 집단 유전학적 연구에 많이 이

용되고 있다(Koizumi et al., 2007; Chiang et al., 2008).

본 연구에서는 유연관계가 가까운 팽이버섯 균주를 분류

할 수 있는 microsatellite DNA 유래 분자마커를 개발하

고자 하였다. 

재료 및 방법 

시험균주 및 DNA 추출
공시균주에는 한국, 중국, 일본에서 재배 또는 수집하

여 농촌진흥청에 보관 중인 32개의 팽이버섯 계통에 대

하여 조사하였다 (Table 1). 팽이버섯의 gDNA의 추출은

DNA extraction kit (Mag Extractor, Toyobo, Osaka,

Japan)를 이용하여 수행하였다. Potato Dextrose Argar

(PDA) 배지에서 생장시킨 팽이균주를 동결건조 시켜 액

체질소를 이용하여 급냉시킨 후 즉시 곱게 마쇄하였다.

마쇄된 균주가 녹기 전에 추출 완충용액인 lysis buffer

600 µl를 넣고 65
o
C에서 10분 반응시킨 후, phenol:

chloroform: isoamylalcohol (25:24:1)을 600 µl 첨가하고

vortexing 한 후 13,000rpm에서 15분간 원심분리하여 상

등액만 취하였다. 여기에 흡착액 600 µl 와 자성비드 40

µl를 넣은 후 trapper에 튜브를 끼워 자성비드에 DNA가

붙게 하였다. 자성비드를 세정액과 70% 에탄올로 2번씩

세척한 후 상온에서 10분간 건조시켜 100 µl의 3차 멸균

수에 녹였다. trapper에 튜브를 끼워 자성비드와 DNA가

녹아있는 액을 분리한 후 DNA만 새 튜브에 옮겨 4
o
C에

보관하면서 template DNA로 사용하였다. 

Adapter 배열을 이용한 ligation 
gDNA 500 ng을 각 제한효소 제조사의 지침에 따라

EcoRV, DraI, SmaI, PvuI, AluI, HaeIII 및 RsaI로 절단하

였다. 절단된 DNA를 1.2% 아가로스 겔에 전기영동한 후,

약 300-1500 bp 크기의 DNA 단편만을 겔로부터 추출하

여 수득하였다. 이후, 수득된 DNA 단편을 2개의 어댑터

(adapter; AP-11 (5'-CTCTTGCTTAGATCTGGACTA-3')

및 AP-12 (5'-TAGTCCAGATCTAAGCAAGAG-3), 각

50 ng)와 T4 DNA 라이게이즈(ligase; Promega, USA)를

Table 1. Details of the 32 accessions of Flammulina velutipes
used in the present study

Code ASI No. Source Pileus color Description
1 4021 South Korea Light yellow (LY)
2 4031 South Korea White (W)
3 4057 China Light yellow (LY)
4 4058 China Gold yellow (GY)
5 4059 China Yellow white (YW)
6 4074 South Korea White (W)
7 4100 Japan White (W)
8 4102 Japan White (W)
9 4103 South Korea Dark brown (DB)

10 4149 South Korea Brown (B)
11 4151 South Korea Brown (B)
12 4153 South Korea White (W)
13 4154 Japan White (W)
14 4155 Japan White (W)
15 4156 South Korea White (W)
16 4157 Japan White (W)
17 4161 Japan Brown (B) Wild
18 4162 Japan Brown (B) Wild
19 4163 Japan Brown (B) Wild
20 4164 Japan Brown (B) Wild
21 4165 Japan Brown (B) Wild
22 4166 South Korea White (W)
23 4167 Japan White (W)
24 4168 Japan White (W)
25 4169 Japan White (W)
26 4170 South Korea White (W)
27 4171 Japan White (W)
28 4172 Japan White (W)
29 4173 Japan White (W)
30 A6XV4-3 South Korea White (W) hybrid
31 A6XV4-57 South Korea White (W) hybrid
32 A7-4100-3 South Korea White (W) hybrid
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이용하여 12
o
C에서 하룻밤 동안 ligation시켰다. 이 때

ligation 효율을 높이기 위해 AP-12 adapter는 alkaline

phosphatase로 5’ 말단을 인산화하였으며, 라이게이션시의

반응용액의 조성은 1 X ligation 버퍼 (Promega, USA),

50 ng AP11 adapter, 50 ng AP12 adapter, 150 ng DNA

단편, 3 Unit T4 ligation (Promega, USA)이다.

미소반복서열을 포함하고 있는 DNA 단편의 선발 및 분리
Magnetic bead 준비

Magnetic bead (SA-PMPs, Promega, USA; 1 mg/ml)

0.6 ml를 magnetic 분리기(magnetic stand; Promega,

USA)로 수집한 후 용액을 제거하였다. 여기에 0.5 x SSC

(Saline-Sodium Citrate) 버퍼 0.6 ml를 넣어 세척을 하고

다시 마그네틱 분리기로 수집한 후 용액을 제거하였다.

0.5 x SSC 버퍼를 이용한 세척은 3회 반복하여 실시하였

다. 세척한 마그네틱 비드에 0.5 x SSC 버퍼 100 µl를 넣

은 후 30분 이내에 사용하였다.

혼성화

제조한 ligation 산물에 증류수를 넣어 500 µl가 되도록 한 후

65
o
C에서 10분간 denature시켰다. 여기에 바로 biotin이 표지된

SSR 탐침 [(GA)20, (AGC)15,(GGC)15,(AAG)15,(AAC)15,(AGG)15]

1.5 µl (20 ng)와 20 x SSC 버퍼 13 µl를 넣고 상온에서

10분간 방치하여 결합을 유도하였다(Ma et al., 2009). 

Template의 분리

위에서 제조한 magnetic bead 용액을 SSR 탐침-

template 혼성체 용액에 넣고 상온에서 10분간 방치시킨

다. 반응용액에서 magnetic 분리기로 SSR 탐침-template

혼성체가 결합된 magnetic bead를 수집하고 상등액을 제

거하였다. 상기 SSR 탐침-template 혼성체가 결합된

magnetic bead를 0.1 x SSC 300 µl로 4회 세척한 후

증류수 50 µl를 넣고 90
o
C에서 5분간 가열하여 하기

template를 분리하였다.

PCR 반응

분리한 template에 대해 AP-11 adapter를 primer로 이

용하여 PCR 반응을 수행하였다. PCR 반응 혼합물

(20 µl)의 조성은 다음과 같다: 250 ng 어댑터-ligation된

DNA, 10 pmol AP11 프라이머, 2 mM dNTP, 2 units

Taq DNA 중합효소, 5 µl 10× 완충용액이다. PCR 반응은

72
o
C에서 2분, 94

o
C에서 3분동안 가열한 후 94

o
C에서 30

초; 56
o
C에서 30초; 및 72

o
C에서 1분을 24 cycle로 반복

수행하고, 마지막으로 72
o
C에서 10분의 조건으로 수행하

였다.

이와 같은 방법으로 본 연구에서는 미소반복서열을 함

유하고 있는 490개의 DNA 단편을 분리하였다. 

분리된 DNA 단편의 서열분석 및 프라이머 디자인

분리된 미소반복서열을 함유하고 있는 DNA 단편들을

pGEM T-easy 벡터 (Promega, USA)에 cloning하여 이들

의 서열을 분석하였다. 염기서열 분석은 (주) 솔젠트에

의뢰하여 수행하였다. 분석된 서열을 기초로 하여 4개 이

상의 반복 유닛(repeat unit)을 포함하고 있는 단편만을

선발하였다. 반복 유닛을 포함하는 부분을 기준으로 하여

미소반복서열을 증폭할 수 있었다. 또한 염기서열은

Primer3 프로그램(http://frodo.wi.mit.edu/cgi_bin/primer3/

primer3_www.cgi)를 사용하여 제작하였고 총 201쌍의 프

라이머쌍을 디자인하였다. 

SSR 마커의 선발

이 디자인된 프라이머쌍 중에서 팽이 균주에서 다형성

변이를 많이 나타내는 SSR 프라이머 조합을 선발하기 위

하여, 팽이균주에 대하여 PCR을 통한 DNA profiling 분

석을 수행하였다. 

각각의 PCR 반응 혼합물 (20 µl)의 조성은 팽이 DNA 40

ng, 정방향 프라이머 0.2 µM, 역방향 프라이머 0.6 µM, 형광물

질이 표지된 M13 프라이머 (TGTAAAACGACGGCCAGT)

0.6 µM, 1X PCR 반응액 (10 mM Tris-HCl (pH 8.8),

1.5 mM MgCl2, 50 mM KCl, 0.1% Triton X-100), 1

unit DNA 중합효소이다. PCR 반응은 94
o
C에서 3분간 주

형 DNA를 전변성시킨 후, 94
o
C에서 30초; 각 프라이머

의 Tm에 해당하는 온도에서 30초; 및 72
o
C에서 45초의

조건으로 35회 반복한 후, 다시 94
o
C에서 30초; 53

o
C에서

45초; 및 72
o
C에서 45초의 조건으로 15회 반복한 후, 마

지막으로 72
o
C에서 15분의 조건으로 수행하였다. 

각각 다른 형광물질로 증폭된 PCR 산물 단편의 크기를

분석하기 위해 자동 염기서열 분석 장치 (ABI 3130

Genetic Analyzer, Applied Biosystems, 미국)를 이용하였

다. 분석을 위하여, PCR 산물 1.5 µl, Hi-di formamide

9.2 µl, 내부 크기 표준시약(Internal Size Standard; Genescan-

500 ROX) 0.3 µl를 혼합한 후 94
o
C에서 3분간 변성하여

분석에 사용하였다.

결과 및 고찰

Microsatellite의 특성
팽이버섯 32계통을 사용하여 biotin-streptavidin capture

(Dixit et al., 2005) 방법으로 SSR 마커를 개발하였다. 팽

이버섯의 미소반복서열(microsatellite)를 포함하고 있는

490개의 DNA 단편을 얻었다. 다양한 팽이버섯 균주들

의 PCR을 통한 DNA 프로파일링을 수행함으로써 다형

성 변이를 많이 나타내는 12쌍의 SSR 프라이머쌍을 선

발하였다. 

본 연구에서 제시되는 프라이머쌍 및 이들에 의해 증폭

되는 미소반복서열에 존재하는 반복 모티브 (repeat
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motif), 증폭되는 미소반복서열의 크기 및 미소반복서열이

존재하는 염색체 대립인자에 대한 정보는 Table 2에 기재

되어 있다. 총 34개의 대립 유전자가 12개의 마커 중에서

검출되었고, 평균 3.42개의 대립 유전자와 대립 유전자의

수는 유전자 당 2개에서 7개까지 분포했다. 대립 형질 빈

도는 0.42(GB-FV-127)에서 0.98(GB-FV-166)이었으며,

이형접합성 (heterozygosity)에 대한 관측치(Ho)와 기대치

(HE)는 각각 0.00에서 0.94(평균 = 0.18)와 0.03에서

0.67(평균 = 0.32)이었다. 다형성 지수 (polymorphism

information content: PIC)는 다음 식으로 계산될 수 있다.

 여기서 Pi는 SSR 유전자좌에서 전체 대립

유전자 수중 i번째 대립유전자의 빈도, k는 1유전자좌에

서 다른 대립인자 총수이다. FV-127 마커로 증폭된 SSR

유전자는 0.61의 가장 높은 PIC와 5 SSR 유전자좌의 평

균 대립 유전자 수를 나타내었고 GB-FV-166마커로 증폭

된 유전자는 0.03과 2로 가장 낮았다. 본 연구에서 평균

PIC 값(0.29)은 대립 유전자의 평균 수(3.42)로 관찰되었

다 (Table 2).

Microsatellite에 의한 집단구조 분석
팽이버섯 수집 균주들 간의 계통분석은 SSR 데이터에

근거한 32개 균주 간의 유전적 거리를 기초하여 10,000

bootstraps 반복에 의해 UPGMA 클러스터 분석에 의해

생성되었다(Fig. 1).

계통분석 결과 상업적 대량 생산이 되고 있는 백색 계

통들은 모두 하나의 클러스터 안에 묶여 유연관계가 아주

가깝다는 것을 알 수 있으며, 야생의 갈색 계통은 유연관

계가 먼 것으로 나타난다. 결론적으로 우리는 풍부한

SSR 라이브러리에서 12 개의 다형성 SSR 마커를 개발하

였다. 이러한 SSR은 계통 발생 분석, 유전적 변이를 평가

PIC Pi
2

i 1=

k

∑=

Table 2. Forward and reverse primer sequences for 12 SSR markers designed from sequences of microsatellite-enriched genomic
libraries and genetic diversity statistics for 32 Flammulina velutipes strains. 

Primer sequence
SSR motif

Genetic parameters

Locus Forward primer 
sequence  (5’ to 3’)

Reverse primer 
sequence (5’ to 3’)

Size range 
(bp) MAF NA HE HO PIC

GB-FV-003 TAGGCTCTACGAT-
GGCGA 

CTGCGGCT-
GAAGATGAAG (TG)5 277 0.86 2 0.24 0.22 0.21

GB-FV-007* CGTTTTGTGTG-
GACCGTT 

ACAAACCAGGGG-
TATGGG (AAC)2ACCAG(AAC)2 211 0.95 3 0.09 0.03 0.09

GB-FV-011*** CTGGGTCGTCT-
GTTGCTC 

CTGTAGGCATCAG-
GCAGC (TGGTA)3 274 0.72 7 0.47 0.25 0.45

GB-FV-055*** AGTGAACGACGT-
GCGAGT

CTTGTTAATGC-
CCGCAAG (CGA)3 219 0.59 6 0.60 0.13 0.56

GB-FV-062*** GCCTCGAACAAT-
TCCTCC 

GATGGGCTTGGT-
GAGTGA (CA)3CCCA(CA)2 219 0.65 3 0.51 0.08 0.46

GB-FV-077* GCGAAAGACAAG-
GTGACG 

CCCTCTGTTGCCT-
CATCA (GAA)9, (GAA)7 287 0.93 3 0.14 0.07 0.13

GB-FV-127** CCCTGTTAC-
CCCTCGAAC 

TGATGTGCAGTGC-
GAAAG (TG)9 203 0.42 5 0.67 0.94 0.61

GB-FV-162*** TCGTCTCGGCAC-
GTATTT 

TACGCTCGCT-
GACCTTGT (GCA)3 241 0.84 3 0.27 0.06 0.24

GB-FV-166 TTTTGGGAAGCA-
CAATCG 

AGGCGAGGGAGA-
CATCAT (TCCC)3 248 0.98 2 0.03 0.03 0.03

GB-FV-168*** TGTCTGGCCTC-
GTTCCTA 

CCATTCATTCCCG-
ACAGA (TC)5 240 0.67 3 0.50 0.13 0.44

GB-FV-175* TCTGGGACTG-
GTTTCCCT 

TGAGTGACGCG-
CCTAGAT (CG)4 265 0.97 2 0.06 0.00 0.06

GB-FV-192 CTGCGGCT-
GAAGATGAAG 

TAGGCTCTACGAT-
GGCGA (CA)5 277 0.86 2 0.24 0.22 0.21

Mean 0.79 3.42 0.32 0.18 0.29
MAF, major allele frequency; HO, observed heterozygosity; NA, number of alleles; HE, expected heterozygosity; PIC, polymorphic information con-

tent *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001 (Significant departure from Hardy–Weinberg equilibrium).
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하는데 사용될 수 있다. 특히 그동안 어려움을 격었던 상

업적 백색품종들간의 구별이 일부 100% 상동성을 보인

계통을 제외하고는 가능한 것으로 판단된다. 아직 구분이

되지 않는 백색 계통들을 구분하기 위해서는 더 많은

SSR 마커 또는 새로운 SNP 마커의 개발이 필요할 것으

로 생각된다. 앞으로 이러한 SSR 마커는 팽이버섯계통간

의 유연관계를 명확히 하는데 중요하게 사용될 것으로 사

료된다.

적 요

버섯과에서 한국, 중국, 일본에서 재배 또는 수집하여

농촌진흥청에 보관 중인 32개의 팽이버섯 계통에 대하여

조사하였다. 팽이버섯의 미소반복서열(microsatellite)을

포함하고 있는 490개의 DNA 단편을 얻었다. 다양한 팽

이버섯 균들의 PCR을 통한 DNA 프로파일링을 수행함으

로써 다형성 변이가 많이 검출되었다. 총 34개의 대립 유

전자가 12개의 다형성 SSR 마커 중에서 검출되었고, 평

균 3.42개의 대립 유전자와 대립 유전자의 수는 유전자좌

당 2개에서 7개까지 분포하였다. 대립 형질 빈도는

0.42(GB-FV-127)에서 0.98(GB-FV-166)이었으며 이형접

합체 관측치(HO)와 기대치(HE)는 각각 0.00에서 0.94(평

균 = 0.18)와 0.03에서 0.67(평균 = 0.32)이었다. 다형성

지수는 (PIC) GB-FV-127 마커에서 가장 높은 0.61, 평균

대립 유전자 수는 5를 나타내었고, GB-FV-166마커에서

0.03과 2로 가장 낮았다. 본 연구에서 평균 PIC 값(0.29)

은 대립 유전자의 평균 수(3.42)로 관찰되었다. 결론적으

로 우리는 풍부한 SSR 라이브러리에서 12 개의 다형성

SSR 마커를 개발하는데 성공했다. 이러한 SSR은 계통 발

생 분석, 유전적 변이 평가에 중요하게 사용될 것이다.
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