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우리나라에 발생하는 잿빛곰팡이병균 Botrytis cinerea의 
분자계통학적 유연관계
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ABSTRACT : Several isolates were collected from apple, pepper, strawberry, cucumber and tomato having typical gray mold
symptoms. All the isolates were identified as Botrytis cinerea by using morphological characteristics and PCR-RFLP method. It was
difficult to analyze the phylogenetic relationship of these isolates by using ITS region, HSP60 and G3PDH because these genes
were highly homologous in their nucleotide in inter-species of B. cinerea and intra-species of genus Botrytis. However, phylogenetic
analysis using combined sequences (RPB2, HSP60 and G3PDH genes) clearly showed that all isolate of B. cinerea were different
from Botrytis spp. Furthermore, it was also confirmed that strawberry isolate was distantly related to apple, pepper, cucumber and
tomato isolates that were closely related to each other in nucleotide level.
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서 론

잿빛곰팡이병(Gray mold)은 오이, 고추, 토마토 등 채소
와 포도, 블루베리 등의 다양한 작물에서 발생하는 병해로
잎, 줄기, 과실 등 감염된 식물체의 다양한 부위에 발생하
는 작물의 주요한 병해이다[1-3]. 잿빛곰팡이병의 원인균
중의 하나인 Botrytis cinerea는 기주 범위가 매우 넓어 우
리나라에서는 고추, 딸기, 사과, 오이, 토마토, 인삼 등 총
86종의 경제 작물에서 발생이 보고되고 있고[4], 수확 후

저장 중인 과일과 채소류를 부패시키는 저장병의 원인이기
도 하며 경제적으로 매우 큰 손실을 일으키고 있다[5]. 이
로 인해 전세계적으로는 잿빛곰팡이병 방제용 살균제 시장
이 무려 1,500~2,500백만 달러에 육박하고 있고[2], 최근에
는 본 병해의 친환경적 방제를 위한 유기농자재와 미생물
제제 개발 및 연구가 국내외적으로 활발히 진행되고 있다
[6,7].
잿빛곰팡이병균의 동정과 분류는 통상적으로 배양학적
특징과 형태적 특징을 비교하고, 추가적으로 곰팡이의 대
표적인 분자마커인 internal transcribed spacer (ITS) 영역
의 염기서열 분석에 의해 의존하였다[8-10]. 최근에는 곰팡
이의 생명현상 유지에 관여하는 단일 유전자인 glyceralde-
hyde-3-phosphate dehydrogenase (G3PDH) 유전자, Heat-
shock Protein 60 (HSP60) 유전자, RNA polymerase sub-
unit II (RPB2) 유전자 분석을 통해 분자분류를 시도하고
있다[11-13].
본 연구에서는 고추, 딸기, 사과, 오이, 토마토에서 분리
한 잿빛곰팡이병균들의 형태적 특징을 비교하고, 잿빛곰팡
이병균의 분류지표로 이용되는 3가지 유전자 영역을 결합
한 염기서열 정보를 통해 이들 간의 분자계통학적 유연관
계를 분석하였다.
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재료 및 방법

공시균주 및 균학적 특징관찰
본 연구에 사용한 각각의 균주는 2012~2013년에 걸쳐 사
과, 고추, 딸기, 오이, 토마토의 잿빛곰팡이병 감염 시료에
서 직접 분리한 것(BC001, BC002, BC003, BC004, BC005)
으로, 각각 경북대학교 대구캠퍼스 사과저장고와 경남 밀
양시 상남면 고추재배농가, 경북 성주군 과채류시험장 딸
기 시험포장, 경북 칠곡군 왜관읍 오이 및 토마토 재배농가
에서 자연발병한 과실에서 채집하였다. 각 균주의 분리배
양은 메스로 이병부위를 절취하여 70% ethanol과 1%
NaOCl로 표면소독하고 멸균수로 세척한 후, PDA 평판배
지에 치상하여 25oC 항온기에서 인공배양하였다. 또한, 분
리배양 48시간 후에 PDA 배지에 생장한 균사의 선단부위
를 절단하여 새로운 PDA 배지에 이식한 후 순수 배양된
균주를 본 시험에 사용하였다.
사과 등 5종의 작물에서 분리한 균주의 배양학적, 형태학
적 특징을 관찰하기 위해 각 균주를 PDA 평판배지에 접종
한 후, 25oC 항온배양기에서 배양하며, 균핵 생성유무와 분
생포자경과 분생포자의 형태를 광학현미경(BX 50, Olym-
pus, USA)을 이용하여 관찰하였다.

PCR-RFLP법을 이용한 잿빛곰팡이병균의 간이동정
각각 균주의 total genomic DNA의 추출은 Liu 등[14]의
방법을 따라 실시하여 추출한 DNA는 -20oC에서 냉동보관
하였다. 추출한 DNA를 이용하여 Nielsen 등[15]이 제시한
PCR-RFLP법에 따라 잿빛곰팡이병균의 간이적으로 종 동
정을 실시하였다. PCR은 잿빛곰팡이병균 증폭용 프라이머
쌍인 BA2f/BA1r[15]를 이용하여 목적한 약 400 bp 크기
의 DNA 단편을 증폭한 후, 제한효소 ApoI으로 증폭한
DNAs를 절단하였다. 제한효소를 처리한 PCR 산물은 1%
agarose gel에 전기영동하여 절단된 DNA band pattern상
의 차이를 비교하고 Nielsen 등[15]이 제시한 기준에 따라
각 잿빛곰팡이병균의 종을 동정하였다.

잿빛곰팡이병균 판별 분자마커를 이용한 PCR 증폭
추출한 각각의 genome DNA는 일반적으로 곰팡이 분자
마커로 알려진 ITS 영역의 염기서열을 결정하기 위해
ITS1F/ITS4 프라이머 쌍을 이용하여 PCR하였다[16]. 또한,
최근 잿빛곰팡이병균 분자지표로 사용할 수 있다는 3가지
유전자, 즉 RPB2 유전자와 HSP60 유전자 및 G3PDH 유전
자의 염기서열을 결정하기 위해 각각 RPB2for/RPB2rev 프
라이머 쌍(1,100 bp), HSP60for/HSP60rev 프라이머 쌍(900
bp), G3PDHfor/G3PDHrev 프라이머 쌍(1,800 bp)을 이용
하여 PCR하였다[11].
본 연구에서 수행한 모든 PCR은 각 균주에서 추출한 20

ng의 total genomic DNA, 10 pM의 각 프라이머, 100 mM
TrisHCl, 400 mM KCl, 15 mM MgCl2, 10 mM dNTPs, 5

unit의 Diastar Taq polymerase (Solgent, Daejeon, Korea)에
멸균수를 첨가하여 최종 용량을 25 µL로 조정한 조건에서
실시하였다. PCR 조건은 ITS 영역 증폭용 PCR의 경우
White 등[16]에 의한 방법을 따랐으며, HSP60과 RPB2 유
전자 영역은 94oC에서 5분간 denaturation을 실시한 후
94oC 1분간 denaturation, 50oC 1분간 annealing, 72oC 2분
간 extension으로 35 cycle을 실시하고 72oC 5분간 final
extension을 실시하였다. G3PDH 유전자는 annealing 온도
만 64oC 1분으로 조정하였고 다른 조건은 모두 HSP60과
RPB2 유전자 증폭용 PCR과 동일하게 실시하였다.

염기서열 분석과 분자계통수 작성
모든 PCR 산물들은 ExoSAP-IT (GE Healthcare, Bucking-

hamshire, UK)을 이용하여 정제한 후, 각각의 DNA 염기서
열을 결정하였다(Solgent, Daejeon, Korea). 분자계통수 작
성은 본 연구에서 결정한 각각의 유전자 염기서열과 NCBI
GenBank에 등록되어 있는 잿빛곰팡이병균의 염기서열 정
보를 이용하였다. 4가지 유전자 염기서열로 dataset를 작성
한 후, CLUSTAL W (http://clustalw.ddbj.nig.ac.jp/index.
php?lang=en)를 이용하여 multiple alignment로 정렬하였
다[17]. 분자계통학적 유연관계 분석은 MEGA 4 program
으로 neighbor-joining법을 사용하였다. 분자계통수의 out
group은 Sclerotinia sclerotiorum과 Monilinia fructigena로
선정하고, bootstrap은 100번 반복 실행하였다. 또한, 잿빛
곰팡이병균 분자지표로 사용할 수 있는 3가지 유전자
(RPB2, HSP60, G3PDH)의 각 염기서열을 순서대로 결합한
dataset을 만들고, 상기 방법과 동일하게 분자계통수를 작
성하여 5종의 기주에서 분리한 잿빛곰팡이병균의 계통학
적 유연관계를 분석하였다.

결과 및 고찰

5종의 작물에서 분리한 잿빛곰팡이병균의 형태적 특징
사과, 고추, 딸기, 오이, 토마토에서 분리된 각각의 균주
는 PDA 평판배지에서 회색의 균사를 형성하였고, 딸기와
토마토에서 분리한 균주를 제외한 모든 균주는 배양 5~7일
부터는 회색 균사체가 뭉쳐지면서 점차적으로 작은 소립의
균핵을 형성하기 시작하여 배양 15~20일경에는 평판배지
에 2~5 mm 이상의 균핵을 형성하였다. 또한, 각 작물에서
분리한 모든 균주는 25oC 배양기에서 배양 4일 내에 직경
9 cm의 평판배지에 완전히 만연할 수 있을 만큼 왕성한 생
장력을 나타내었다. 각각 균주를 광학현미경으로 관찰한
결과, 기주작물의 종류와 관계없이 모든 균주의 분생포자
경은 수지상으로 분지되어 있고 분생포자경 위에 포도송이
모양의 분생포자를 형성하고 있어 전형적인 Botrytis 속 진
균인 것으로 판단하였다. 또한, 분생포자들의 형태는 대부
분 무색의 타원형 내지 도란형이고, 토마토에서 분리한 균
주의 분생포자 크기는 7.0~10.2 × 6.1~8.2 µm로 다른 작물
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에서 분리한 균주에 비해 약간 작았다. 하지만, 이들 각 균
주들의 분생포자의 크기는 Ellis와 Waller[21]가 보고한
Botrytis cinerea의 형태적 특징과 거의 일치하였다(Table
1). 또한, 이러한 형태적 특징은 블루베리, 바이올렛, 포도
등 최근 국내에서 보고된 Botrytis cinerea와도 거의 일치하
였기 때문에[24-26], 5종의 작물에서 분리한 Botrytis 속 진
균은 모두 잿빛곰팡이병균인 Botrytis cinerea일 것으로 추
측되었다.
우리나라에서는 다양한 작물에 잿빛곰팡이병이 보고되어
있지만, 이들의 원인균인 Botrytis cinerea의 형태학적 표현
형에 대해서는 불분명한 것이 매우 많다. 일반적으로 잿빛
곰팡이병균은 형태학적 특성에 따라 3가지 표현형, 즉 균사
형, 균핵형, 포자형으로 구분하고 있는데[12,18], 본 연구에
서 사과, 고추, 오이에서 분리한 잿빛곰팡이병균은 균핵형
이며, 딸기와 토마토에서 분리한 잿빛곰팡이병균은 균사형
인 것으로 사료된다.

PCR-RFLP법에 의한 분리균주 동정
5종의 작물에서 분리한 Botrytis 속 진균의 정확한 동정
을 위해, 각각 균주에 대해 Nielsen 등[15]이 제시한 PCR-
RFLP법을 실시하였다. 모든 균주들에서 목적한 크기의 약
400 bp의 DNA 단편이 증폭되었고, 제한효소 ApoI으로 절
단한 결과, 모든 균주가 동일한 절단패턴으로 약 250 bp와
150 bp 두 개의 DNA 단편으로 나뉘었다(Fig. 1). 이러한 제
한효소 ApoI의 절단패턴은 B. cinerea의 절단패턴[15]과 동
일한 것으로, 본 연구에서 분리한 균주들은 모두 B. cinerea
로 판명되었고, 형태적 결과와도 일치하였다.

분자계통학적 유연관계 분석
일반적으로 진균의 동정에 널리 사용되는 ITS 영역을 분
석한 결과, 분리균의 의 ITS 염기서열이 Botrytis spp.와 높
은 상동성을 나타내었고, 특히 B. cinerea와 B. pelargonii,
B. fabae와 염기서열과 99% 이상의 매우 높은 상동성을 나
타내어 정확한 종간 및 종내의 근연관계를 분석하는 것은
불가능하였다. 또한, HSP60 유전자와 G3PDH 유전자 분
석결과에서도 ITS 영역 염기서열 분석결과와 동일하게 B.
cinerea와 B. pelargonii의 염기서열과 99%의 높은 상동성을

나타내어 근연관계 분석을 할 수 없었다. RPB2 유전자의
분자계통수에서는 본 연구의 모든 분리주는 B. pelargonii와
는 구별되는 클러스터를 형성하고 B. cinerea와 표준균주들
과 매우 높은 근연관계를 나타내었다(Fig. 2). 하지만, RPB2
유전자를 이용하더라도 B. cinerea과 B. fabae가 동일한 클
러스터에 속하기 때문에 RPB2 유전자만을 이용해 종간 비
교를 하는 것은 적합하지 않은 것으로 판단되었다(Fig. 2).
최근 진균류의 분자계통학적 유연관계 분석에는 단일 유전
자를 이용한 정확한 종 동정의 한계를 극복할 목적으로 2
개 이상의 다른 유전자 염기서열를 동시에 사용하고 있다
[26-28]. 따라서 본 연구에서는 NCBI GenBank에 등록된
RPB2, HSP60, G3PDH 유전자들의 염기서열을 결합하여
multiple alignment한 후 분자계통학적 유연관계를 조사하
였다(Fig. 3). 그 결과, 비록 딸기 분리주는 다른 식물의 잿
빛곰팡이병균과 동일한 클러스트에 속하였지만, 다른 4종
의 작물에서 분리한 균주 모두 Botrytis cinerea 종 내에 동
일한 클러스트를 형성하였다. 딸기 잿빛곰팡이병균의 경우,
분생포자 및 분생포자경의 크기는 다른 작물의 잿빛곰팡이
병균과 유사하지만, 균핵을 만들지 않았다는 것을 고려할
때 유전적으로 다른 작물의 잿빛곰팡이병균과는 다소 다른
계통일 것으로 사료된다. 최근 잿빛곰팡이병균의 동정을
위해 RPB2 유전자 염기서열이 유용하다고 보고된 바 있지
만[12], 본 연구의 결과, 단일 유전자에 의한 계통분류는 한
계가 있으며, 이를 극복하기 위해서 다양한 유전자 영역의
염기서열을 결합한 분자계통분류 연구가 활발해지고 있다

Table 1. Morphological comparison of conidia and sclerotia of Botrytis spp. isolated from five different crops

Present study B. cinerea B. fabae B. pelargonii

Host Malus
domestica

Cucumis
sativus

Capsicum
annuum

Fragaria
ananassa

Lycopersicon
esculentum

Reference [18] Reference [19] Reference [20]

Conidia
Shape

ellipsoid-
ovoid

ellipsoid-
ovoid

ellipsoid-
ovoid

ellipsoid-
ovoid

ellipsoid-ovoid ellipsoid-ovoid ellipsoid-ovoid ellipsoid-ovoid

Size
(µm)

9.7-10.8
× 6.8-8.3

11.4-15.2
× 6.6-8.6

9.5-14.9
× 4.9-8.8

7.9-14.9
× 6.6-10.7

7.0-10.2
× 6.1-8.2

8.5-16 × 5-11.5 16-25 × 13-16 8-17 × 5-12

Sclerotia
formation

+ + + − − + or − + +

Fig. 1. PCR-RFLP analysis of Botrytis spp. PCR product am-
plified by Ba2f/Ba1r. The PCR products were restricted by
ApoI. Lanes 1~5, pepper, strawberry, apple, cucumber and to-
mato; M, molecular marker (100 bp DNA ladder).
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[11,13,26-28]. 결론적으로 향후 잿빛곰팡이병균의 종 동정
과 계통분류를 위해서는 본 연구에서 제시한 3종의 유전자
영역(RPB2, HSP60, G3PDH)의 염기서열을 결합한 dataset
를 이용하는 것이 가장 유용할 것으로 판단된다.

요 약

잿빛곰팡이병의 전형적인 병징을 나타내는 병든 사과, 고
추, 딸기, 오이, 토마토에서 곰팡이를 분리하고, 그들의 배
양학적 특성과, 형태적 특성 및 PCR-RFLP을 통해 이 병원

성 곰팡이를 모두 Botrytis cinerea로 동정하였다. 또한, 배
양학적 특징에 따라 사과, 고추, 오이에서 분리한 잿빛곰팡
이병균의 표현형은 균핵형이며, 딸기와 토마토에서 분리한
잿빛곰팡이병균은 균사형이었다.
각각의 잿빛곰팡이병균의 ITS 영역 염기서열을 포함한

4종의 유전자(RPB2, HSP60, G3PDH)의 염기서열을 결정
하고 분자계통학적 유연관계를 분석하였다. RPB2 유전자
염기서열을 제외한 ITS 영역, HSP60유전자 및 G3PDH 유
전자의 염기서열은 Botrytis cinerea 종 내 뿐만 아니라
Botrytis 속 종간에도 매우 높은 상동성을 나타내어 계통학

Fig. 2. Phylogeny analysis of Botrytis spp. constructed by the neighbor-joining method based on RPB2 gene sequence. Monilinia
fructigena (AJ745715) and Sclerotinia sclerotiorum (AJ745716) were used as the outgroup. Numbers above the branches represent
the bootstrap values obtained for 100 replicates (smaller than 80 values were not shown). The bar represents a phylogenetic
distance of 0.01%.
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적 유연관계 분석이 어려웠다. 하지만, 3종의 유전자(RPB2,
HSP60, G3PDH)를 결합한 유전자 염기서열을 이용한 분자
계통수 작성 결과, 본 연구에서 분리한 잿빛곰팡이병균은
Botrytis 속의 다른 종들과 구별되며, 사과, 고추, 오이, 토마
토의 분리주는 아주 높은 근연관계에 있고, 딸기잿빛곰팡
이병균은 다른 분리주와 달리 종내 다른 lineage를 형성하
였다.
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