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서   론

국내 버섯은 현재 992종이 분류(정, 1993) 되어 있으며, 

그 중 식용 가능한 버섯이 100여종, 독버섯은 50여종이며, 

맹독성을 가진 버섯이 20여종으로 확인되었고(Lee, 1990; 

박, 1991), 약용으로 사용하는(許, 1981; 水野 등, 1992) 버

섯은 35과 82속 162종으로 보고(Ahn, 1992)되어 있으나, 

그 나머지 버섯은 아직 확인된 바가 없다. Grifola속은 잎

새버섯(Grifola frondosa)과 같이 몇몇의 식용가능한 버

섯을 포함하고 있고, 작은 암탉과 닮았다고 하여‘hen of 

the woods’로 알려져 있으며, Laetiporus sulphureus

와 유사하여 혼동하지 말아야 한다(Lincoff, 1981). 잎새

버섯은 민주름버섯목 왕잎새버섯과(Meripilaceae)에 속

하는 담자균으로 나뭇잎속에서 발견되거나 가을에 졸참나

무, 물푸레나무의 뿌리에 사물기생하여 다발로 발생하는 

백색 목재부후균으로 한국, 유럽, 북미 등에 널리 분포하고 

있다. 이 버섯은 45kg의 큰 자실체를 형성하고 미국에서

는 가을에 가장 인기 있는 식용버섯 중의 하나로 알려져 있

다. 잎새버섯은 식용이면서 약리작용이 뛰어난 기능성 버

섯으로 면역력을 증가시키고(Wu 등, 2006), 암세포억제, 혈

당강하작용, 콜레스테롤 억제작용, 항산화작용 등이 있는 

것으로 알려져 있다(Kodama 등 2005; Talpur 등 2002; 

Fukushima 등 2001; Mau 등, 2002). 균류의 분류는 형

태적 특징과 유성번식체의 발달양식을 기초로 하여 수행

되어 오고 있으며, 국제식물명명규약(International Code 

of Botanica Nomenclature)에 따르고 있다. 그러나 1990

년 초반에 탄생한 균류분자계통분류학(fungal molecu-

lar systematics)은 핵산염기서열인 ribosome DNA의 염

기서열과 같은 분자 수준에서 균류의 유연관계나 계통진

화(phylogeny)를 설명하고 있으며, 이들을 바탕으로 분류

체계의 재편은 매우 유동적이라고 할 수 있다. 농업과학기

술원 응용미생물과에 보존되어 있는 균주는 외국에서 도

입되었거나 국내에서 수집된 버섯에서 분리한 균주들로 수

집 당시 자실체의 형태적인 특징만으로 동정하여 보존하

는 경우가 많았고, 외국에서 들여오는 균주, 또한 확인되

거나 인증된 기관의 균주들이 아닌 출처가 명확하지 않은 
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ABSTRACT: This study was carried to identify a correct species and asses genetic diversity within the same species of Grifola spp. 
preserved in Division of applied Microbiology. Contaminated isolates showed different growth rates, morphology and color of hyphae. 
We have reconstructed the phylogenetic tree of a select group of Grifola spp. using nucleotide sequences of the internal transcribed 
spacer region(ITS) region. The phylogenetic tree was constructed by using the neighbor-joining method. PELF primers of 20-mer were 
used to assess genetic diversity of preserved isolates. Sequence analysis showed that four strains were identified completely different 
nomenclature. According to the analysis of ITS sequences, the genus Grifola clustered into one group, most of which correlated with 
species-groups identified by RAPD method. Eight isolates included strain GM01 showed high similarity with Grifola frondosa. All isolates 
were collected in the Japan(GM01, GM02, GM03) was identified as Grifola frondosa and isolates of the China(GM05, GM06, GM08) was 
identified as Bjerkandera fumosa, Grifola frondosa and Dichomitus squalens, respectively. RAPD analysis of genetic polymorphisms of 
genus Grifola showed a very different band patterns on the isolat. As the result of RAPD and ITS region sequences analysis for preserved 
isolates, it seems likely that 4 isolates of Grifola spp. may be need to reclassify or eliminate from preserved catalogue.
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균주가 많았다. 따라서 본 연구는 보존되어 있는 잎새버섯

(Grifola)속의 rDNA ITS 영역의 염기서열을 분석하여 이

들 균주들의 분류학적 위치와 계통분류학적인 유연관계를 

분석하고 RAPD분석에 의한 유전적 다형성을 조사한 결

과를 보고하고자 한다.

재료 및 방법

시험균주 및 배양조건

본 시험에 사용한 균주는 2006년 농업과학기술원 응용

미생물과에 보존하고 있는 Grifola속 10균주를 사용하였

다(Table 1). 균주의 배양은 PDA(Potato Dextrose Agar, 

Difco)을 사용하였고, 25℃의 항온기에서 약 15일간 배양하

였다. 시험균주들은 멸균증류수 튜브에 옮겨 상온에 보관하

면서 실험에 사용하였다.

염색체 DNA 추출

Grifola속 균주로부터 염색체 DNA 추출은 PDA배지(po-

tate dextrose agar)에서 7일간 배양한 균사체를 수확하여 

동결건조한 후 소량을 2ml 튜브에 넣고 마쇄한 뒤 1ml CTAB 

solution [2% CTAB(w/v), 100mM Tris-HCl(pH 8.0), 20mM 

EDTA(pH 8.0), 1.4 M NaCl, 1% PVP(polyvinylpyrrolidone)

에 현탁한 후 60℃에서 40분 동안 반응시켰다. 반응 후 12,000 

rpm에서 10분간 원심분리하여 상등액을 회수하여 Rnase

와 Proteinase K 50을 첨가 후 37℃에서 40분간 반응시켰

다. 여기에 같은 양의 Phenol/CHCl3/Isoamyl alcohol을 넣

고 골고루 섞어주었다. 그리고 12,000 rpm에서 10분간 원

심분리하여 상등액을 회수하고 같은 양의 CHCl3/Isoamyl 

alcohol을 첨가하여 골고루 섞어 준 후 다시 12,000 rpm에

서 10분간 원심분리하여 상등액을 회수하였다. 여기에 1/10 

량의 NaOAc(CH3COONa, 3M, pH 5.2)을 첨가하고 총량

의 2.5배량의 100% 에탄올을 첨가한 후 -70℃에서 1시간 

동안 두었다. 그리고 12,000rpm에 서 10분간 원심분리하여 

상등액을 조심스럽게 버리고 70% 에탄올을 첨가한 후 다시 

12,000rpm에서 10분간 원심분리하여 상등액을 버리고 건

조한 후 멸균한 3차 증류수에 DNA을 녹여 4℃에 보관하면

서 실험에 사용하였다.

rDNA의 ITS 영역 증폭과 유연관계 분석

각 균주로부터 추출한 염색체 DNA에서 rDNA의 

ITS(internal transcribed spacers)영역을 증폭하기 위하

여 ITS1(5’-TCCGTAGGTGAACCTGCG-3’)과 ITS4(5’-

TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’)의 universal primers

를 사용하였다(White 등, 1990). PCR 증폭은 15ng의 ge-

nomic DNA, 각 0.5 pmol의 primer, 200μM dNTP, 2.5 

unit의 Taq DNA polymerase, 10mM Tris-HCl, 50mM 

KCl, 1.5mM MgCl2에 증류수를 첨가하여 최종 volume을 

30§¡로 하였다. DNA 증폭은 initial denaturation을 94℃

에서 2분간 실시하고, denaturation 40초(94℃), anneal-

ing 1분(58℃), extension 1분(72℃)으로 30cycle을 반응시

키고 마지막으로 72℃에서 5분간 incubation 하였다. 증폭

된 DNA는 1.5% agarose gel에서 전기영동을 하여 확인 

후 sequencing을 수행하였다. 균주간 유연관계 분석을 위

한 염기서열의 분석은 ClustralW 분석프로그램(Thomp-

son 등, 1994)을 사용하였다. Jukes와 Cantor(1969) 방법

을 이용하여 evolutionary distance matrix를 작성하고, 

MEGA 4의 Neighbor-joining 방법을 이용하여 계통수를 

작성하였으며, tree의 안정성은 1000 반복의 bootstrap 분

석으로 조사하였다. 

 Table 1. Fungal isolates used in this study

Strain no. Scientific name Source

ASI9004 Grifola frondosa Japan

ASI9006a Grifola frondosa Japan

ASI9015 Grifola frondosa Japan

ASI9035b Grifola frondosa Korea

CFR01 Grifola frondosa China

CFR02 Grifola frondosa China

A11833 Grifola frondosa Korea

ASI103003 Grifola umbelluta China

ASI16009 Coriolus hirsutus Korea

ASI87002 Bjerkandera adusta Jeannam

aIpsae no.1, bKCTC 26148(CBS 317.29).
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RAPD에 의한 다형성 분석

다형성 분석을 위하여 각각의 균주에서 추출한 염색체 

DNA를 RAPD-PCR 방법을 이용하여 증폭하였다(Williams 

등, 1990). Primer(20 mer)는 시제품으로 PELF을 구입하여 

사용하였다. PCR은 94℃에서 4분간 pre-heating시킨 다

음, 94℃1분간 denaturation, 55℃에서 40초간 annealing, 

72℃에서 2분 동안 extension을 1cycle로 하여 총 40cycles

를 반응시킨 후 4℃에서 유지하였다. PCR산물은 1.2% aga-

rose gel에서 90 volt로 loading한 후 UV transilluminator 

lamp 상에서 밴드를 관찰하였다. 

결과 및 고찰

보존중인 유관버섯속에 대한 온도, pH, 배지종류 등에 따

른 배양적 특성과 균사의 생육모양, 균총의 색깔 등을 조사

하여 2가지 이상 균주가 섞여 오염된 균주는 실험에서 제외 

시켰다(자료생략). 이들 실험 균주 중 Grifola속으로 동정된 

균주를 선발하여 배양적 및 형태적 특성을 조사하여 비슷

한 균주별로 그룹화한 다음 rDNA의 ITS 영역을 증폭하여 

염기서열을 결정하였다. 국내수집 균주(A, D)와 외국수집균

(B: 일본, C: 중국)의 균사 생육 및 밀도에 있어 약간의 차이

가 있었지만 일본과 중국에서 수집한 균주간에는 뚜렷한 차

이를 보이지 않았다. 또한 E와 F는 완전히 다른 속으로 동정

되었지만 균사 색깔 및 형태로는 Grifola속과 구별하기 힘들

었다. 이와 같이 보존당시 균주의 학명과 염기서열분석에 따

른 학명과는 많은 차이를 보였고, 수집 지역별 균사의 모양 

및 색깔에도 약간의 차이를 보였다(Fig. 1). 따라서 수집 당 

시 정확한 동정을 통하여 균주를 분리하여 보존하지 않았을 

경우 균주의 생육, 형태 및 색깔 등 통하여 같은 종으로 분

류하는 것은 어렵다고 판단된다. 

곰팡이류의 ITS 부위는 17S와 25S 사이에 존재하며, 종

간 뿐만 아니라 종내에서도 많은 변이를 갖는 것으로 알려

져 있다(Mitchel 등, 1995). 이 부위의 염기서열 분석 자료

는 mt-DNA등과 함께 최근 균류의 계통분류에 널리 사용되

고 있다(박 등, 1999; Kim 등, 2001). 실험에 사용한 균주들

의 계통분석을 위하여 ITS 1과 ITS 4 프라이머를 이용하여 

rDNA의 ITS 영역을 증폭한 결과 600~700 bp 정도의 증폭 

산물을 얻었다. 이들 염기서열을 바탕으로 GenBank에 상

동성을 조사하였다. 보존균주 목록과 염기서열 분석을 통한 

동정결과에서 학명이 완전히 다른 균주가 4균주로 전체의 

40%를 차지하였다. 국내에서 수집한 균주와 일본에서 수집

한 균주는 모두 G. frondosa로 동정되었고, 일본에서 수집

한 GM02 균주는 국내에서 잎새버섯1호로 알려 있으며 G. 

frondosa로 동정되었다. 그리고 중국에서 수집한 3균주중 

2균주(GM05, GM08)는 완전히 다른 속으로 동정되었고, 1

균주(GM06)만 G. frondosa로 동정되었다. 이와 같이 균주

를 수집하여 보존할 때 정확한 동정이 이루어지지 않았고, 

수집자의 기록에만 의존하여 보존하였기 때문에 발생한 문

제라 판단된다. 따라서 보존 목록과 완전히 다른 genus로 

나타난 균주들에 대해서는 계통분류학적인 유연관계 분석

Fig. 1. �Cultural and morphological characteristics of genus Grifola. Original identification 
(Molecular identification); A: G. frondosa(G. frondosa), B: G. frondosa(G. frondosa), 
C: G. frondosa(G. frondosa), D: G. frondosa(G. frondosa), E: G. frondosa(Bjerkandera 
fumosa), F: G. umbelluta(Dichomitus wqualens).
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과 보존중인 자실체 유전자와의 상동성을 비교하여 보존진

균의 오염 여부를 판단하여 기존 목록의 학명을 재분류해야 

할 것으로 판단된다.

Grifola속으로 동정된 균주들에 대한 분류학적 위치 및 

유전학적인 유연관계 분석을 위하여 계통수를 그려 이들 사

이의 유연관계를 확인해 보았다(Fig. 2). 분석결과 Grifola속

은 G. frondosa 1개의 분류군으로 이루어졌으며, GM01 등 

7균주는 모두 G. frondosa와 같은 그룹을 형성하였지만 그

룹내에서 GM01과 GM04 균주는 다른 균주들과 약간의 차

이를 보였다. 또한 생명공학연구원 생명자원센터에서 분양받

은 GM04(KCTC 26148, CBS 317.29)와 농가에서 많이 재

배되고 있고 잎새버섯1호로 알려진 GM02는 G. frondosa와 

아주 가까운 유연관계를 보였지만, 두 균주간에는 약간 먼 유

연관계를 보였다. 그러나 보존당시 Grifola속으로 분류되었

던 균주 중 GM08은 Dichomitus squalens과 아주 가까운 

유연관계를 보였고, GM05는 Bjerkandera fumosa과 같은 

그룹에 속하며 유연관계도 가까운 것으로 분석되었다. 또한 

여러 Grifola 종들 간의 유사도와 evolutionary distance는 

Table 2에서 나타내었으며, 결과는 유전적인 유연관계분석과 

유사한 경향을 보였다. Shen(2001)은 G. frondosa의 유전

적인 유연관계를 분석한 결과 미국 분리균과 아시아 분리균

은 서로 다른 분지군을 형성하였으며, 유럽 분리균은 미국의 

분리균과 같은 그룹을 형성하였고, 중국과 일본의 분리균은 

서로 같은 그룹을 형성하였다고 한다. 그러나 대만과 한국에

서 분리한 균은 이들 분지군에 전체적으로 분산되어 분포하

였으며, 대만의 일부 분리균들은 다른 아시아 분리균과 먼 유

연관계을 형성하는 하위그룹을 형성한다고 하였지만 본 실험

에 사용된 균주들의 유연관계분석에서는 수집 국가별 뚜렷

한 차이를 보이지 않았고 같은 그룹을 형성하였다. 

Grifola spp.의 RAPD 분석을 통한  유전적인 다형성을 조

사한 결과는 Fig. 2와 같다. 분석결과 GM06, GM07, GM02 

그리고 GM04 균주는 염기서열에 의한 상동성 분석에 의

해 G. frondosa로 동정되었지만, 같은 종내에서도 분포지역

에 따라 서로 상이한 밴드패턴을 보였다. 일본에서 수집된 

GM01은 Trichaptum biforme로 동정되었고, 중국에서 수

집한 GM05는 Bjerkandera fumosa로 동정되었으며, RAPD

분석에서도 G. frondosa와 완전히 다른 밴드패턴을 보였다. 

이러한 결과들이 반복된다면 보존되어 있는 균주들의 학명

에 대한 신뢰성을 저하시키게 되므로 균주의 배양특성과 자

실체의 미세구조 분석 등의 확인을 통하여 학명을 재분류해

야 할 것으로 판단된다.

유전자 분석결과 Grifola속으로 동정된 균주들간의 ITS

Table 2. Taxonomic affiliation based on ITS reason sequence for preserved strains.

strain 

designation

Isolates

 no.

     Original 

   Identification

   Molecular 

 Identification
Similarity

GM01  ASI9004 G. frondosa G. frondosa 97

GM02  ASI9006a G. frondosa G. frondosa 99

GM03  ASI9015 G. frondosa G. frondosa 99

GM04  ASI9035b G. frondosa G. frondosa 99

GM05  CFR01 G. frondosa Bjerkandera fumosa 98

GM06  CFR02 G. frondosa G. frondosa 99

GM07  A11833 G. frondosa G. frondosa 99

GM08  ASI103003 G. umbelluta Dichomitus squalens 85

GM09  ASI16009 Coriolus hirsutus G. frondosa 100

GM10  ASI87002 Bjerkandera adusta G. frondosa 98

aIpsae no.1, bKCTC 26148(CBS 317.29)

Fig. 4. �Phylogenetic relationships of Grifola spp. based on internal 
transcribed spacer(ITS) sequences. Numerical values on 
branches are the bootstrstrap values as percentage of 
bootstrap replication from 1000 replicate analysis. Bar = 
0.02 genetic distance between samples.  
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부위 유전자수준에서 상동성을 비교한 결과는 Fig. 4와 같

다. 실험에 사용된 균주들을 유전자수준에서 동정한 결과 

모두 G. frondosa로 동정되었고, 균주들간에 약간의 차이

는 있었지만 96¡99%의 비교적 높은 상동성을 보였다. 국내

에서 수집된 균주들(GM07, GM09, GM10)간에는 98~99%

의 높은 상동성을 보였고, 일본에서 수집된 균주들(GM01, 

GM02, GM03)간에는 96~99%의 상동성을 보여 개체간

에 약간의 차이를 보였다. 국내 수집균주들과 일본에서 수

집된 균주들과는 95~99%의 상동성을 보였고, 특히 GM01

과 GM04는 95%의 낮은 상동성을 보였다. 그러나 중국에서 

수집된 GM06균주와는 98~99%의 높은 상동성을 보였다. 

생명공학연구원 생명자원센터에서 분양받은 GM04(KCTC 

26148, CBS 317.29)균주는 국내 수집균들과 96~98%의 상

동성을 보지만, 국내에서 잎새버섯 1호로 알려진 CM02 균

주는 98~99%의 높은 상동성을 보였다. 이상의 결과에서  

G. frondosa의 경우 서식지와 수집 지역간에는 뚜렷한 유

전적인 다양성을 발견할 수는 없었지만, 보다 세밀한 연구

를 위해서는 많은 개체를 분석해야만 될 것으로 판단된다. 

Shen(2001)은 실험에 사용된 Grifola frondosa 균주들의 

유전적인 변이는 5.4%로 G. frondosa와 G. sordulenta의 

유전적인 변이 14.3% 보다는 적었다고 한다. 

적   요

보존중인 잎새버섯속 균주를 선발하여 배양 및 형태적 특

성을 조사하여 비슷한 균주별로 그룹화하여 rDNA의 ITS 

영역을 증폭하여 염기서열을 결정한 결과 보존시 균주의 학

명과 많은 차이를 보였으며, 균사의 모양 및 색깔에도 많은 

Table 2. �Similarities(%)(upper right) and evolutionary distances(lower left) between rDNA ITS region sequences of species of the 
genus Grifola

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

1 *** 80.2 78.5 70.6 70.8 78.3 78.5 78.5 79.2 80.6 80.2 78.3 81.9 78.1 78 77.4

2 22 *** 76.1 75 74.9 76.1 75.9 75.9 76.3 73.3 72.9 75.3 85.8 78.6 82.5 75.6

3 23 30.5 *** 75 75 99.8 99.6 99.6 99.8 98.7 98.2 98.5 85 89.8 87.9 96.4

4 33 32.6 32.6 *** 99.1 74.6 74.4 74.4 74.6 78.2 77.7 73.7 80.7 78.4 79.2 74.2

5 32.8 32.3 32.7 0.8 *** 74.5 74.7 74.5 74.7 78.3 77.7 73.5 79.2 78.4 78.8 75.1

6 22.8 30.3 0 32.4 32.5 *** 99.6 99.6 99.8 98.5 98 98.5 85.4 89.8 87.7 96.4

7 22.9 30.4 0 32.5 32.6 0 *** 99.8 99.6 98.5 98 98.5 84.8 89.6 87.5 96.2

8 22.9 30.4 0 32.5 32.6 0 0 *** 99.6 98.5 98 98.7 84.8 89.6 87.5 96.2

9 22.8 30.3 0.2 32.3 32.4 0 0 0 *** 98.5 98 98.7 85.6 89.9 87.9 96.6

10 22.8 31.5 1.3 32.9 33 1.3 1.1 1.1 1.5 *** 99.3 97.4 85.2 89.8 88.1 95.5

11 22.7 31.4 1.3 33.2 33.3 1.3 1.1 1.1 1.5 0.2 *** 96.9 84.5 89.4 87.4 95

12 23 30.6 0.7 33 33.1 0.6 0.6 0.6 0.6 1.9 1.9 *** 84.6 89 86.8 96.4

13 19.6 15.9 21.6 27.7 27.8 21.4 21.5 21.5 21.4 21.1 21.3 21.6 *** 86.1 88.9 81

14 23.9 26.7 11.3 31.7 32.1 11.1 11.2 11.2 11.1 11.4 11.4 11.5 17.6 *** 87.7 83.7

15 24.4 23.3 15.2 32.9 33.3 15.2 15.3 15.3 15.2 14.7 14.8 15.9 15.7 13.4 *** 80.5

16 21 29.7 2.8 28 28.1 2.6 2.6 2.6 2.6 3.8 3.6 2.3 23.8 12.5 15.3 ***

1. �G. umbellata AF325120, 2. GM08, 3. GM07, 4. GM05, 5. Bjerkandera fumosa AJ006673, 6. GM02, 7. GM06, 8. GM03, 9. GM09, 10. G. frondosa AY854084, 11. 

GM04, 12. GM10, 13. Dichomitus squalens AM988624, 14. G. sordulenta AY854085, 15. Trametes junipericola AY684171, 16. GM01.

Fig. 5. ��Representative random amplified polymorphic DNAfingerprints 
using PELF primer of Grifola spp. 1: GM06, 2: GM01, 3: GM05, 
4: GM07, 5: GM02, 6: GM04. 
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차이를 보였다. 보존 당시 동정한 결과와 rDNA의 ITS 영역

의 염기서열 분석을 통한 결과를 비교한 결과 학명이 다른 

균주가 4균주로 전체의 40%를 차지하였다. 국내에서 수집

한 잎새버섯속은 모두 G. frondosa로 동정되었고, 일본에서 

수집한 3균주 중 1균주는 완전히 다른 속으로 동정되었으며 

2균주는 G. frondosa로 동정되었다. 그리고 중국에서 수집

한 3균주중 2균주는 완전히 다른 속으로 동정되었고, 1균주

만 G. frondosa로 동정되었다. RAPD 분석을 통한  유전적

인 다형성 조사에서 같은 종내에서도 분포지역에 따라 서로 

상이한 밴드패턴을 보였다. 유전적인 유연관계 분석에서는 

G. frondosa 1개의 분류군으로 이루어졌으며, ITS부위 유

전자수준의 상동성 분석에서도 비슷한 경향을 보였다. 따라

서 기존 목록과 완전히 다른 속으로 동정된 균주들에 대해

서는 계통분류학적인 유연관계 분석과 보존중인 자실체 유

전자와의 상동성을 비교하여 기존 목록의 학명을 재분류해

야 할 것으로 판단된다. 
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