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큰느타리(Pleurotus eryngii) 품종 판별을 위한 초위성체 
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ABSTRACT : For development of a method for differentiation of Pleurotus eryngii cultivars, simple sequence repeats (SSR) from
whole genomic DNA sequence analysis was used for genotyping and two multiplex-SSR primer sets were developed. These SSR
primer sets were employed to distinguish 12 cultivars and strains. Five polymorphic markers were selected based on the genotyping
results. PCR using each primer produced one to four distinct bands ranging in size from 200 to 300 bp. Polymorphism information
content (PIC) values of the five markers were in the range of 0.6627 to 0.6848 with an average of 0.6775. Unweighted pair-
group method with arithmetic mean clustering analysis based on genetic distances using five SSR markers classified 12 cultivars
into two clusters. Cluster I and II were comprised of four and eight cultivars, respectively. Two multiplex sets, Multi-1 (SSR312 and
SSR366) and Multi-2 (SSR178 and SSR277) completely discriminated 12 cultivars and strains with 21 alleles and a PIC value of
0.9090. These results might be useful in providing an efficient method for the identification of P. eryngii cultivars with separate
PCR reactions.
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큰느타리(새송이, Pleurotus eryngii)는 유럽의 지중해 연
안부터 독일 북부까지 초원지대에 자생하는 대표적인 균
류로서 단단하고 향이 있으며 요리학적 가치가 우수하다
고 알려져 있어 경제적으로 매우 중요한 버섯이다[1]. 또
한 식용적인 가치뿐만 아니라 에르고스테롤, 항산화활성,
Angiotensin converting enzyme 저해활성, 그리고 글루칸

함량 및 이의 프로바이오틱 활성 등의 기능성 물질이 함유
되어 건강식품으로서도 주목 받고 있다[2-4]. 큰느타리는
1950년대에 유럽지역에서 인공재배에 성공하였고[5], 대만,
일본, 한국, 중국에서 생산이 되고 있으며 농가에 보급된
이래로 지속적인 생산량을 보이고 있다. 또한 국내 버섯생
산량의 35%에 해당하는 54,820톤이 생산되어 전체 버섯
중 1위를 기록한 주요 농산자원이다.
품종 또는 유전자원의 유전적 다양성을 분석하고 그들
간의 유연관계를 분석하는 작업은 육종에 이용되는 품종
육성 과정의 효율성 증대와 유전 변이의 확대에 효과적으
로 이용될 수 있다. 이전에는 버섯을 구분할 때 자실체의
형태, 개체의 발달과정 등 형태적 및 표현형적 특성에 의
한 유전적 다양성을 평가하여 왔으나 이러한 방법은 가까
운 근연종간에는 사용이 제한적이며, 대상형질이 환경의
영향을 받기 쉬운 경우라면 다양성의 평가가 어려울 수 있
다. 또한, 다양한 경로를 통한 수집 및 육종에 의해서 품종
들의 기원이 모호해졌기 때문에 품종간의 차이를 더욱 확
실하게 구분할 수 있는 구분법의 개발이 필요해지고 있는
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실정이다[6].
분자유전학적 방법에 의한 생물종의 구분은 형태적 특성
에 관계없이 보다 쉽고 정확하게 유전적 특성 평가가 가능
하며 이들의 종류에는 RFLP (restriction fragment length
polymorphism), RAPD (randomly amplified polymorphism
DNA), AFLP (amplified fragment length polymorphism),
SNP (single nucleotide polymorphism), 및 SSR (simple se-
quence repeat) 등 다양한 DNA 표지인자가 개발되어 유전
적 다양성의 평가, 유전자원의 도입과 선발, 계통선발 및
품종구별 등 육종에 많이 이용되고 있다[7]. DNA 표지인
자 중 microsatellite라고도 불리는 SSR (simple sequence re-
peat)은 genome상에 존재하는 단순반복 염기서열의 반복
횟수의 차이로 인해 다형성(polymorphism)이 나타나며,
기존에 개발된 DNA 표지인자보다 다형성 정도가 아주 높
아서 유전적 다양성과 유연관계를 평가하는데 많이 이용
되고 있다[8].
분자마커는 표지인자 개발, 유전자 지도 작성, 유전자원
평가 및 품종 구분 등에 활용되어 왔고, 육종 기술 발전에
진보를 가져왔다[9,10]. 버섯의 경우는 식물이나 동물보다
분자마커의 도입이 늦게 시작되어 육종 기술에의 활용도가
낮은 실정이다. 최근 RAPD marker 또는 AFLP marker를
이용하여 SCAR (Sequence characterized amplified region)
marker로의 전환에 관한 연구가 느타리에서 활발히 이루
어졌다[11,12]. 또한, 경제적으로 중요한 몇몇의 버섯 종인
양송이, 느타리와 표고 등에서 RAPD, AFLP, SNP나 SSR
분자 표지를 이용하여 품종을 판별하거나 유전자 지도를
작성하는데 사용되어 왔다[13-16]. 큰느타리에서는 품종간
ITS-rDNA 염기서열분석, RAPD 핵산지문법에 의해 품종
구분이 성공적으로 적용된 바 있으며[17,18] 포자결핍 돌
연변이 종에서 AFLP를 이용한 유전자 지도작성이 보고된

바 있다[19]. 현재 국내에 재배되고 있는 큰느타리 품종은
국내육성품종과 외국유래 품종이 다양하게 존재하여 품종
별로 다른 재배법이 적용되어야 하는 등 품종구별의 필요
성이 대두되고 있다.
본 연구에서는 국내에서 재배되는 큰느타리의 대표적인
품종과 유연관계가 먼 계통을 포함한 12개 품종에 대해
SSR 마커를 이용하여 다형성을 분석하고 품종간의 유연관
계를 규명하고자 하였다. 이를 바탕으로 큰느타리 품종판
별이 가능한 초위성체 유래 다중 표지 마커(multiplex-SSR
marker)를 개발하였다.

재료 및 방법

시험균주

시험재료는 국내에서 육성 또는 외국에서 도입한 품종
및 국내보존기관 보유종 등을 사용하였다(Table 1). MCM
(mushroom complete medium) 배지를 사용하여 25oC에
서 배양하여 사용하였고, 필요 시 4oC에 저장하였다. 장기
보존을 위하여 균사가 만연한 MCM 배지를 0.5×0.5 cm로
잘라서 mineral oil (Sigma, USA)에 넣어 4oC에 보관하였다.

DNA 추출
각 계통의 균사가 만연된 MCM 배지를 1×1 cm의 크기
의 절편으로 자른 5개의 조각을 100 mL의 MCM 액체배지
에 약 10일 간 배양하였다. 동결건조기에서 3일 간 건조시
킨 후 막자 사발에서 분쇄하였다. 분쇄한 시료를 약 500 µL
씩 분주한 후 동일 부피의 SDS buffer (0.15 M NaCl, 0.1 M
EDTA, 2% SDS, pH 9.5)를 가하여 잘 섞은 뒤에 65oC에서
10분 동안 세포를 파괴시켰다. 이후 13,000 rpm에서 10분
간 원심분리하여 상등액을 분리하였다. 상등액에 동량의

Table 1. Pleurotus eryngii cultivars used in this study

No. Cultivars Characteristics Origin and genetic background

1 Keuneutari No.2 High yield and quality Unknown

2 Aeryni Dark cap color, Thick cap Korea, Hybrid (Ga5Na5s47-12 38)

3 Aeryni3 Precocious, high yield Korea, Hybrid (Aeryni × KNR2312)

4 Saesongi1ho Precocious Korea, Hybrid(A8B8)

5 Keuneutari No.1 Wide cap, Meaty fresh Unknown

6 Gonji No.3 Dark cap color Korea, Hybrid

7 Gonji No.8 Long Stipe, Meaty fresh Korea, Hybrid

8 Dan Bi Low pin-heading Korea, Hybrid (KNR2312 × KNR2596)

9 KNR2503 Precosious Unknown

10 KNR2514 Wild type Italy, Mauritus

11 KNR2519 Wild type Greece, Northeastern, Evosarea

12 KNR2518 Wild type Iran, Tchevan province

KNR: Kyungnam rural development administraion
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PCI (phenol/chloroform/isoamylalcohol, 25/24/1) 용액을 넣
고 섞은 뒤 13,000 rpm에서 10분간 원심분리를 하여 상등
액을 회수하였다. 같은 조작을 3~4회 더 반복한 후, 최종적
으로 얻어진 상등액에 2.5배의 100% 에탄올과 0.1배의 3 M
NaOAC를 이용하여 DNA를 침전시켰다. 침전된 DNA는
13,000 rpm에서 10분간 원심분리하여 획득한 후 70% EtOH
로 씻고 TE (pH 8.0) buffer로 녹여서 Nanodrop ND-1000
(NanoDrop Technologies, USA)으로 정량 후 30 ng/L로
희석하여 다음 실험에 사용하였다.

SSR 분석
큰느타리 품종의 유전적 유연관계 및 품종식별에 적합한

SSR 마커를 선발하기 위하여 기존에 P. eryngii KNR2312
P5 전체 유전자 염기서열을 바탕으로 개발된 484개의 SSR
마커를 이용하였다[20]. 30 ng의 genomic DNA, 10 mM
Tris-HCl, 50 mM KCl, 1.5 mM MgCl2, 200 µM dNTPs, 10
pmol primer, 0.5 unit Taq polymerase가 포함된 20 µL의
PCR mixture를 이용하여 다음과 같은 조건으로 PCR을 수
행하였다. 초기 melting을 위하여 95°C에서 4분 간 두고
95°C에서 20초간 denaturation, 52°C에서 40초 간 anneal-
ing, 72°C에서 30초 간의 extension의 과정을 35회 반복한
후, 5분 동안 최종 extension을 수행하였다. 증폭된 DNA
밴드는 Safe Red stain (iNtRON Biotechnology, Korea)이
첨가된 3% agarose gel 상에서 전기 영동 후 관찰 하였다.
Multiplex PCR의 경우 SSR 분석에서 선발된 4개의 마커를
Multi-1 (SSR312, SSR366)와 Multi-2 (SSR178, SSR277) 두
개의 세트로 나누어 SSR 분석에서 사용된 동일한 PCR
mixture에 primer를 각각 10 pmol씩 첨가한 후 총 반응용
액이 20 µL가 되도록 멸균수를 첨가하여 SSR 분석에서 사
용된 같은 방법으로 분석하였다.
품종간의 유연관계 분석을 위하여 InfoQuest FP soft-

ware (BIORAD Laboratories, Spain)를 이용하여 밴드패턴

인식하여 UPGMA (Unweighted Pair-Group Method with
Arithmetic Average) 분석방법으로 dendrogram을 작성하
였다[21]. SSR 표지인자의 다양성 분석은 전기영동 후 band
가 있는 것을 “1”, 없는 것을 “0”으로 하여 data matrix를 작
성하였으며, 이 값을 근거로 PIC calculator Extra (http://
www.genomics.liv.ac.kr) 프로그램을 사용하여 PIC (poly-
morphism information content) 및 이형접합성(heterozy-
gosity)을 계산하였다.

결과 및 고찰

큰느타리 품종 구분 SSR 마커 선발
1차로 SSR primer 484개에 대해 다형성의 패턴을 보이
는 마커를 선발하기 위하여 큰느타리2호와 애린이, 새송이
1호를 이용하여 PCR 반응을 실시하여 다형성을 보이는
275개의 마커를 선발하였다. 큰느타리 12품종에 대한 계통
분석을 위하여 선발된 마커를 이용하여 PCR 반응을 실시
하여, 밴드의 패턴이 뚜렷하고, 높은 다형성을 나타내며
재현성이 높은 다섯개의 마커를 최종 선발하였다(Table 1
and 2). 각 PCR 반응에서 선발된 다섯개의 SSR 마커를 큰
느타리 12품종에 적용한 결과 200~300 bp 범위에서 서로
크기가 다른 DNA 단편들이 한 품종당 1~4씩 증폭됨을 확
인하였다(Fig. 1). 또한, 몇몇의 품종에서는 반응물의 예상
크기보다 크거나 작은 여러 개의 밴드가 동시에 관찰되었
다(Fig. 1). 대립유전자 개수와 크기의 차이는 품종판별에
이용된 마커의 결합부위(locus)가 다르고, 분석에 사용된
품종의 유전적 다양성 정도가 다르기 때문인 것으로 사료
된다. 각 마커의 다양성 정도를 나타내어 주는 PIC 값은
0.6627에서 0.6848의 범위로 나타나 큰느타리 품종을 구분
할 수 있는 다양성 정보가 높은 것으로 나타났다(Table 2).
PIC 값이 높은 이유는 1차 선발 결과 밴드패턴이 선명하고
다형성이 높은 SSR 마커 위주로 선발하여 분석하였기 때문

Table 2. SSR markers used in this study

No. Name Primer sequence (5’ – 3’) Repeat motif No. of
PCR bands

Tm (°C) Size (bp) He PIC

1 
SSR178-F
SSR178-R 

GAGTGTACAACAACGTATCG
CTCTAGTTGGATTACTCGG 

(GGA)9 5 50 245 0.7308 0.6815

2 
SSR277-F
SSR277-R 

ATCACTGTCACTGGAGAAG
GGTCCTTGAAGAACATAGG 

(TCA)10 6 52 285 0.7298 0.6813

3 SSR312-F
SSR312-R 

GAGACAGGTGAATGCATAG
GGGTAAGGATCTTTCTACTC 

(GAT)7 5 50 295 0.7270 0.6771

4 
SSR366-F
SSR366-R 

CATATGGCCTCCAGTATAG
CCTGAACTGTTATCTAGTGG 

(CATCAG)4 5 50 298 0.7301 0.6848

5 
SSR278-F
SSR278-R 

GTCTGTCCACCTATCACATT
GTAGTCAAGAGGTGAATGG 

(CACAAA)5 6 52 277 0.7075 0.6627

Average 5.4 0.7250 0.6775

Tm, annealing temperature; He, heterozygosity; PIC, polymorphism information contents.
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인 것으로 사료된다. 이형접합성은 평균 0.725의 값을 나타
내었다.

품종간 유연관계 분석
각 품종별로 증폭된 DNA 패턴을 InfoQuestTM FP Soft-

ware를 사용하여 인식한 후 UPGMA 방법으로 클러스터
링하였다(Fig. 2). 수집된 큰느타리 12개 품종은 전체 유사
도 지수 0.65에서 0.92의 범위로 나타났으며 유사도 지수
0.79에서 크게 2개의 그룹으로 나눌 수 있었다. Cluster 1
은 큰느타리1호를 포함한 4개 품종이며, 제2그룹(II)은 큰
느타리2호, 애린이3을 포함한 8개 품종이었다. 또한 Clu-
ster 2은 유사도 지수 0.85에서 큰느타리2호를 포함하는
G2와 애린이3을 포함한 G3의 소그룹으로 나눌 수 있었다.
G1의 KNR2503은 품종의 조기수확 형질을 가져서 새송이
1호, 애린이, 애린이3 등의 품종 육종에 모본으로 사용되었
지만 낮은 품질을 개선하기 위하여 큰느타리2호를 반복해
서 교배하였기 때문에 유전적으로 거리가 먼 것으로 나타
난 것으로 사료된다. KNR2503, KNR2518, KNR2519, KNR
2514의 경우에는 이전에 Ro 등[17]이 RAPD를 바탕으로
dendrogram을 작성한 결과와 유사도 지수에서 비슷한 값
을 나타내었다. 큰느타리2호를 모본으로 사용한 새송이1
호와 애린이는 같은 G2의 소그룹으로 분류되었다. 예외적
으로 애린이3을 모본으로 사용한 곤지3호과 단비는 애린

이3과 다른 소그룹을 이루었다.

초위성체 유래 SSR 다중 표지 개발
선발된 다섯개의 SSR 마커를 조합하여 품종 판별용 pri-

mer set를 제작하고자 하였다. 이 중 SSR178은 큰느타리2
호, 애린이, 새송이1호, 곤지3호, 단비 품종에서 동일한 패
턴이 나타났고, SSR277은 큰느타리2호, 애린이, 곤지3호
품종에서 동일한 패턴을 나타냈다. 또한, SSR312는 큰느타
리2호, 애린이3, 곤지3호, 단비, KNR2514에서 동일패턴을
보였다. SSR366번의 경우 밴드의 수가 많고 패턴이 촘촘
하여 분석이 어려우나 다른 마커에서 항상 같은 패턴을 보
여 품종 판별이 어려웠던 큰느타리2호와 곤지3호에서 분
리된 밴드 패턴을 볼 수 있었다. 품종 간 식별이 가능한 최
소 마커 조합을 결정하기 위하여 SSR 마커를 다양한 경우
의 수로 PCR반응과 gel 밴드 분석을 한 결과 총 4개의 마
커를 SSR312와 SSR366, SSR178와 SSR277의 두개 조합으
로 이용한 결과 밴드가 뭉치거나 끌리지 않고 12개의 품종
이 육안으로 모두 식별되었다(Fig. 3). SSR312번과 SSR366
번의 조합을 Multi-1, SSR178과 SSR277번의 조합을 Multi-

Fig. 1. PCR polymorphism of 12 P. eryngii cultivars by SSR
primers, SSR312, SSR366, SSR178 and SSR277. Lane 1-12 cor-
responded to the P. eryngii cultivars in Table 1. SM, size mar-
ker (100 bp plus ladder).

Table 3. The number of allele, heterozygositiy (He), polymorphism information contents (PIC) of multiplex set

Multiplex
sets

Primer No. of
PCR band

He PIC Allele size range
(bp)

Totala No. of alleles He PIC

Multi-1
SSR312
SSR366

8 0.800 0.7716 280-380 

Set 21 0.9152 0.9090 
Multi-2 

SSR178
SSR277 

13 0.855 0.8392 200-320 

Average 10.5 0.8275 0.8054 
aPrimers consisting Multi-1 and Muti-2 sets were used for separate PCR reactions to analyze the cultivar identification.

Fig. 2. A UPGMA dendrogram based on genetic distance by
five SSR markers in 12 P. eryngii cultivars. Band pattern reor-
ganization was performed with the InfoQuestTM FP software
using dice correlation coefficient and the UPGMA algorithm.
Clusters and small groups divided by the analysis are indi-
cated at the right side.
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2로 명명하였다. 총 4개 마커 조합을 이용 시에 전체 PCR
다형성 밴드수는 21개로 또한, 0.9090의 높은 PIC 값과
0.9152의 높은 이형접합성 값을 얻을 수 있었다. 이들 네개
의 SSR 마커를 개별로 분석하였을 때는 평균 0.6775의 PIC
값을 얻을 수 있었던 반면, multiplexing 결과 PIC 값이
0.9090를 나타내어 공시된 12개의 품종을 쉽게 구분이 가
능하였다.

적 요

큰느타리 품종구분을 위한 마커의 개발을 위하여 큰느타
리 전체 유전자 염기서열을 바탕으로 제작한 484개의 SSR
마커를 사용하여 다형성 분석을 실시하였다. 그 결과 각
275개의 primer에서 다형성이 관찰되었다. 이 중 품종간에
다양한 패턴을 나타내는 5개의 마커를 최종 선발하였다. 이
들 마커의 PIC 값은 0.6627에서 0.6848로 나타났고, 평균
값은 0.6775였다. 이 결과를 밴드 이미지 인식 방법으로
dendrogram을 작성하였다. UPGMA 집괴분석 결과, 큰느
타리 품종은 크게 Cluster 1과 Cluster 2로 구분되었다. SSR
primer를 이용한 PCR 결과 나타나는 품종별 고유의 DNA
밴드를 품종특이적 마커로 개발하기 위하여, 선발된 마커
중에서 SSR312과 SSR366, SSR178과 SSR 277 마커를 조합
하여 초위성체 유래 다중 표지 세트를 개발하였다. Multi-
plex-SSR 마커의 사용을 통해 두번의 PCR 반응만으로 본 연
구에서 사용된 12개의 큰느타리 품종을 구분할 수 있었다.
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