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ABSTRACT: Tricholoma matsutake is a traditional favorite food in East Asia, cultivated in fairy rings called “shiro,” which are found 
near Pinus densiflora. For effective artificial cultivation of Tri. matsutake, microorganisms from symbiotic fairy rings are co-cultivated. 
In this study, one bacterial isolate (Y22_B35) and two fungal isolates (Y22_F64 and Y22_F68) displayed growth-promoting effects 
on Tri. matsutake mycelium (158.47, 125.00, and 122.26% enhanced growth, respectively). For identification, 16S rRNA or ITS 
regions from the microorganisms¡¯ genomes were sequenced. Other sequences, including BenA, CaM, and RPB2 were sequenced 
in the fungal isolates. The bacterial isolate Y22_B35 was identified as Bacillus cereus. Y22_F64 and Y22_F68 were identified as 
Umbelopsis nana and Aspergillus parvulus, respectively. To identify the effects of the dominant microorganisms on Tri. Matsutake 
cultivation, metagenomic analyses were performed. Discovery of these Tri. matsutake mycelium growth-promoting microorganisms 
and metagenomics analyses are expected to contribute to our understanding of Tri. matsutake fruiting body growth and construction 
of biomimicry.
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동아시아의 대표적인 기호식품 중 하나인 송이버섯은 
(Amend et al., 2010), 외균근성 버섯의 일종으로 기주식물
인 소나무로부터 물과 영양염류 등을 공급받고 그 기주식물
의 뿌리에 무기물을 제공하는 공생적 관계를 형성하고 있
다 (Yamanaka et al., 2014). 이러한 공생적 관계로 인해 송이
버섯에 대한 인공재배는 그 기주식물인 소나무의 활용에서 

벗어나질 못하고 있는 실정이다 (Ka et al., 2018). 송이버섯
의 인공재배에 대한 새로운 접근이 요구되고 있으며 이에 송
이버섯과 그 주변의 미생물 사이의 상호관계가 소개되었다 
(Yamanaka et al., 2020). 
미생물을 이용한 기존의 실험들은 송이버섯 자체에서 분
리한 미생물들을 이용하여 송이 균사에 대한 촉진을 유도하
였다 (Oh et al., 2018). 그러나 이후 실행된 실험에서는 송이
버섯 균환인 shiro로부터 분리한 미생물을 이용하여 송이 균
사에 대한 촉진을 유도하였다 (Oh et al., 2019). 송이버섯이 
발생하는 균환을 shiro라고 부르며 균근성버섯이 활성화되
는 영역으로도 통칭된다 (Ohara, Hamada, 1967). 이 shiro 내
에서 담자균의 포자 발아 등을 통해 송이 버섯의 균사 덩어
리가 발생함이 확인되었다 (Narimatsu et al., 2016). 따라서 
본 실험에서는 2022년도 9월 국내 양양의 송이 군락지 내에 
존재하는 shiro 내의 토양샘플로부터 미생물들을 분리하여 
같은 군락지에서 확보한 송이의 균사에 대한 생장촉진 여부
를 확인하였다.
모든 실험은 3회 반복을 기본으로 수행됨으로써 결과의 신뢰
성을 확보하고자 하였다. 또한 확보된 데이터는 GraphPad Prism
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과 InStat V.3 (GraphPad, San Diego, CA, USA)를 이용하여 통계
처리 및 분석이 진행되었다. 실험 평균치에 대한 유의성 검사는 
one-way ANOVA를 통해 진행되었다.
본 실험은 2022년도 9월 강원도 양양의 송이 버섯 군락지
를 대상으로 진행되었으며, 송이 버섯의 균환에서부터 토양
샘플을 확보하였다. 확보된 토양샘플들로부터 송이 버섯의 
균사 발달에 영향을 끼칠 것으로 기대되는 세균과 진균을 분
리·배양하기 위해 다른 조건의 두 배지를 이용하였다. 세균을 
배양시키기 위해 토양샘플을 항진균성 물질인 benomyl 300 
ppm이 첨가된 Tryptic Soy Agar (TSA)(회사명)에서 균 배양
을 진행했으며, 진균을 배양시키기 위해 토양샘플을 항세균
성 물질인 streptomycin 300 ppm이 첨가된 Potato Dextrose 
Agar (PDA)(회사명)에서 균 배양을 진행했다. 25oC, 암상태
의 배양조건에서 각각의 토양샘플들을 2 – 5 일 동안 배양하
였으며, 최종적으로 순수 분리된 세균·진균 배양체들을 확보
하였다.
미생물에 의한 송이 균사체 생장 촉진 여부를 확인하기 위
해 양양 군락지 내 송이의 균사체 조직과 균환 토양 유래 세
균 또는 진균을 Tricholoma matsutake media (TMM) (glucose 
20 g/L, yeast extract 1.5 g/L, soytone 1.5 g/L, agar 20 g/L) 배
지 위에서 함께 배양하였다. 본 실험을 위해 배양조건은 2018
년, 2019년에 진행된 송이 균사-미생물 혼합배양 실험과 같
은 조건 하에 설정되었다 (Oh et al., 2018; Oh et al., 2019). 
송이 균사체와 세균의 혼합배양은 배지 중앙에 위치한 균
사체 기준으로 30 mm 길이의 세균 배양체 획선이 15 mm 떨
어진 상태로 25oC, 암상태의 조건에서 1 개월간 진행되었다. 
진균의 경우 진균 자체에 존재하는 균사조직이 송이 균사
체 생장확인을 방해하는 문제가 있다. 따라서 filter를 이용하
여 진균의 균사와 포자가 제거된 배양여과액을 확보하여 송
이 균사체에 접종 후, 25oC, 암상태의 조건에서 1 개월간 진
행되었다. 각각 배양이 완료된 혼합배양체들로부터 미생물
에 의한 송이균사 생장촉진여부는 대조구인 아무런 처리가 
되지 않은 송이 균사체 조직의 균사 생장면적보다 15% 이상 
큰 균사 생장면적을 보일 경우로 설정하였다. 배양결과, 세균 
배양체들 중 오직 Y22_B35만이 대조구 대비 158.47%의 송
이 균사체 생장면적을, 진균 배양체들 중 Y22_F64와 Y22_
F 68이 대조구 대비 각각 125.00%와, 122.26%의 송이 균사
체 생장면적을 보였다 (Fig. 1). 비록 Y22_F64와 Y22_F68은 
송이 균사에 대한 생장촉진 결과에 유의미한 차이가 없으나 
(P>0.05), 생장촉진을 보인 3개의 균체들은 다른 균체들에 비
해 유의미한 생장촉진 결과를 보였다 (P<0.05).
확보된 3점의 미생물들에 균 동정을 진행되었으며 세균 

Y22_B35와 진균 Y22_F64와 Y22_F68의 유전자분석 영
역이 서로 상이하여 각각에 대한 동정 결과를 따로 분류하
였다. 세균 Y22_B35는 16S rRNA 유전자 영역을 대상으
로 27F, 1492R 두 primer를 이용한 서열 분석이 진행되었다 
(Clarridge, 2004). 두 진균, Y22_F64와 Y22_F68는 Internal 
transcribed spacer (ITS) 유전자 영역을 대상으로 ITS4, ITS5 

두 primer를 이용한 서열 분석이 진행되었으며, 이후 beta-
tubulin (BenA), Calmodulin (CaM), RNA polymerase II 
second largest subunit (RPB2) 영역 또는 large subunit(LSU) 
영역에 대한 추가적인 서열 분석이 진행되었다 (Visagie et 
al., 2014). 분석된 미생물 유전자 서열정보는 National Center 
for Biotechnology Information (NCBI) BLASTn program
과 Molecular Evolutionary Genetics Analysis (MEGA) 7 
software의 Neighbor joining phylogenetic tree를 제작하여 
다른 균체와의 유연관계를 증명하였다 (Visagie et al., 2014; 
Kumar et al., 2016). 동정 결과는 아래와 같다; Y22_B35
는 Y22_B35는 Bacillus cereus와 99.86 – 99.93%의 연관성
을 보이며 E. coli를 outgroup으로 지정한 phylogenetic tree
가 제작되었으며 (Fig. 2), Y22_F64는 Umbelopsis nana와 
98.32 – 100.00%의 연관성을 보이며 Mortierella verticillata를 
outgroup으로 지정한 phylogenetic tree가 제작되었으며 (Fig. 
3), Y22_F68는 Aspergillus parvulus와 98.57 – 100.00%의 연관
성을 보이며 Penicillium citreonigrum을 outgroup으로 지정한 
phylogenetic tree가 제작되었다 (Fig. 4). 동정이 완료된 해당 
미생물들은 기존 연구에서 송이균사에 대한 생장촉진결과를 
보인 것으로 확인 되었다 (Oh et al., 2018; Oh et al., 2019).
확보된 미생물들과 송이의 발생 연관관계 확인을 위해 

(Choi et al., 2020), 2022년도에 송이가 발생한 shiro 영역
을 포함하여, 송이가 발생하지 않은 shiro 영역, shiro 외부 
영역에서의 미생물군집 정보를 확보하였다. 각 지점들로
부터 확보한 토양 샘플로부터 DNA를 추출한 후 Macrogen 
Inc. (Seoul, Korea)의 illumina Hiseq 4000 platform을 활
용하여 미생물 군집을 분석하였으며 본 분석에는 9월에 확
보한 샘플들을 활용하였다. 분석된 군집 내 미생물과 본 실
험에서 송이 균사체 생장촉진 효과를 보인 균의 우점도를 
송이가 발생한 shiro 영역인 Shiro_P를 대상으로 분석하였
다. 분석 결과, 세균의 경우 Shiro_P에서 Ktedonobacter 속
이 우점도 5.97%로 다른 지점들보다 높은 우점도를 보였
으며 반면 다른 지점과 달리 Stella 속은 1.76%로 다른 지

Fig. 1. Comparison of growth effect on Tricholoma matsutake 
mycelium by bacteria. The lowercase letters (a–e) denote a 
significant difference by one-way ANOVA (P<0.05). Same 
lowercase letters denote a no significant difference (P>0.05).
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점보다 낮은 우점도를 보였다. 생장촉진균 Y22_B35가 속
하는 Bacillus 속의 경우 Shiro_P에서 다른 지점들에 비
해 낮은 우점도 수치를 보였다. 진균의 경우 Shiro_P에서 
Clitocella 속과 Hypoxylon 속이 각각 6.32%와 2.29%로 다
른 지점보다 높은 우점도 수치를 보였다. 미생물 존재가 확
인된 Umbelopsis 속 (Y22_F64 포함)의 경우 4 지점의 우점
도가 차이가 없었다. 다만 위 미생물 군집 측정결과는 송이 
자실체 발생이 활발한 9월을 대상으로 한 군집도 측정이기 
때문에 균사체의 활동이 활발할 것으로 기대되는 5월의 미
생물 군집 조사 또한 추가적으로 필요한 것으로 판단된다 
(Hur et al., 2004).

적  요

본 실험은 송이버섯의 인공재배에 있어 기주식물에 대한 
의존성을 줄이기 위한 일환으로 송이 균환의 토양 미생물을 
활용하여 진행되었다. 이를 위해 송이 자실체가 발달하는 9
월을 대상으로 송이 자생지 내 균환으로부터 토양 내 균주들
을 분리하였으며, 1점의 세균과 2점의 진균을 대상으로 대조
구 대비 생장한 송이 균사체의 크기 퍼센트를 이용한 생장 촉
진 결과를 확인하였다. 또한 확보된 균주들에 대한 동정을 위
해 NCBI blast 과정과 phylogenetic tree 제작 과정을 거쳤다. 다
만 본 실험에서 확보한 미생물과 동일한 동정명의 균을 이용

Fig. 2. Phylogenetic analysis based on 16S rRNA sequences using neighbor-joining method with 1,000 bootstrap replicates.

Fig. 3. Phylogenetic analysis based on combination of ITS and LSU sequences using neighbor-joining method with 1,000 bootstrap 
replicates.
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한 동일 조건의 실험 결과와 비교하였을 때, 본 실험에서 확보
한 미생물에 의한 송이 균사에 대한 생장촉진 정도가 다소 낮
게 나타남을 확인하였다. 그러나 실제 자연계에서 송이와 같
은 외근균성 버섯과 작용하는 미생물의 사례가 매우 다양하
기 때문에 송이에 대해 균사 생장을 촉진시키는 미생물 데이
터베이스 축적에 있어 그 의의가 있다고 볼 수 있다. 또한 축적
된 미생물 데이터베이스를 토대로 송이 균사의 생장촉진 나아
가 송이 자실체의 발달촉진에 공통적으로 작용하는 미생물 유
래 분비물질 고찰에 있어서도 본 실험의 결과가 기여하는 바
가 크다고 볼 수 있다. 이에 더해 미생물 군집 내 촉진균 우점
도 및 송이 발생지와 미발생지 사이에 있는 미생물 우점도 차
이에 대한 추가적인 분석을 통해 향후 송이 발생에 활용할 수 
있는 생태모방에 활용할 가능성 또한 존재한다. 추후 지속적
인 연구를 통해 균환 유래 토양 미생물에 의한 송이 작용에 대
한 실험이 계속 진행되어야 할 필요가 있다. 
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