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ABSTRACT: As a member of ectomycorrhizal fungi, Tricholoma matsutake has a symbiotic relationship with its host, Pinus 
densiflora. To cultivate T. matsutake artificially, the co-cultivation of T. matsutake mycelia and bacteria from shiro was introduced. 
In this study, bacteria were isolated from soil samples in Bonghwa-gun, and seven bacterial isolates (B22_7_B05, B22_7_B06, 
B22_7_B07, B22_7_B08, B22_7_B10, B22_7_B13, and B22_7_B14) promoted the growth of T. matsutake mycelia (147.48, 
232.11, 266.72, 211.43, 175.17, 154.62, and 177.92%, respectively). Sequencing of the 16S rRNA region of the isolated 
bacteria was performed. B22_7_B05 and B22_7_B10 were identified as Bacillus toyonensis, B22_7_B06 and B22_7_B08 as 
Paenibacillus taichungensis, B22_7_B07 and B22_7_B14 as P. gorilla, and B22_7_B13 as P. odorifer. These bacterial isolates were 
associated with the shiro community and are expected to contribute to the cultivation of T. matsutake.
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외생균근성 버섯과 기주식물은 공생적인 관계를 형성하고 
있으며, 이러한 공생 관계를 통해 버섯은 식물의 뿌리로부터 
탄소원을 공급받고 기주식물은 버섯으로부터 물과 영양염류
를 공급받는다 (Yamanaka et al., 2014). 이러한 공생관계는 외
생균근성 버섯의 한 종인 송이에서도 잘 나타나며, 국내에서
는 이러한 송이와 소나무의 공생관계를 활용하여 송이의 인
공재배에 성공하였다 (Ka et al., 2018). 그러나 해당 인공재배 

방법은 재배기간이 6년 이상으로 길어 상업화에는 한계가 있
어 송이의 생장촉진을 유도하기 위한 다른 방법이 요구되고 
있으며 국내외로 다양한 방법을 통한 송이 인공재배 관련 연
구들이 활발히 진행되고 있다 (Yamanaka et al., 2020). 위 연
구들 중 송이 자실체 유래 미생물 혹은 송이 근권 토양 미생
물과 같이 송이와 직접적인 연관이 있는 미생물을 활용한 송
이 생장촉진 유도 실험이 존재하며 (Oh et al., 2018a; Oh et al., 
2018b), 본 연구실에서도 해당 실험을 참조하여 균환 유래 토
양 미생물을 활용한 송이균 Tricholoma matsutake의 생장촉
진을 위한 실험을 진행하였다.
송이는 균근성 버섯의 일종으로 shiro라고 지칭되는 균환 영
역에서만 특이적으로 균사체의 발달이 이뤄지는 것으로 알려
져 있으며 (Ohara, Hamada, 1967; Narimatsu et al., 2016), 본 연구
실에서는 송이의 발생 영역에 초점을 맞추어 송이의 생산촉진
을 유도하고자 하였다. 이에 2022년도부터 송이와 송이가 발생
하는 shiro의 토양 미생물 사이의 상호작용에 중점을 두어 실험
을 진행하였으며 (Kiers et al., 2011), 이전 실험에서는 2022년 7
월 양양의 송이 군락지로부터 확보한 shiro 유래 토양 미생물에 
의한 송이 균사체 생장촉진에 성공하였다 (Choi et al., 2023). 토
양 미생물을 활용한 추가적인 송이 균사체 생장촉진 사례를 확
보하기 위해 양양 이외에 다른 송이 군락지를 대상으로 동일한 
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실험을 진행하였으며 해당 실험에서의 송이 균사체 생장촉진의 
양상과 기존 결과 사이에 차별점을 확인하였다.

재료 및 방법

본 실험은 2022년도 7월 경상북도 봉화의 송이 군락지 shiro로
부터 확보한 근권 토양샘플을 활용하여 진행하였다. 확보된 토
양샘플을 항진균성 물질인 benomyl 300 ppm이 첨가된 Tryptic 
Soy Agar (TSA)(trypton 15 g/L, soyton 5 g/L, NaCl 5 g/L, agar 20 
g/L)에서 배양시켜 각각의 독립된 세균 균주들을 분리 및 배양
하였다. 송이 균사체에 대한 생장촉진 여부를 확인하기 위해 각
각의 배양된 세균 균주들을 동일한 자생지에서 확보한 송이 균
사체와 함께 대치배양을 진행시켰다. 대치배양은 기존에 진행
하였던 실험과 동일한 조건에서 진행이 되었으며 (Choi et al., 
2023), 본 실험은 Tricholoma matsutake media (TMM) (glucose 20 
g/L, yeast extract 1.5 g/L, soytone 1.5 g/L, agar 20 g/L) 배지를 활
용하여 진행되었다. 배지 중앙에 위치한 송이 균사체로부터 15 
mm 떨어진 지점에 30 mm 길이의 세균 배양체 획선을 그어 25
℃, 암상태의 조건에서 1 개월간의 배양 후 생장한 균사의 면적
을 Image J program을 통해 측정하였다 (Fig. 1). 균사체의 생장촉
진 여부는 무처리 상태인 대조구 대비 처리구의 송이 균사체 생
장면적이 15% 이상 더 큰 경우에 한해 생장이 촉진한 것으로 판
단하였다. 
생장촉진 효과를 보인 세균 7점의 균 동정을 진행하기 위해 

27F 정방향 primer와 1492R 역방향 primer를 이용하여 세균의 
16S rRNA 영역 유전서열을 분석하였다 (Clarridge, 2004). 분석
이 완료된 서열들은 National Center for Biotechnology Information 
(NCBI) BLASTn program으로 분석하였으며 각각의 서열에 해
당하는 균주명을 확인하고 GenBank에 등록하여 관련 Accession 

번호를 받았다 (Visagie et al., 2014). 이후 NCBI 동정결과와 확보
된 세균의 연관성의 증명을 위해 Molecular Evolutionary Genetics 
Analysis (MEGA) 7 software를 활용하여 phylogenetic tree를 제
작하였다 (Kumar et al., 2016). 제작을 위해 대조구로써 E. coli 
K-12의 16S rRNA 서열영역을 outgroup으로 설정하였으며, 
Kimura-2 parameter 모델을 활용하여 Neighbor joining 수준에서
의 phylogenetic tree를 제작하였다 (Fig. 3).

통계 처리

모든 실험은 3회 반복을 수행하였으며 확보된 데이터는 
GraphPad Prism과 InStat V.3 (GraphPad, San Diego, CA, USA)를 

Fig. 1. Co-cultivation of bacteria with Tricholoma matsutake mycelium A) B22_7_B05. B) B22_7_B06. C) B22_7_B07. D) B22_7_B08. E) 
B22_7_B10. F) B22_7_B13. G) B22_7_B14. H) control.

Fig. 2. Comparison of growth effect on Tricholoma matsutake 
mycelium by each bacterium. The letters (A-C) denote a 
significant difference by the Tukey’s test (P<0.05). Same letters 
denote a no significant difference (P>0.05).
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이용하여 통계처리 및 분석이 진행되었다. 실험 평균치에 대한 
유의성 검사는 one-way ANOVA를 통해 진행되었으며, 통계 결
과는 Turkey HSD test를 활용하여 사후 검증을 진행하였다.

결과 및 고찰

대치배양 결과, 7점의 세균 배양체들이 (B22_7_B05, B22_7_
B06, B22_7_B07, B22_7_B08, B22_7_B10, B22_7_B13, B22_7_
B14) 대조구 대비 각각 147.48%, 232.11%, 266.72%, 211.43%, 
175.17%, 154.62%, 177.92%의 송이 균사체 생장면적 결과를 보임
으로써 송이 균사체에 대한 생장촉진을 유도하였다 (Fig. 2). 세균
에 의한 생장촉진 결과값들 사이 유의성 평가를 진행하였으며 송
이 균사체 생장촉진 결과가 가장 높았던 3 개의 결과값 (B22_7_
B06, B22_7_B07, B22_7_B08) 사이에서 유의적인 차이가 없는 것
으로 확인되었다 (P>0.05). 그러나 위 3개 결과값들 각각은 대조
구를 포함한 다른 생장촉진 결과값들과 유의적인 차이를 보이며 
(P<0.05), 본 실험에서 확보한 생장촉진 결과에 대한 신뢰성을 확
보할 수 있었다. 덧붙여, 본 실험을 포함한 기존의 실험들은 송이 
균사체 배양 기간을 1 개월로 제한하였으나 송이의 초기 생장촉
진 효과나 2, 3 개월과 같은 장기간의 배양 기간 설정이 없기에 이
에 대한 추가적인 실험을 진행하고자 한다.
세균의 유전영역인 16S rRNA 영역을 중심으로 확보된 세
균 7점에 대한 동정결과와 그 accession 번호는 다음과 같다; 
B22_7_B05는 Bacillus toyonensis와 99.93~100.00%의 연관성(B. 
toyonensis BCT7112와 유사도 100.00%)과 등록번호 OR717514
를, B22_7_B06은 Paenibacillus taichungensis와 99.30~99.72%의 
연관성(P. taichungensis BCRC 17757과 유사도 99.65%)과 등록
번호 OR717515를, B22_7_B07은 P. gorillae와 97.98~99.79%의 
연관성(P. gorillae G1과 유사도 99.58%)과 등록번호 OR717516
을, B22_7_B08은 P. taichungensis와 99.16~99.86%의 연관성
(P. taichungensis BCRC 17757과 유사도 99.72%)과 등록번호 
OR717517을, B22_7_B10은 B. toyonensis와 99.93~100.00%

의 연관성(B. toyonensis BCT7112와 유사도 100.00%)과 등록
번호 OR717518을, B22_7_B13은 P. odorifer와 98.26~99.79%
의 연관성(P. odorifer TOD45와 유사도 98.47%)과 등록번호 
OR717519를, B22_7_B14는 P. gorillae와 97.90~99.51%의 연
관성(P. gorillae G1과 유사도 99.37%)과 등록번호 OR717520
을 확보하였다. 위의 동정결과를 토대로 phylogenetic tree를 제
작하였으며, 5점의 세균에 대한 유의미한 유연관계를 확인하
였다. 다만 B22_7_B05와 B22_7_B10의 경우 B. toyonensis와 
phylogenetic tree 내에서 가장 가까운 연관관계를 가지는 것으로 
확인되었으나, bootstrap 가치가 매우 낮아 직접적인 연관관계 확
인이 힘들었다. 위의 두 세균에 대한 연관관계 확인을 위해 추후 
16S rRNA 영역 이외에 다른 유전 영역을 추가적으로 분석하여 
phylogenetic tree를 제작함으로써 해결하고자 한다.
동정된 송이 균사체 생장촉진 세균 7 점에 의한 생장촉진 결
과를 본 연구실에서 앞서 실시한 실험결과와 비교하였을 때 
(Choi et al., 2023), 동일한 속의 세균 Paenibacillus 균에 관련하
여 본 실험에서 더 높은 송이 균사체 생장촉진 효과를 확인하였
다. 또한 다른 연구실에서와의 실험결과를 비교하였을 때도 마
찬가지로 (Oh et al., 2018b), 동일한 세균 종인 P. taichungensis 균
에 관련하여 더 높은 송이 균사체 생장촉진 효과를 확인하였다. 
위 결과를 토대로 본 연구실에서는 세균의 속이 같더라도 종의 
종류에 따라 송이 균사체에 적용하는 생장촉진 효과가 다르다
는 결론과 세균의 종이 같더라도 송이가 발생한 서식지에 따라 
미생물에 의한 송이 균사체의 생장촉진 효과가 다양할 수 있다
는 추론을 내렸다.

적  요

본 연구실에서는 송이의 인공재배 조건 확립을 목표로 세균
을 활용한 생장촉진 유도실험을 진행하였으며, 봉화에서 확보
한 7 점의 세균에 의한 송이 균사체의 생장촉진 결과를 확인하
였다. 생장촉진 효과가 가장 높았던 3 점의 세균 B22_7_B06, 
B22_7_B07, B22_7_B08은 Paenibacillus 속으로 확인되었다. 그
러나 이러한 배양된 송이 균사체의 생장면적 측정 이외에 다양
한 방식을 통한 균사체 생장결과 확인 기준이 필요한 실정이며, 
이에 향후 확보된 세균들이 모두 그람 양성균인 것에 착안하여 
각 세균들로부터 대사산물을 추출한 후 (Eltokhy et al., 2021), 추
출한 대사산물을 활용하여 송이 균사체의 세포외 효소활성 변
화 정도를 측정하여 보다 체계적인 송이 균사체 생장촉진 데이
터를 확보하고자 한다. 더불어 미생물에 의한 송이 균사체 생장
촉진 사례 데이터를 지속적으로 축적하여 송이 종류에 따른 미
생물의 생장촉진 효과의 다양성을 확보하고 확보된 촉진균으로
부터 추출한 물질이 함유된 영양 배지를 활용하여 송이 인공재
배를 위한 생태모방에 기여하고자 한다.
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