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ABSTRACT: To develop a method for the differentiation of Pleurotus ostratus cultivars, the multiplex-simple sequence repeat
(SSR) primer set based on the SSRs obtained from whole genomic DNA sequence analysis was designed with two polymerase
chain reaction (PCR) primer sets. These SSR primer sets were employed to distinguish 10 cultivars and strains. Twenty
polymorphic markers were selected based on the genotyping results. PCR with each primer produced 1–4 distinct bands ranging
in size from 150 to 350 bp, which was within the expected range. However, since a sole SSR marker was unable to detect
polymorphisms in every cultivar, multiplex PCRs with composite PCR primer sets were employed. The multiplex primer,
“166+115,” completely discriminated 12 cultivars and strains with 40 loci, which were 12 more than the simple arithmetic
addition of each locus of the primers 115 and 166. These results might be useful to provide an efficient method for the
differentiation of P. ostreatus cultivars with separate PCRs for the quality control of spawn and protection of breeders’ rights.
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느타리는 주름버섯목 느타리과에 속하는 백색부후균으

로 전세계 온대지역과 아열대지역에 걸쳐 자생한다(Chang

et al., 1989). 영양학적으로 높은 단백질 함량(Sharma

and Madan 1993), 뛰어난 맛과 향기(Mandeel et al.,

2005)를 보이고 고혈압, 고혈당, 고지혈증 예방과 항암효

과 등의 기능성(Patel and Goyal 2012) 효과가 보고되었

다. 재배가 쉽고 기질의 범위가 넓어 전세계적으로 재배

되고 있어, 양송이 다음으로 생산량이 많고(Sánchez

2010), 국내 생산량도 48,327톤으로 생산량 1위를 기록하

였다(2019 특용작물생산실적, 농림축산식품부 https://

kass.mafra.go.kr/). 

소비자의 관심과 생산량 증가로 해마다 새로운 느타리

품종이 육종되어, 품종보호권이 설정된 품종이 46개에 이

르고 있고(2020, 국립종자원 http://www.seed.go.kr/), 춘

추2호, 김제9호, 수한1호처럼 널리 재배됨에도 품종보호

권이 만료되거나 등록되지 않을 상태로 유통되는 품종도

있다. 품종에 따라 버섯의 외형이 차이 나는 경우가 있는

반면, 일부 품종은 재배특성이 다름에도 표현형적인 차이

가 적어서 품종구분이 어려운 경우도 있다(Park et al.,
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2019). 수한1호, 화성2호, 화성2호, 김제9호, 흑타리, 곤지

7호 춘추2호 등이 주요 느타리 품종으로 알려져 있는데

(Choi et al., 2015), 이들 품종을 간이적으로 판별하는 방

법으로 세포불화합성을 이용한 대치배양법이 있지만 근연

종간에는 정밀한 판별은 제한된다(Worrall 1997). 특히,

화성2호, 김제9호, 수한1호는 갓색, 조직감, 백색의 대에

의해 소비자들에게 인기가 높으나 형태가 비슷하여 구분

이 쉽지 않다(Park et al., 2019). 이들의 본질적인 표현형

적 특징과 환경과 생육시기에 따른 차이가 많지 않을 수

있어서 신뢰성 있는 품종판별 방법이 필요하다. 품종마다

재배법상 최적의 환경이 따로 있으므로 종균의 혼종으로

인한 환경의 부조화는 심각한 경제적 손실로 이어질 수

있다. 이는 균사상태에서 차이가 없음으로 인한 관리의

부주의에 의해 야기될 수 있다(Park et al., 2019). 

정밀한 품종판별은 품종보호권의 보호 측면에서도 중요

하다. 이러한 이유로 인해 쉽고, 빠르고, 경제적인 느타리

품종의 판별이 요구된다. Random amplified polymorphic

DNA(RAPD)나 미토콘드리아 유전체 분석에 의한 품종특이

적인 마커, 버섯품종의 유전체 비교나 internal transcribed

spacer (ITS) 서열 분석에 의한 계통학적 분석이 품종판별에

이용되어 왔다(Choi et al., 2007; Gonzalez and Labarere

2000; Seo et al., 2008; Seo et al., 2011). 그러나 이러한

방법은 품종별 특이마커를 정보를 제공한다기 보다 품종

의 대략적인 그룹화나 부모친의 동정에 활용되는 수준이

었다. 느타리 품종별 판별 마커는, 품종 9개(곤지7호, 고

솔, 수한1호, 원형1호, 춘추2호, 한라2호, 흑타리, 김제9호,

화성2호)에 적용할 수 있는 분자마커가 보고되었는데

(Park et al., 2019), 근래 육종된 품종은 기존의 육성계통

과 배우자를 공유하거나 감수분열 일핵균사를 활용하는

경우가 많아(Choi et al., 2013; Choi et al., 2015; Lee et

al., 2018; Oh et al., 2017) 기존에 개발된 분자마커로 판

별이 어려운 경우가 있다.

Simple sequence repeat(SSR)은 초위성체(microsatellite)라

고도 불리며 버섯을 포함한 진핵생물의 유전체내 고르고

풍부하게 분포하며 계통간 다형화 정도도 높다. SSR에

기반한 분자마커는 빠르고, 경제적이며 정확하다는 장점

으로 인하여 많은 주목을 받고 있다(Smith and Devey,

1994). 

본 연구에서는 느타리 주요품종의 어버이 일핵균사로부

터 유래한 SSR서열을 기반으로 하여 최근 육종한 새로운

느타리 품종판별이 가능한 분자마커를 개발하고자 하였다.

최근 국내에서 육성 하거나 유통되고 있는 느타리 품종

12종을 경기도농업기술원과 경남농업기술원에서 분양받

아서 사용하였다(Table 1). 배양은 MCM(mushroom

complete medium; 0.2% peptone, 0.2% yeast extract,

2.0% glucose, 0.05% MgSO4·7H2O, 0.05% K2HPO4, and

0.046% KH2PO4) 배지에 접종하여 25
o
C에서 증식시켰고,

필요 시 4
o
C에 저장하였다. 장기보존을 위하여 균사가 만

연한 MCM 배지를 0.5 × 0.5 cm로 잘라서 살균한 mineral

oil(Sigma, USA)에 넣어 4
o
C에 보관하였다. 균사매트를

얻기 위하여 각 품종의 균사가 만연된 MCM 배지를

1 × 1 cm의 크기의 절편으로 자른 5개의 조각을 250 ml

삼각플라스크에 담겨 있는 100 ml의 MCM 배지에 접종

하여 25
o
C에서 120 rpm으로 약 10일 간 배양하였다. 살

균한 Whatman No41 여과지를 통해 균사를 거른 후 살균

증류수로 2-3회 세척하여 동결하였다. 균사매트를 동결건

조기(Ilshin, Korea)에서 3일간 건조시킨 후 막자사발에서

분쇄하고 5
o
C 보관 하면서 사용하였다.

PCR용 gDNA는 GenEx plant plus! (GeneAll, Korea)

를 이용하여 제공된 manual에 따라 분리하고 최종적으로

ddH20에 녹여서 Denovix DS-11 spectrophotometer

(Denovix Inc., USA)로 정량 후 5 ng/ul로 희석하여 다음

Table 1. List of Pleurotus strains used in this study

Cultivar Source1) Parents(combination) Reference

수한1호 KNCAF_PO9 Yoo et al., 2009

흑타리 CAF PO60 MT07156-97 × P11056 Choi et al., 2015

곤지7호 KNCAF_PO6 MT07156-97 × NO-8 Choi et al., 2013

곤지1호 CAF PO151

화성2호 CAF PO66 수한1호, 화성1호 Lee et al., 2011

화성6호 CAF PO131 화성1호, 곤지7호

화성7호 CAF PO132 화성6호, 흑타리

춘추2호 KNCAF_PO4 Yoo et al., 2009

치악3호 CAF PO50 Yoo et al., 2009

농민59호 CAF PO124 수한1호, 흑백느타리

원형1호 KNCAF_PO2

화성5호 CAF PO66 화성1호, PSC109 Lee et al., 2013
1)
CAF(KNCAF) : (Korea National) College of Agriculture and Fisheries fungi collection.
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실험에 사용하였다. 유전체 해독용 gDNA는 Solg
™

Genomic DNA Prep Kit(Solgent, Korea)을 이용하여 제

조사 매뉴얼에 맞추어 분리하였다. 

느타리 주요품종 곤지7호와 흑타리의 어버이 일핵 균사

중의 하나인 MT07156-97(Choi et al., 2013; Choi et al.,

2015)의 gNDA 서열의 해독은 이전의 보고서(Park et al.,

2016)과 동일한 방법으로 수행하였고, de novo assembly

는 Platanus V 1.2.4 (http://platanus.bio.titech.ac.jp/)을 사

용하였다. 서열에서 SSR의 추출은 Phyzen(http://phyzen.

com/kr/main.jsp)의 In-house pipe line을 이용하였는데,

조건은 P1, ≥20; P2, ≥10; P3, ≥7; P4, ≥5; P5, ≥4; P6,

≥4; P7, ≥4; P8, ≥3; P9, ≥3; P10, ≥3; interruptions

(max_difference_between_2_SSRs), 20이다. 이후 SSR

서열과 이들을 증폭할 프라이머 서열도 앞서 보고(Park et

al., 2016)와 같이 수행하여 확보하였다. 총 확보한 SSR의

갯수는 1,108개 였는데, 이중 in silico 분석을 통하여 단

일한 예측한 밴드가 나오는 271개를 선발하였다. 먼저 주

요품종 3개(수한1호, 흑타리, 곤지7호)를 대상으로 PCR을

수행하여 다형화를 보인 프라이머만 선발 후 10개 품종에

확대 적용하였고, 이후 12개 품종에 특이적인 마커를 보

이는 프라이머 multi-plex조합을 선발하였다.

PCR 반응은, 15 ng template genomic DNA, 0.2 mM

dNTPs, 0.25 U e-Taq DNA polymerase (SolGent,

Daejeon, Korea), 1× buffer(2.5 mM Tris-HCl (pH 8.2),

1.5 mM MgCl2), 0.25 pmol (each primer) / 10 μL(혹은

20 μL) 혼합액으로 수행하였고, ASTEC E02(ASTEC,

Japan)를 사용하여 핵산증폭하였다. 초기 melting을 위하여

95
o
C에서 3분간 두고 95

o
C에서 30초간 denaturation, 52

o
C

에서 40초간 annealing, 72
o
C에서 30초간의 extension의 과

정을 35회 반복한 후, 5분 동안 최종 extension을 수행 하였

다. 증폭된 DNA 밴드는 Safe Red stain(iNtRON

Biotechnology, Korea)이 첨가된 3.0% agarose gel 상에서

150V, 1.5 h 전기영동 후 관찰 하였다. Multiplex PCR의

경우 각 프라이머의 농도는 그대로 유지하고 최종 볼륨에

맞게 살균증류를 줄였다.

증폭된 DNA 밴드를 agarose gel에 있는 상태로 잘라내

어 Sanger 방법으로 Direct sequencing(Macrogen, Korea)

을 하였다. 서열분석용 프라이머는 115FR, 166FR(Table

2)을 사용하였다.

느타리 3개 품종(수한1호, 흑타리, 곤지7호)을 이용한 1

차 탐색에서 총 프라이머 251개 중 20개(8.0%)에서 다형

화가 관찰되었다. 다형화 locus은 품종별로 1-2개 정도 였

으며, 일부는 비특이적 증폭도 관찰되었다(Partly shown

in Fig. 1). 선발된 20개 프라이머를 느타리 10품종(수한1

Table 2. SSR markers used in this study

Name Primer sequence (5’ – 3’)1) Repeat motif No. of PCR bands Locus size range (bp) Expected size (bp)
115(5-22F)
115(5-22R)

TAGCACCACTAACAGCACAAAC
CCAGTGTTCGGGATAAAGAATA (TCGCG)9 5 ca. 200-350 309

166(7-29F)
166(7-29R)

AGTAGCTCTAGTCGCATAACGCTCT
ATATACCGAGCTGTGGCTT (GAATATC)5 35 ca. 200-320 339

1)
Sequences have been registered as a Korean Patent # 10-2019-0111737.

Fig. 1. PCR polymorphisms of 3 major P ostreatus cultivars (a, Suhan1ho; b, Heuktari; c, Gonji7ho) by 251 SSR primer sets
(only meaningful results are shown). M: size marker (100 bp plus, Bioneer, Korea). Upside numerals are primer number. 
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호, 흑타리, 곤지7호, 곤지1호, 화성2, 화성6호, 화성7호,

춘추2호, 치악3호, 농민59호)에 적용한 결과 150~350 bp

범위에서 다형화 locus(ci)가 품종당 1-2개씩 증폭되었는

데, 1차 선발에 사용한 3품종에는 모두 다형화를 보였으

나, 이들 품종과 유연관계가 가까운 품종들에는 동일한

locus가 관찰되었다(Partly shown in Fig. 2). 증폭된 DNA

크기는 SSR 프라이머를 분리한 곤지7호와 흑타리에서는

비교적 정확하였지만, 몇몇 품종에서는 예상 크기보다 크

거나 작은 여러 개의 밴드가 동시에 발견 되는 것을 관찰

되었다. 품종간의 대립유전자 개수와 사이즈의 차이는 분

석에 사용된 품종의 유전적 다양성 정도가 달라서 프라이

머의 결합부위가 다양하기 때문인 것으로 사료된다. 프라

이머 57, 115, 121, 141, 166, 207에서 모든 품종에서

PCR 증폭이 이루어지고 다형성의 정도가 높은 것으로 관

찰되었다. 이 중 프라이머 115 (Table 2)는 수한1호, 화성

6호, 화성7호와 춘추2호, 치악3호에서 동일한 패턴이 나

타났고, 프라이머 166 (Table 2)은 수한1호, 곤지1호와 흑

타리, 치악3호, 화성7호와 화성2호, 농민59호 품종에서 동

일한 패턴을 나타냈다. 프라이머 57은 100-200 bp사이에

밴드가 나타나고 프라이머 121은 200-300bp 사이에 밴드

가 있어 조합이 가능할 것으로 판단되었다. 다른 프라이

머의 경우는 모든 품종에서 동일한 밴드가 나오거나 밴드

의 수가 많고 패턴이 촘촘하여 multiplex 조합에서 제외

하였다.

선발한 단일의 프라이머로는 모든 품종을 모두 판별할

수 있는 다형화를 보이지 않아, 2개 이상의 프라이머를

조합하여 모든 품종에서 다형화 분자마커가 나타나도록

하였다. 품종 간 식별이 가능한 최소 마커 조합을 결정하

기 위하여 SSR 마커를 다양한 경우의 수로 PCR반응과

gel 밴드 분석을 한 결과, 밴드가 뭉치거나 끌리지 않고

10개의 품종이 육안으로 모두 식별되는 "166+115" 조합

을 선발하였고 이후 최종적으로 화성2호와 원형1호를 더

하여 12개 품종이 판별되는 것을 관찰할 수 있었다(Fig.

3). “57+122” 조합은 2번째로 다형화를 많이 보였으나 10

개 품종 모두를 구분하지는 못하였다(data not shown). 공

통조상을 가진 화성2호, 화성5호(Lee et al., 2011; Lee et

al., 2013), 화성6호, 화성7호는 판별이 쉽지 않은 품종들

이라 미토콘드리아 기반 품종판별 분자마커(Park et al.,

2010)와 SSR기반 느타리 판별마커(Park et al., 2019) 의

해서도 판별이 불가능하였다(data not shown). 두 프라이

머 조합으로 나타난 마커는 총 43개로 평균 3.6개이고 품

종별로는 2-5개의 loci이었다. 이는 프라이머 115와 166

에서 관찰된 locus의 산술적합인 31개보다 12개 많았는데

, 이는 프라이머 115 FR나 116 FR 내의 조합외에 프라이

머 간의 새로운 조합으로도 PCR 증폭이 된 것으로 추측

가능하다. 실제로 증폭된 밴드의 서열을 분석한 결과, 일

부의 밴드가 115과 166 프라이머 조합으로 증폭되었음을

알 수 있었다(data not shown). SSR서열에서 유래한 프라

이머로 증폭된 DNA 서열에는 일반적으로 SSR motif가

존재하는데 반해(Park et al., 2019), multiplex "166+115"

유래 43개 분자마커 서열내에서 7군데에서만 166 프라이

머의 SSR motif인 (GAATATC)가 5.9반복(copy no.)으로

존재하였다(Fig 3). 이러한 결과는 증폭된 DNA가 SSR

motif를 포함하지 않는 비특이적 증폭에 의해 생성되었거

Fig. 2. PCR polymorphisms of 10 P. ostreatus cultivars by SSR
primers, 57, 141, 115 and 166. Lane: a, Suhan1ho; b, Heuktari; c,
Gonji7ho; d, Goji1ho; e, Whaseong2ho; f, Whaseong6ho; g,
Whaseong7ho; h, Chunchu2ho; i, Chiak3ho; j, Nongmin59ho.
M: size marker (100bp plus, Bioneer, Korea). Upside numerals
are primer number. 

Fig. 3. Specificity of the multiplex SSR marker sets(166+115)
for the major Pleurotus ostreatus cultivars. PCR amplification
was done using the “166+115” primers with the gDNA from
12 P. ostreatus cultivars, and the unique band profile for each
cultivar is shown. Lane: a, Whaseong2ho; b, Whaseong5ho; c,
Gonji6ho; d, Gonji7ho; e, Nongmin59ho; f, Suhan1ho; g,
Heuktari; h, Wonhyeong1ho; i, Goji1ho; j, Goji7ho; k,
Chunchu2ho; l, Chiak3ho. M: size marker(100bp plus, Bioneer,
Korea). Upside numerals are primer number. Asterisk on band
means SSR motif(GAATATC) containing DNA.
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나 서열 해독이 완전치 않는 결과로 추정할 수 있다.

개발된 "166+115" 분자마커는 현재 국내에서 가장 많

이 재배되는 춘추2호, 수한1호, 흑타리, 곤지 7호 등을 판

별 할 수 있고 근연관계에 있어 판별이 어려운 화성2, 5,

6, 7호도 구분이 가능하였고, 여러번의 반복적인 PCR 반

응에 의해서도 동일한 증폭패턴을 보였다. 이번 연구를

통하여 개발한 느타리 품종 판별문자마커는 미지시료의

품종판별, 종균의 품질관리나 신품종의 권리보호에 활용

될 것으로 사료한다. 

적 요

느타리 품종구분을 위한 마커의 개발을 위하여 곤지7호

의 어버이 일핵 균사중의 하나인 MT07156-97의 전체 유

전자 염기서열을 바탕으로 제작한 251개의 SSR 프라이머

를 제작하였다. 우선적으로 수한1호, 곤지7호, 흑타리 품

종에 다형성 여부를 관찰하여 20개의 SSR을 선발하고,

이를 10개 품종에 적용하였다. 단일의 프라이머로는 일부

품종이 구분되지 않았으므로, 선발된 프라이머 간의 다양

한 조합(multiplex 방식)을 적용한 결과 모든 품종을 판별

할 수 있는 분자마커 다형성을 보인 프라이머 "166+115"

조합을 선발하였다. 별도로 프라이머 115와 166가 만들어

낸 산술적인 유전자좌(loci) 31개보다 12개 많은 40개의

유전자좌가 증폭되어 다양한 품종에 특이적인 분자마커를

제공할 수 있었다. 개발된 분자마커는 종균의 품질관리,

품종의 판별, 신품종 보호에 활용될 수 있을 것이다.
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