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하나의 나무에서 채집된 자작나무버섯의 균주간 유전적 동일성 확인
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ABSTRACT: Four strains of Piptoporus betulinus were isolated from a trunk of the Betula ermani in Seorak

mountain. These strains were studied to observe whether they are originated from the same genet or not, by using

the method of pairing culture between strains and by comparing part of the nuclear rDNA of ITS regions amplified

with NSI1 and ITS4B primers. The demarcation line was not formed on the potato dextrose agar plates in the

combinations of two different strains. Partial nuclear rDNA sequences of the four strains were also the same. As

a result, it is considered in high probability that they are derived from a single spawn.
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자작나무버섯(Piptoporus betulinus(Bull.) P. Karst.)은

갈색부후균으로 기주특이성이 매우 강하며 약한 기생성을

가진 종으로 알려져 있다(Schmidt, 2006). 이 버섯은 우리

나라를 비롯하여 일본, 중국, 북아메리카, 유럽 등 전세계

적으로 분포하며, 구멍장이버섯목(Polyporales)의 잔나비

버섯과 자작나무버섯 속에 속하는 종이다(Kirk et al.,

2001). 우리나라는 이 속에 속하는 종이 한 종밖에 보고되

어 있지 않으나, 세계적으로 자작나무버섯 속에는 19종 2

개 form이 알려져 있다(www.indexfungorum.org).

자작나무버섯에 대한 우리나라의 기록은 거의 없는 상

황이나(Lee, 1973), 북한에서는 이 버섯을 봇나무송편버

섯이라고 부르며 백두산, 삼지연, 송진산, 칠보산, 오가산

에서 죽은 자작나무 줄기와 가지에서 발생하는 것으로 알

려져 있다(윤과 현, 1989).

최근에는 이 버섯에 대한 목질셀룰로오스 분해효소 평

가(Valášková and Baldrian, 2006), 항생물질(Schlegel et

al., 2000), 항염증(Kamo et al., 2003), 휘발성물질

(Rösecke et al., 2000) 등과 같은 부후균에 대한 기초연구

와 약리적 활용 가능성 평가 연구가 이루어지고 있다.

자연상태에서 한 나무 혹은 한 지역에서 동일 버섯이

여러 개 발생하였을 때, 이들 버섯들 간에 유전자의 동일

성 유무 판별은 매우 흥미로운 일이다. 이와 같은 접근법

으로 뽕나무버섯류에서는 대치배양(Worrall et al., 2004;

Bendel et al., 2006)과 microsatellite 마커 분석(Worrall

et al., 2004)과 표고에서는 미토콘드리아 DNA 분석이 이

루어졌다(Fukuda and Mori, 2003).

본 연구는 우리나라의 설악산에서 발견된 자작나무버섯

이 하나의 사스레나무(Betula ermani Cham.)에 4개의 자

실체가 발생하여 이들 버섯 간에 유전자원의 차이 유무를

대치배양 및 ribosomal DNA의 ITS 영역 일부의 염기서

열 차이를 가지고 판별해보고자 하였다.

재료 및 방법

자작나무버섯 채취 및 균분리

자작나무버섯 자실체는 2006년 1월 12일 설악산의 용

대리 쪽 중봉으로 오르는 계곡(해발 1,000 m, 북동사면)

의 죽은 사스래나무(B. ermani)에서 채집되었다. 버섯 A

와 B 그리고 버섯 C와 D는 인접해 있었고 이들 간에는

약 50 cm 정도 떨어져 위치해 있었다. 채집한 버섯은 실
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Table 1. Sizes of fruiting bodies of Piptoporus belutinus

Position
Weight

(g)

Pileus

Length (cm) Width (cm) Hight (cm)

A 144.1 10.5 13.5 9.0

B 081.9 10.5 13.5 4.0

C 108.1 11.5 17.5 4.5

D 092.8 10.5 16.0 5.5
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험실에서 상온 보관하면서 potato dextrose agar(PDA) 배

지상에서 균을 분리하였다(Table 1, Fig. 1).

분리된 4개 균주는 PDA 배지상 25
o

C에서 균사생장을

3반복 측정하였다. 그리고 각각 분리된 균주들은 PDA 배

지상에서 1개월간 대치배양을 통해 균주 간의 동질성 유

무를 파악하였다.

DNA 분리 및 PCR

DNA 분리. 균주들은 potato dextrose broth(PDB) 배

지에서 1주일 배양한 후, 균사체는 −70
o

C에서 동결하였다.

DNA 분리는 extraction buffer(200 mM Tris-HCl, pH

8.0; 250 mM NaCl; 25 mM EDTA, pH 8.0; 0.5% SDS)

300 µl를 넣어 pestle을 이용해 세포를 깨 주었다. 원심분

리를 통해 상등액을 취한 후, phenol/chloroform(1 : 1) 넣

고 혼합한뒤 13,000 rpm에서 원심분리하였다. 상등액을

새로운 튜브에 옮기고 0.7 volume의 isopropanol을 첨가

하고 13,000 rpm에서 원심분리하여 DNA를 침전하였다.

70%의 ethanol로 DNA 침전물을 세척하여 진공건조한

후 TE buffer(10 mM Tris-HCL, pH 8.0; 1 mM EDTA,

pH 8.0) 20 µl에 용해하였다. 10 mg/ml RNase 2 µl를 넣

어 37
o

C에서 30분 처리하여 RNA를 제거하였다. DNA

함량을 spectrophotometer의 260 nm의 파장에서 측정하

였다.

PCR 증폭 및 Sequence alignment

각각의 균사체로부터 분리한 DNA는 rDNA의 ITS(Inter-

nal Transcribed Spacers)영역을 증폭하기 위하여 Primer

NSI1(5'-GATTGAATGGCTTAGTGAGG-3')과 ITS4B(5'-

CAGGAGACTTGTACACGGTCCAG-3')를 pair로 사용

하였다(Martin and Rygiewicz, 1999; Gardes and Bruns,

1993). PCR 반응은 QIAGEN 사의 Kit를 이용하였다. 반

응조건은 94
o

C에서 2분간 pre-heating시킨 다음, 94
o

C에

서 1분간 denaturation, 50
o

C에서 30초간 annealing, 72
o

C

에서 2분간 extention을 1 cycle로 하여, 총 30 cycle을 반

응시킨 다음 72
o

C에서 10분 동안 post extention하고 4
o

C

로 유지하였다. 증폭된 DNA를 0.8% agarose gel에서 확

인한 후 gel extraction kit(Bioneer)를 이용하여 증폭

DNA band를 gel로부터 추출하여 (주)바이오닉스에 염기

서열 분석을 의뢰하였다. 균주간의 염기서열 차이 분석은

ClustalW 분석 프로그램(www.ebi.ac.uk/clustalw)을 이용

하였다.

결과 및 고찰

자작나무버섯 균주의 생장조사와 균주간 대치배양

자작나무버섯은 버섯조직으로부터 PDA 배지상에서

1주일 안에 균사분리가 가능하였다. 균사는 매우 빠르

게 자라는 것으로 나타났다(Fig. 2). 4가지 균주간 PDA

배지상에서 대치배양시 모두 대치선이 나타나지 않았다

(Fig. 3).

Fig. 1. Position of fruiting bodies of Piptoporus belutinus on

a Betula ermani tree.

Fig. 3. Somatic compatibility between two strains (strain A

and D) on PDA plate for one month.

Fig. 2. Mycelial growth of four strains of P. belutinus on

PDA plate for 11 days at 25
o

C incubator.
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체세포 불화합성(somatic incompatibility) 실험은 이핵

균주간의 genet 동정에 일차적으로 사용되는 방법이다

(Worrall et al., 2004; Bendel et al., 2006). 체세포 불화

합성 실험에서 대치선이 생기는 것은 두 균주간에 체세포

불화합성과 다른 유전자형을 가지는 것으로 알려져 있다

(Worrall, 1997). 4개 균주간의 체세포 화합성이 일어났기

에 하나의 유전자형을 가지는 것으로 말할 수 있었다.

자작나무버섯 균주의 NSI1/ITS4B primer pairs의

PCR과 ClustalW 분석

자작나무버섯은 primer NSI1/ITS4B pairs의 PCR 산물

은 0.8-1 Kb 사이의 밴드가 검출되었다. 이들 PCR 산물

은 염기서열을 분석한 결과, 860 bp 크기로 분석되었다.

그리고 4개의 자작나무버섯의 균주는 NCBI blast 분석에

서 자작나무버섯인 AY966448.1와 99%의 동일성을 나타

내어 본 실험에 사용한 버섯의 형태적인 모양과 염기서열

분석결과 일치성을 토대로 자작나무버섯임을 확인할 수

있었다. 또한 4개 자작나무버섯 균주는 염기서열 한 것을

토대로 ClustalW 분석 분석결과, 4개 균주가 동일한 것으

로 판명되었다. 자작나무버섯의 DNA 염기서열은 NCBI

에 등록하여 EU294161 번호를 받았다.

하나의 사스래나무에서 발견된 4개의 자작나무버섯은

대치배양 결과와 ClustalW 분석결과를 토대로 보았을 때,

동일한 유전자형(genotype)을 가지고 있을 것으로 추정되

었다(Worrall et al., 2004). Worrall et al.(2004)은 각각의

체세포 화합성 그룹의 microsatellite 마커 분석에서 하나

의 대립유전자 세트를 가지는 것으로 보고하였다. 비록

본 실험에서 microsatellite 분석을 하지 않아서 동일한 유

전자형을 가지는 것은 알 수 없으나, 대치배양과 ITS 염

기서열 분석을 통해 동일한 것으로 나타났고, Worrall et

al.(2004)의 결과에 비치어 보았을 때 동일한 유전자형으

로 추정할 수 있었다(Bendel et al., 2006).

자작나무버섯이 한 나무에서 발생한 것을 근거로 대치

배양법과 ITS 분석법으로 유전자원의 동질성 유무를 판

별하기 위하여 연구하였지만, 앞으로 microsatellite 마커

와 SNP 마커 등의 기법을 적용하여 유전자형의 상동성

유무를 판별하여야 될 것으로 여겨진다.

적 요

자작나무버섯의 4개 균주는 설악산의 사스래나무 한 나

무에서 분리하였다. 균주들은 균주간의 동일성 유무를 대

치배양과 ITS 영역의 일부를 증폭하는 NSI1과 ITS4B

primer pairs를 이용하여 염기서열을 분석하였다. 균주들

간의 대치선은 PDA 배지상에서 나타나지 않았고, rDNA

염기서열도 동일하게 나타났다. 결론적으로 이들 균주들

은 동일한 균으로부터 기원한 것으로 판단되었다.
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