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Abstract
Tricholoma matsutake (Pinus mushroom, PM) is one of the most valued ectomycorrhizal 
fungi in Asia because it is an expensive forest product with a unique flavor and taste. 
Therefore, many studies have tried to successfully cultivate Tricholoma matsutake artificially 
in Korea and other countries. However, its physiological and ecological characteristics are 
still unknown. Thus, we need to understand the diversity and clusters of microorganisms 
related to Tricholoma matsutake and to identify their core microorganisms related to their 
growth and production. In this study, we obtained an average of 11,661 fragments from three 
pine mushrooms with metagenome (an assemblage of genes of all microorganisms in the 
natural world) analysis from a pine forest located in Pohang, Gyeongsang-Bukdo. Of these, 
the valid reads were on average 5,073 per sample available for analysis, and the average 
length of a read was 456 bp. There were an average of 33.3 phyla in the metagenome analysis. 
Firmicutes phylum made up on an average 46% of the phyla and was dominant among the 
phyla. The next dominant phylum was Proteobacteria at 27% followed by Bacteroidetes at 
17%, Actinobacteria at 5% and Verrucomicrobia at 2%. The Proteobacteria phylum consisted 
of the γ-proteobacteria class at 54% followed by β-proteobacteria at 37%, α-proteobacteria 
at 6%, δ-proteobacteria at 2% and ζ-proteobacteria at 0%. The metagenome consisted of the 
Ruminococcaceae family at 17% followed by Pseudomonadaceae at 13%, Burkholderiaceae 
at 7%, Bacteroidaceae at 7%, Lachnospiraceae at 7% and Clostridiaceae at 6%.
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Introduction
송이(Tricholoma matsutake)는 Tricholoma 속의 몇 없는 식용 가능한 버섯 중 하나이며, 그 자
체의 독특한 맛과 향을 가진 귀한 버섯이다(Yun et al., 1997; Amend et al., 2010). 이 종은 주로 
한국, 중국, 일본에 분포하며 북미, 유럽, 북아프리카, 아시아 전역에 걸쳐 위도 20°- 50° N 사
이의 불연속적인 온대에서도 발견된다(Ogawa and Ito, 1989).
임업통계연보에 의하면 한국의 송이 소비량은 2018년에 654,000 kg으로 지난 5년 동안 꾸
준히 늘고 있는 것으로 나타났다. 그러나 이 중 32%만을 국내에서 생산하고 있으며, 나머지 
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68%를 수입에 의존하는 실정이다(KFS, 2019). 산림청의 임산물 수출입 통계 자료에 의하면 2019년도에 450,000 kg 
송이를 수입하였으며, 이 중 99.99%는 중국에서 수입한 것으로 나타났다. 이처럼 송이는 한국에서 수요가 높아 경
제적으로 중요한 임산물이지만(He, 2010; Faier, 2011; Van Gevelt, 2014), 최근 한국의 송이 수확량은 수확기간의 기
후변화와 수확 압력으로 감소하고 있는 것으로 나타났다(Iwase, 1997; Van Gevelt, 2014; Wang et al., 2017). 산채와 같
은 임산물은 기후변화에 대한 동태를 살피기 위한 재배 모형을 제작한 사례가 있지만(Choi and Lee, 2019), 송이는 
아직 기후변화에 따른 수확 감소에 관한 연구도 미비한 실정이다.
송이균은 소나무와 공생하여 자실체를 만들어 내며, 지중온도가 19℃ 이하로 떨어지는 9월과 10월에 버섯 원기
를 형성하면서 발생한다(Ogawa, 1991). 송이는 생육조건이 까다로워 인공적인 자실체 형성이 불가능하기 때문에
(Cho et al., 2002), 송이의 인공재배에 대한 연구들이 전 세계적으로 활발하게 진행되고 있다(Ka and Koo, 2002). 특
히 1983년 일본과 2010년 한국에서는 송이 감염묘를 이용하여 인위적으로 송이버섯 발생에 성공하였다는 연구가 
보고된 바 있다(Masuhara, 1992; Ka et al., 2013; Jeon and Ka, 2016). 송이 감염묘 방법은 현재까지 송이를 인공재배 
할 수 있는 유일한 방법으로, 국내에서 2010년과 2017년에 송이 발생 재현에 성공하였다(Ka et al., 2018), 송이 감염
묘를 통한 인공재배 외, 온도와 습도를 인위적으로 관리하여 송이를 재배를 가능하게 하는 연구(Na, 2003; Shim et 
al., 2007)도 진행되었지만 실질적인 인공재배 기술과 송이의 적정 생육환경을 규명하지 못한 상태이다.
버섯은 직접적으로 토양과 주변 식생 및 기주식물의 영향을 받고 살아가는 생명체이기 때문에 주위 미생물에 
더욱 큰 영향을 받는다(Antony-Babu et al., 2014; Pent et al., 2017). 특히, 송이버섯은 토양에서 균환을 형성하며 자
라는 특성으로 인해 토양 미생물 집단과 송이의 연관성에 대한 연구가 수행되어 왔다(Vaario et al., 2011; Kim et al., 
2013; Oh et al., 2016). 이들 선행연구에서는 균환에서 추출된 소수의 박테리아 종이 송이 균사체의 성장을 촉진시
킨다는 연구 결과를 보고한 바 있다(Oh and Lim, 2018a, 2018b). 하지만 송이버섯 내 미생물에 관한 연구는 전무한 
실정이다.
따라서 본 연구에서는 토양 미생물뿐만 아니라 메타게놈 즉, 자연계에 존재하는 모든 미생물의 유전체 집합 분
석을 통하여 송이와 관련된 미생물의 다양성과 군집을 이해하고, 생육 및 생산과 연관성이 있는 미생물-바이오마
커를 탐색하고자 연구를 진행하였다.

Materials and Methods

조사지 개황

경북 포항시 북구 청하면 상대리 산213, 17임반 소나무림에서 송이 3개체를 채취하였다(Fig. 1).

송이 내 박테리아 DNA 추출

송이 내생미생물의 DNA 추출은 DNA isolation kit (MoBio, CA, USA)를 사용하였으며, 각 송이 시료 5 g으로
부터 DNA를 추출하였다. 추출된 DNA로부터 내생균의 16S rRNA 유전자를 증폭하기 위해 중합 효소연쇄반응
(PCR, polymerase chain reaction)을 2회 수행하였다. 16S rRNA 유전자의 V3에서 V4의 영역을 증폭하기 위하여 341F 
(5’-TCGTCGGCAGCGTC-AGATGTGTATAAGAGACAG-CCTACGGGNGGCWGCAG-3’) 프라이머와 805R (5’

-GTCTCGTGGGCTCGG-AGATGTGTATAAGAGACAG-GACTACHVGGGTATCTAATCC-3’) 프라이머를 사용하였
다(Herlemann et al., 2011). 16S rRNA 유전자를 증폭하기 위한 PCR 절차는 다음과 같다: 초기 변성(initial denaturation) 
95℃ 3분, 변성(initial denaturation) 95℃ 30초, 프라이머 결합(primer annealing) 55℃ 30초, 합성(extension) 72℃ 30초 
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25회 반복, 최종 신장반응(final elongation) 72℃ 5분. 2차 PCR은 illumine NexTera barcode를 부착하기 위해 i5 forward 
primer (5’-AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACAC-XXXXXXXX-TCGTCGGCAGCGTC-3’)와 i7 reverse primer 
(5’- CAAGCAGAAGACGGCATACGAGAT-XXXXXXXX-GTCTCGTGGGCTCGG-3’) 프라이머를 사용하였다(Kim 
et al., 2019). i5 forward primer와 i7 reverse primer의 X 부분은 각 송이 시료 대상에 따라 달리하는 바코드 영역이다. 
PCR 절차는 증폭을 8회로 시행한 것을 제외하고 1차 PCR 절차와 동일하게 진행하였다.

1% Agarose gel 전기용동을 사용하여 Gel Doc system (BioRad, Hercules, CA, USA)에 따라 시각화하여 확인하였다. 
PCR 증폭 산물은 CleanPCR (CleanNA, Waddinxveen, Netherlands) 제품으로 정제하여 불순물을 제거하였다. 최종 
증폭 산물의 품질과 크기를 측정하기 위해 DNA 7500 chip을 사용한 Bioanalyzer 2100 (Agilent, Palo Alto, CA, USA)
을 사용하였다. 이후 illumina MiSeq Sequencing System (Illumina Inc., San diego, USA)을 사용하여 Chunlab, Inc.에서 
시퀀싱을 수행하여, 송이 내생균의 16s rRNA 유전자 염기서열을 해독하였다.

Fig. 1. Place where research material was extracted. (A) Three pine mushrooms used in the study. (B) 
Compartment 17, mountain 213, Sangdae-ri, Cheongha-myeon, Buk-gu, Pohang-si, Gyeongsangbuk-do, 
Republic of Korea. (C) Pine forest in which the mushroom is collected.

송이 내생미생물의 계통 및 군집 특성 분석

Trimmomatic 0.32를 사용하여 Q25보다 적은 단편을 필터링하였다. QC 단계가 끝난 후, vsearch를 사용하여 
Paired-end sequencing 데이터들을 병합하였다. 프라이머는 ChunLab’s in-house program (Chunlab Inc., Seoul, Korea)
을 활용하여 유사도 0.8까지 제거하였다 증폭 산물에서 16S rRNA가 검출되지 않는 비특이한 경우는 HMMER’s 
hmmsearch program (http://hmmer.org/)을 사용하여 감지하였다. DUDE- Seq를 사용하여 Miseq sequencing 분석 과정 
중 발생하는 무작위적 오류를 제거하고, 중복되지 않은 단편은 UCLUST 클러스터링으로 추출하였다. 분류학적 동
정을 수행하기 위해 vsearch 프로그램(https://github.com/torognes/vsearch)을 사용하였으며, 유사성이 97% 보다 낮은 
단편에서 키메라 서열을 확인하기 위해 non-chimeric 16S rRNA database를 사용하였다. 종 수준(유사율 97%)으로 
식별되지 않은 단편들을 편집하고, 추가적인 OTUs를 생성하기 위해 de-novo 클러스팅을 수행하는데 UCLUST를 
사용하였다.
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Results and Discussion

송이 내생미생물의 16S rRNA 유전자 염기서열분석

경북 포항시 북구 청하면 상대리 산213, 17임반 소나무림에서 3개의 송이 시료로부터 평균 11,661개의 단편을 
얻었다. 이 중, 분석에 사용할 수 있는 유효 단편(valid read)은 시료 당 평균 5,073개였으며, 유효 단편의 평균 길이
는 456 bp였다. 각 송이 시료 당 문 다양도는 32 - 35으로 나타났다. 각 송이의 내생미생물을 구성하는 문 중에서는 
Firmicutes가 평균 45.92%, Proteobacteria가 평균 27.47% 점유하면서 송이내에서 우점하는 것으로 나타났다.

송이 내생미생물 군집의 비교 분석

송이 내 박테리아 문(phylum)의 비율

송이 내 문(phylum) 수준의 다양도를 분석한 결과 3개체의 송이 내에는 평균 33.3개의 문이 존재하는 것으로 나타났다.
송이 시료 내 Firmicutes 문은 평균 45.9%이며 송이 내생미생물의 가장 많은 비율을 차지한다. 다음으로 Proteobacteria 문
이 평균 27.5%, Bacteroidetes 평균 16.9%, Actinobacteria 평균 4.6%, Verrucomicrobia 평균 2.8%로 나타났다. 1% 미만의 비율을 
가진 문은 Acidobacteria, Cyanobacteria, Planctomycetes, Tenericutes 등으로, 이들은 Other로 분류하여 평균 2.3%로 나타났다
(Fig. 2A).

Fig. 2. (A) Average phylum ratio of three pine mushrooms. (B) Average class of Proteobacteria ratio of three 
pine mushrooms. (C) Average family ratio of three pine mushrooms.
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PM1에서는 주된 문(phylum)은 5개 그룹으로 나눌 수 있었다. 가장 큰 비율은 Firmicutes (59.6%)로 나타났고, 그 다
음으로 Bacteroidetes (19.5%), Proteobacteria (9.4%), Actinobacteria (4.8%), Errucomicrobia (4.1%)와 같은 순서로 나타났다. 
PM2에서는 Firmicutes (58.7%)가 가장 큰 비율로 나타났으며, 그 다음으로 Bacteroidetes (19.7%), Proteobacteria (8.4%), 
Actinobacteria (7.1%), Verrucomicrobia (2.9%)와 같은 순서로 나타났다. PM3에서는 가장 큰 비율로 Proteobacteria 
(68.4%), 다음 순서로 Firmicutes (16.8%), Bacteroidetes (10.9%), Actinobacteria (1.7%), Verrucomicrobia (1.2%)와 같이 나
타났다(Fig. 3).

Fig. 3. (A) Percentage of bacteria phylum in pine mushrooms. (B) Standard error of the mean (SEM) of 
phylum in pine mushrooms.

PM3의 Proteobacteria의 강(class), 목(order)

PM3은 PM1과 PM2와 다른 구성비를 보이는데(Fig. 3 - Fig. 6), Proteobacteria 문의 비율이 상당히 높았다(Fig. 3A). 
일반적으로 Proteobacteria의 강(class)은 α-, β-, δ-, γ-, ε-, ζ-proteobacteria로 구성된다. 세 송이 내 Proteobacteria 문의 평균 
강(class)의 비율은 γ-proteobacteria 강이 평균 54%, β-proteobacteria 평균 37%, α-proteobacteria 평균 6%, δ-proteobacteria 
평균 2%, ζ-proteobacteria가 평균 0% 순으로 나타났다(Fig. 2B). PM3 내 Proteobacteria의 강은 γ-proteobacteria (58.92%)
와 β-proteobacteria (39.78%)가 두드러졌다. 나머지 강은 2% 미만이다(Fig. 4).

PM3 내 가장 큰 비율을 가지는 강(class)인 γ-proteobacteria는 Pseudomonadales 목(order)을 97.93%로 가장 많이 가졌
다(Fig. 5A). 그 다음으로 큰 β-proteobacteria 강은 Burkholderiales 목(order)이 99.58%로 대부분을 차지했다(Fig. 5B).
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Fig. 4. (A) Percentage of Proteobacteria class in pine mushrooms. (B) Standard error of the mean (SEM) of 
Proteobacteria class in pine mushrooms.

Fig. 5. (A) Percentage of γ-proteobacteria order in pine mushrooms. (B) Percentage of β-proteobacteria 
order in pine mushrooms.
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송이 내 박테리아 과(family)의 비율

송이 시료 내 Ruminococcaceae과가 평균17%으로 송이 내에서 가장 많은 비율을 차지한다. 다음으로 Pseudomonadaceae 
평균13%, Burkholderiaceae 평균7.5%, Bacteroidaceae 평균7.3%, Lachnospiraceae 평균6%, Clostridiaceae 평균6% 순으로 나타났
다(Fig. 2C).

PM1에서 주된 과로 5그룹이 나왔다. PM1 내에서 가장 큰 비율을 차지하는 과는 Ruminococcaceae (22.84%)였다. 
다음으로 Bacteroidaceae (9.08%), Lachnospiraceae (8.24%), Clostridiaceae (7.79%), Rikenellaceae (5.65%)순이었다. 4% 이
하를 차지하는 과들은 Other (46.4%)로 분류하였다. PM2에서 주된 과로 5개 그룹으로 나누어 졌으며, PM1과 비슷한 
양상을 가진 것으로 나타났다. PM2 내에서 가장 큰 비율을 차지하는 과는 Ruminococcaceae (21.74%) 였다. 다음으로 
Bacteroidaceae (9.31%), Lachnospiraceae (8.13%), Clostridiaceae (8.04%), Rikenellaceae (6.51%)순이었다. 4% 이하를 차지
하는 과들은 Other (46.27%)로 분류했다. PM3에서 주된 과로 5그룹이 나왔다. PM3 내에서 가장 큰 비율을 차지하는 
과는 Pseudomonadaceae (38.72%)이며, 다음으로 Burkholderiaceae (20.27%), Ruminococcaceae (6.56%), Oxalobacteraceae 
(6.54%), Sphingobacteriaceae (4.84%)순이었다. 4% 이하를 차지하는 과들은 Other (23.07%)로 분류했다(Fig. 6).

Fig. 6. (A) Percentage of bacteria family in pine mushrooms. (B) Standard error of the mean (SEM) of family 
in pine mushrooms.
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Conclusion
세 개체의 송이버섯 내 마이크로바이옴을 조사한 결과, 문(phylum) 수준에서 평균 Firmicutes문이 가장 많은 비율
을 차지하였으며, 다음으로 Proteobacteria, Bacteroidetes, Actinobacteria, Verrucomicrobia 순으로 나타났다. 그러나 개체 
각각을 보면 PM1과 PM2는 대체로 비슷한 비율의 문이 존재하였지만, PM3은 PM1, PM2와 전혀 다른 비율의 문이 
존재하는 것으로 나타났다.

PM1과 PM2에서 우점하고 있는 Firmicutes문의 Ruminococcaceae과는 사람과 동물의 내장에 많이 분포하고 있다
(Tap et al., 2009; Ma et al., 2019). Ruminococcaceae과의 일부 종은 식물 세포벽의 주성분인 cellulose를 분해할 수 있
는 cellulase를 생성하는 것으로 알려져 있다(Brulc et al., 1948; Biddle et al., 2013). 송이는 소나무의 근권에서 균환
을 형성하는 외생균근균이며, cellulose 활성이 탁월하다는 결과가 보고된 바 있다(Jeon et al., 2012). 이를 바탕으로, 
Ruminococcaceae과의 미생물이 cellulose를 분해하여 송이의 소나무 근권 활착에 도움을 주는 것으로 사료된다.
송이버섯의 균환 내 미생물 다양성에서 Proteobacteria가 우점하는 연구결과가 보고된 바 있다(Kim et al., 

2014). 또한 송이버섯 국내외 연구결과에서 Proteobacteria 문의 비중이 타 미생물 문보다 높았으며, PM3와 같이 
Pseudomonadaceae과가 가장 큰 비중을 가진다는 결과가 나타났다(Li et al., 2015; Oh et al., 2018). PM3에서 가장 큰 비
율을 가지는 목인 Pseudomonadales의 기준이 되는 속은 Pseudomonas이며, 일부 종은 사람을 포함한 식물과 동물에 
질병을 일으킬 수 있다(Sadikot et al., 2005; Stoyanova, 2014; Xin et al., 2018). 또한, 버섯에 병원성을 나타내는 종도 발
견된 바 있다(Raine et al., 1991). 다음으로 많은 Burkholderiales 목의 기준이 되는 속은 Burkholderia이며, 이 속의 특정 
균주는 식물 생장을 촉진하는 것으로 알려져 있다(Suárez-Moreno et al., 2012). 그러나 Burkholderia 속의 많은 종이 식
물이나 동물의 병원체인 것으로 알려져 있다(O’Carroll et al., 2003; Ura et al., 2006). 따라서 PM3의 경우, 토양에 의해 
병원성 미생물에 감염됐거나 연구실로 옮기는 중 오염이 발생했다고 추측할 수 있다. 정상적인 송이는 PM1과 PM2 
같은 마이크로바이옴을 가질 것으로 예측된다.
본 연구 결과를 토대로 PM1과 PM2에서 송이 내 주된 마이크로바이옴을 알 수 있었으며, 이는 송이의 생육 및 생
산과 연관성이 있는 미생물-바이오마커를 찾는 데 활용될 수 있을 것이다. 그러나 송이가 고가의 임산물이라는 점
에서 적은 개체만이 연구에 사용되었다. 이는 PM3과 같은 결과를 나타낼 수 있음으로 향후 연구에서는 좀 더 많은 
개체에 대한 조사가 필요할 것이다. 또한 세균은 송이 내 생물 다양성의 일부이며, 송이의 생태적 특성을 전반적으
로 파악하기 위해서는 송이와 토양 균류에 대한 분석이 병합되어 수행되어야 할 것이다.
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