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ABSTRACT: In this study, we investigated the microbial community of oyster mushrooms at different growth stages at the species 
level. Gram-positive bacteria were predominant in the presterilized medium. On the other hand, Gram-negative bacteria were 
predominant in the culture-completed medium, post-harvest medium, and fruiting bodies. In addition, Pseudomonas tolaasii, 
which is known to cause disease in mushrooms, was confirmed in the cultured medium, post-harvest medium, and fruiting 
bodies, and it was determined that the mycelium culture stage was contaminated, and the reason why no disease occurred was 
Sphingobacterium psychroaquaticum. It was confirmed that this was because the growth of Pseudomonas tolaasii was suppressed 
by producing a component called tolacin. As a result of confirming the diversity of microorganisms, it was confirmed that the pre-
sterilization medium contains a variety of microorganisms compared to other growth stages, and the diversity decreases in the 
order of culture completion medium, fruiting body, and post-harvest medium. showed a trend. As a result of microbial similarity 
analysis, it was confirmed that the cultured medium and the post-harvest medium showed similar microbial communities, and in 
the case of fruiting bodies, there were some similarities but overall differences.
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서  론

버섯의 생활사는 광합성을 통해 유기물을 생산하는 고등식
물과는 다르게 효소를 통해 목질과 같은 물질을 분해하여 영
양분을 흡수하고 산소로 호흡하는 특성을 가지고 있으며. 영
양 생장 단계인 균사체와 번식 생장 단계인 자실체로 나뉘어 

진다(Yoo et al., 2005; Kim et al., 2007). 이러한 버섯 중 식용버
섯은 질감과 풍미뿐 아니라 여러 영양소를 고루 함유하고 있
다(Breene., 1990; Latiff et al., 1996). 그 중 느타리는 맛과 향기
가 뛰어나며 영양가가 높은 식용버섯이다(Song et al., 1996).

 Singer(1962)의 보고에 의하면 느타리는 주름버섯목 중에
서 대표적인 속이며, 전 세계적으로 가장 많은 소비를 하였
다(Jang et al., 2008). 이러한 느타리의 인공재배 기술은 빠르
게 발전 하였는데, 원목을 이용한 재배법(Chang and Miles., 
1989), 볏짚, 밀짚 및 보리짚을 재료로 하여 재배하는 방법
(Chung et al., 1981; Chung and Tan., 1989), 배지를 발효시켜
서 재배하는 균상재배(Lee et al., 2010), 그리고 현재는 박 등
(1995)이 개발한 톱밥배지를 이용한 병재배법으로 발전하
였다. 이렇게 재배법이 발전하면서 버섯의 품질과 수량성을 
높이기 위한 혼합배지의 연구가 진행되어왔다(Royse et al., 
2007; Gal et al., 2002).
혼합배지를 이용한 병재배과정에서 미생물에 의한 피해
가 발생하는데(Baek et al., 2015). 그중 가장 큰 피해를 주
는 원인균은 푸른곰팡이류인 Trichoderma sp, Aspergillus sp, 
Penicillium sp, Glioladium sp. 가 존재한다(Raper and Thom, 
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1948). 유해균이 유입되는 원인으로 잘못된 살균·발효과정, 균
사배양 중 관리부실, 오염된 균주 사용으로 알려져 있다(Lee et 
al., 2009). 오염이 발생하는 정확한 시기와 유입경로를 확인 및 
버섯균과 미생물의 상호작용을 확인하기 위해 양송이버섯의 
균상재배시의 미생물 군집을 분석하였으며, 미생물군집이 생
육단계별로 다르며, 우점종과의 상호작용이 이루어 진다는 연
구결과가 보고되었다(Carrasco and Preston, 2020).
본 연구는 우리나라에서 생산비중이 가장 높은 느타리 병재
배의 배지(살균전·후, 폐배지)와 자실체의 미생물 군집을 분석
하여 우점종과 느타리의 상호작용 및 유해균의 유입경로를 추
정하여 오염발생 저감에 활용하고자 수행하였다.

재료 및 방법

병재배용 느타리 배지제조 및 배양

느타리 생육용 배지조성은 포플러톱밥, 비트펄프 그리고 면
실박 (5:3:2, v/v)을 사용하였으며, 수분함량은 65% 내외로 조
절하여 배지를 혼합하였다. 배지 혼합이 끝난 다음 850 mL의 
내열성 플라스틱 (Polyprophylene)에 채워 넣고 고압멸균기에
서 121oC, 90분 동안 살균한 다음 무균 작업대에서 멸균상태로 
만들기 위해 UV광을 쪼이고 냉각하였다. 냉각 후 종균을 접종
하여 배양실에서 25oC에서 30일간 암배양하였다. 시험품종은 
흑타리이며, 배양 완료 후 자실체 생육 조건으로 온도는 15±
1oC, 상대습도는 90±5%, CO2농도는 1,300±100 ppm로 설정하
였고, 광량은 60lux 내외로 조절하였다.

DNA추출 및 metagenome sequencing

DNA추출은 qiagen genomic DNA Isolation Kit (Qiagen, 
Germantown, Maryland, USA)의 프로토콜에 따라 추출을 진
행하였다. 각 sequencing된 샘플은 Illumina 16S metagenomic 
sequencing library 프로토콜에 따라 준비하였고, DNA의 정
량과 품질은 picogreen 및 nanodrop으로 측정하였다. 16S 
rRNA 유전자는 16S V3-V4 프라이머를 사용하여 증폭하였
다. 입력 gDNA는 16S V3-V4프라이머로 증폭하고 후속제
한 주기 증폭 단계는 다중화 지수 및 Illumina sequencing 어
댑터를 추가하기 위해 수행하였다. 최종 제품은 picogreen을 
사용하여 정규화 및 플링되며 tapestation DNA 스크린 테이
프D1000 (Agilent)을 사용하여 라이브러리 크기를 확인하였
다. 또한 MiseqTM 플랫폼 (Illumina, CA, USA)을 사용하여 
Sequencing (2×300)했다.

미생물 동정

Fastaq data의 데이터 품질을 확인하기 위해 gnome sequence
를 EZbiocloud (CJ Bioscience, Seoul, Korea)에 업로드하였다. 
EZbiocloud의 염기서열 범위는 100 bp 또는 2,000 bp이며, 평
균 Q 값은 <25로 낮은 품질의 sequence를 필터링하는데 사
용하였다. Chimera는 UCHIME을 사용하여 제거하였으며, 
OTUclustering은 97%의 sequence 유사성으로 진행하였다.

Metagenome data

Pie chart 및 Bar chart는 미생물의 풍부도와 발현 수준을 판단
하기 활용하였으며, species 수준에서 미생물의 발현 동향을 확
인하였다. Alpha diversity는 chao1, shannon, simpson 지표를 사
용하여 종 다양성을 측정하였다. chao1은 미발견종을 포함하
여 종의 풍부도를 추측하였고, shannon과 simpson은 종의 집중
도와 다양성을 나타냈다. Rarefaction curve를 통해 미생물 종의 
다양성을 평가하였으며, beta diversity를 통해 종의 유사도를 
평가하였다.

결과 및 고찰

느타리 배지 및 자실체의 미생물 분포

느타리의 생육용 톱밥배지를 살균전, 배양완료, 수확 후 배
지 그리고 자실체의 미생물 군집을 Taxanomic composition
을 사용하여 비교하였으며, Taxanomic rank는 species 수
준이며, 0.5%미만으로 확인된 미생물은 ETC로 표현한 결
과는 Fig. 1과 같다. 살균전 배지는 Amycolatopsis sacchari 
group 25.9%, Streptomyces scabiei group 13.2%, Streotimyces 
tremellae group 5.1% 순서로 우점하였다. 배양완료 배지의 경
우 Sphingobacterium psychroaqiatium 11.7%, Sphingobacterium 
multivorum group 10.9%, Pseudomonas tolaasii group 9.4% 순
으로 우점하고 있었다. 수확 후 배지는 Pseudomonas tolaasii 
group 18.7%, Stenotrophomonas maltophilia group 13.8%, 
Sphingobacterium zeae 7.2% 순으로 확인 되었으며, 자실체의 
결과는 Sphingobacterium psychroaquaticum 26.9%, Pedobacter 
seoulensis group 11.7%, Pedobacter caeni group 9.0% 순으로 우
점하고 있는 것을 확인하였다.
느타리 배지와 자실체에서 분리된 미생물은 ETC를 포함하
여 총 46종이며 이 중에서 살균전 배지에서를 제외한 배양완
료, 수확 후 배지 그리고 자실체에서 공통적인 미생물이 9종으
로 나타났다. 살균전 배지는 방선균, 배양완료 배지, 수확 후 배
지, 자실체는 그람음성균이 우점하여 미생물 군집이 배지환경 
및 생육단계에 따라 변화가 일어나고 있음을 알 수 있었다.

Tsukamoto의 연구에 따르면 Pedobacter와 Sphingobacterium
은 톨라신 해독과 관련이 있다(2002). 이를 통해 Pseudomonas 
tolasii가 존재하고 있으나 세균갈반병의 병징이 발현되지 않은 
것으로 Pedobacter와 Sphingobacterium이 톨라신을 해독한 것
이거나, Pseudomonas tolasii 밀도가 병징을 나타낼 수 있는 밀
도보다 낮은 것의 영향으로 추측된다.

느타리 생육단계별 미생물 종 다양성

미생물군집의 다양성을 확인하기 위해 alpha diversity분석을 
chao1, shannon, simpson법으로 분석한 결과는 Fig. 2와 같다. 
chao1의 경우 살균 전 배지의 경우 1,001, 배양완료 배지 478, 
수확 후 배지 236 그리고 자실체의 경우 284이었다. shannon
의 경우 살균전배지가 3.85, 배양완료 3.79, 수확 후 배지 3.09, 
자실체가 3.08인 것을 확인하였다. simpson의 경우 살균전 배
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Fig. 1. Microbial community classification chart by growth stage with cut-off 0.5%

Fig. 2. Alpha diversity by mushroom growth stage. A, chao1; B, shannon; C, simpson
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지가 0.092, 배양완료가 0.058, 수확 후 배지가 0.078, 자실체가 
0.108이었다. 이를 토대로 미생물 다양성을 평가한 결과 살균
전 배지가 다른 생육단계에 비해 높았으며, 배양완료 배지, 자
실체, 수확 후 배지 순인 것을 확인하였다. Liu등의 연구에 의
하면 alpha diversity는 표본 내 종의 다양성을 분석한 것이며, 
Chao1, Shannon, Simpson중 Chao1은 OTU 수를 반영하였으
며, Shannon과 Simpson은 종의 풍부도와 종의 균등성을 포함
한 공동체 다양성에 반영하는데 사용된다고 밝였고, Chao1과 
Shannon은지수가 클수록 Simpson은 지수가 작을수록 표본의 
종 다양성이 높아진다고 보고하였다(2020). 위의 결과를 통해 
느타리 생육단계별 종 다양성을 확인한 결과 Chao1과 Shannon
을 확인하였을 때 살균전 배지의 종 다양성이 높은 것을 확인 
할 수 있었으며, Shimpson의 경우 지수가 가장 낮은 것은 수확 
후 배지이지만 Fig. 1의 표를 통해 종의 균등성까지 고려해 보
면 살균전 배지의 종 다양성이 높은 것을 확인할 수 있었다.

느타리 생육단계별 미생물 군집 유사도

미생물 군집의 유사도를 확인하기 위해 beta diversity을 bray-
curtis를 사용하여 분석하였으며, PCA(주좌표분석)그래프로 
표현한 결과 Fig. 4와 같다. 살균전 배지의 1st PC값은 0.708, 
2nd PC값은 0.002, 배양완료 배지의 경우 1st PC값은 –0.232, 
2nd PC값은 0.164였다. 수확 후 배지의 1st PC값은 –0.248, 2nd 
PC값은 0.172이었으며, 자실체의 값은 1st PC값이 –0.226, 2nd 
PC값이 –0.339인 것을 확인하였다. 이를 통해 배양완료 배지와 

수확 후 배지의 미생물 군집이 유사하며, 자실체의 미생물 군
집의 경우 1st PC에서 배양완료배지와 수확 후 배지와 유사하
지만, 2nd PC에서 유사도가 떨어지는 것으로 판단되었다. 살균 
전 배지의 경우 모든 생육단계에서 미생물 군집이 유사하지 않
은 것을 확인할 수 있었다. Martino등의 연구에 의하면미생물 
군집의 유사도는 Bray-Curtis 대칭거리를 이용하여 유사성을 
확인하는 방법이며, 사분위수를 사용하여 유사함을 분석하는 
것을 말한다(2019). 따라서 본 시험에서는 배양완료배지와 수
확후배지의 미생물 군집이 유사하다는 결과를 얻었다.

적  요

본 연구에서는 느타리버섯의 생육단계별 미생물 군집을 
species수준에서 조사하였다. 살균전 배지에서는 그람 양성균
이 우점하였다. 반면 배양완료 배지, 수확 후 배지, 그리고 자실
체에서는 그람 음성균이 우점하였다. 미생물의 다양성을 확인
한 결과 살균 전 배지가 다른 생육단계에 비해 다양한 미생물
을 포함하고 있는 것을 확인하였으며, 배양완료배지, 자실체, 
수확 후 배지의 순서로 다양성이 감소하는 경향을 보였다. 미
생물의 유사도분석을 한 결과 배양완료배지와 수확 후 배지가 
유사한 미생물군집을 보이는 것을 확인하였고, 자실체의 경우 
일부 유사성을 보이지만 전반적으로는 차이를 나타내었다. 이
런한 결과를 토대로 확인하였을 때 살균과정을 거치지 않은 살
균 전 배지에서는 검출되지 않은 Pseudomonas tolaasii가 살균

Fig. 3. Changes in species richness by mushroom cultivation stage evaluated using rarefaction curves
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과정을 거친 배양완료배지, 수확후 배지에서 검출된 것으로 보
아 살균 이후 접종 혹은 배양하는 과정에서 미생물이 유입하였
을 것으로 추정된다. 또한 유해균이 유입되었지만 병징이 나타
나지 않은 것은 유해균을 억제하는 유익균의 존재와 병징을 일
으키는 농도보다 낮은 것의 영향으로 추정된다. 앞으로, 유해
균이 유입되었지만 병징이 나타나지 않은 원인과 기작에 대한 
연구가 필요하다.
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