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Growth-promoting effect on Tricholoma matsutake mycelium by 
Terrabacteria isolated from pine mushroom habitats in Korea

Doo-Ho Choi, Jae-Gu Han, Kang-Hyo Lee, and Gi-Hong An*

Mushroom Research Division, National Institute of Horticultural and Herbal Science, RDA, Eumseong, Chungbuk 27709

ABSTRACT: To cultivate pine mushroom (Tricholoma matsutake) artificially, co-cultivation with microorganisms has been
introduced. Here, experiments were performed to assess the growth-promoting effect of bacteria on T. matsutake mycelia.
Bacteria were isolated from soil samples collected in Yangyang County, Korea. Four of the bacterial isolates (Y22_B06, Y22_B11,
Y22_B18, and Y22_B22) exhibited a growth-promoting effect on T. matsutake mycelia (154.67%, 125.91%, 134.06%, and
158.28%, respectively). To analyze the characteristics of the bacteria, especially the antifungal activity, -amylase and cellulase
activity assays were performed. In comparison with the controls, the isolated bacteria exhibited low -amylase and cellulase
activity. 16S rRNA gene sequencing was performed to identify the four bacterial isolates. The isolates belonged to the
Terrabacteria group and were identified as Microbacterium paraoxydans, Paenibacillus castaneae, Peribacillus frigoritolerans, and P.
butanolivorans. These bacterial isolates are expected to have contributed to the growth promotion of T. matsutake mycelia and
the artificial cultivation of T. matsutake.
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송이버섯은 동아시아에서 대표적인 기호식품 중 하나로

사람들에게 많은 사랑을 받아왔다 (Amend et al., 2010).

여타 다른 외생균근성 버섯들과 유사하게, 송이버섯은 그

기주식물인 소나무의 뿌리로부터 영양을 공급 받는 공생

적 관계를 형성하고 있다 (Yamanaka et al., 2014). 그러

나 채집에만 의존하는 송이버섯의 생산량이 지속적으로

줄고 있으며 (van gevelt, 2014; Wang et al., 2017;

Yamanaka et al., 2020), 국내 생산량의 경우 최근인 2021

년도 생산량이 170 톤으로 1985년도 생산량인 1,313 톤

보다 그 양이 급감한 것이 확인되었다. 송이버섯의 생산

량을 높이기 위한 다양한 시도들이 진행되고 있으며 최근

에는 국내에서 송이균을 접종시킨 소나무 유묘를 이용한

인공재배에 성과를 보였다 (Ka et al., 2018). 그러나 해당

인공재배법은 기주식물에 의존성이 크다는 점과 더불어

배양까지 걸리는 시간이 길다는 한계를 가지고 있다.

송이균의 직접적인 접종 이외에 송이와 미생물간 상호

작용을 통한 송이버섯의 인공재배 실험 또한 진행되고 있

다. 외생균근성 버섯의 균사체가 주변 미생물들과의 공생

관계를 통해 생장이 촉진된다는 사례를 바탕으로 (Kiers

et al., 2011), 송이 균사체와 그 주변 미생물군집간의 관

계성을 중심으로 생장촉진 실험이 발표되어 왔다 (Oh et

al., 2018a, Oh et al., 2018b). 이에 2022년도 7월에 확보

된 송이 근권토양 유래 미생물들을 이용한 송이 균사체
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생장촉진 실험을 진행하였다.

모든 실험은 3회 반복을 수행하였으며 확보된 데이터는

GraphPad Prism과 InStat V.3 (GraphPad, San Diego, CA,

USA)를 이용하여 통계처리 및 분석이 진행되었다. 실험 평균

치에 대한 유의성 검사는 student’s t-test를 통해 진행되었다.

본 실험은 2022년도 7월 강원도 양양의 군락지로부터

확보한 송이버섯과 그 근권토양 샘플을 이용하여 진행되

었다. 확보된 토양샘플들은 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 배양시

켜 진균을 배제한 상태로 세균을 배양하였다. 25
o

C, 암상

태의 배양조건에서 2 ~ 5 일간의 배양 과정을 통해 세균

배양체들을 확보하였다.

세균 배양체에 의한 송이 균사체 생장 촉진확인은 기존

의 사례와의 비교를 위해 같은 조건에서 진행되었다 (Oh

et al., 2018a). 송이 균사체 조직을 Tricholoma matsutake

media (TMM) (glucose 20 g/L, yeast extract 1.5 g/L,

soytone 1.5 g/L, agar 20 g/L) 배지 중앙에 위치시킨 후,

균사체를 중심으로 15 mm 떨어진 지점에 30 mm 길이의

세균 배양체 획선을 그렸다. 25
o

C, 암상태의 조건에서 1

개월간 대치배양이 진행되었으며 송이 균사체에 대한 세

균의 생장촉진 여부는 아무런 처리도 되지 않은 송이 균

사체 조직을 대조구를 대상으로 균사 생장면적이 15%이

상 더 클 경우로 상정하였다. 배양 결과, 4점의 세균 배양

체들 (Y22_B06, Y22_B11, Y22_B18, Y22_B22)이 대조

구 대비 각각 154.67%, 125.91%, 134.06%, 158.28%의

송이 균사체 생장면적 결과를 보였다 (그림 1). 생장촉진

을 일으킨 4점의 세균 배양체들의 생장면적 결과를 대상

으로 한 유의성 검사에서는, Y22_B06과 Y22_B18 그리

고 Y22_B11과 Y22_B22 사이에서만 유의미한 차이를 보

이지 않았으며 (P>0.05), 이외에는 대조구를 포함하여 모

두 유의미한 차이를 기록하였다 (P<0.05).

토양 미생물군집에서 세균과 진균은 주요구성인자로써

서로 상생하거나 경쟁관계에 있기도 한다 (Leigh et al.,

2011). 이에 세균은 휘발성 물질 등을 이용한 항진균성 활

동을 일으켜서 경쟁자가 되는 진균의 생장을 억제한다

(Netzker et al., 2020). 본 실험에서는 이러한 항진균성의

확인을 목표로 확보된 세균들을 대상으로 진균의 세포벽

을 분해하는 것으로 알려진 α-Amylase와 cellulase의 활

성도 측정을 진행하였다. 준비된 세균 배양액을 대상으로,

α-Amylase의 활성도는 녹말로부터 분해되어 생성되는

maltose의 양을 측정하여 확인하였다 (Bhanja et al., 2009).

Cellulase의 활성은 carboxymethyl-cellulose (CMC)에 대한

분해정도로 그 활성 정도를 평가하였다 (Ang et al.,

2013). 활성 평가를 위해 1.0% (w/v) 농도의 CMC에 대

한 CMCase의 분해작용을 통해 생성되는 glucose와 같은

환원당 말단의 양을 측정함으로써 CMCase의 활성, 더 나

아가 cellulase의 활성을 평가하였다. 두 활성도 측정에서

모두 3,5-dinitrosalicylic acid (DNS)를 이용하였으며,

540 nm 파장에서의 활성도를 통해 효소활성을 측정하였

다. 측정된 세균 배양액들의 활성도들은 항진균성이 확인

된 송이 배양액이 든 양성 대조구와 증류수가 든 음성 대

조구와 효소활성도를 측정하였다 (그림 2). 측정 결과, 모든

Fig. 1. Comparison of growth effect on Tricholoma matsutake mycelium by bacteria. The lowercase letters (a-c) denote a
significant difference by the student’s t-test (P<0.05). Same lowercase letters denote a no significant difference (P>0.05).

Fig. 2. α-Amylase activity and cellulase activity of bacterial
cultures from the soil around Tricholoma matsutake. An
asterisk (*) denotes a significant difference by the student’s t-
test (P<0.05).
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세균 배양액들이 양성 대조구보다 매우 낮은 수치를 보이

는 것을 확인하였으며, 이를 통해 본 실험에서 확보한 4점

의 세균들은 항진균성 작용이 낮은 것으로 판단된다.

확보된 4점의 세균들에 균 동정을 진행하기 위해 세균

유전서열 내 16S rRNA 영역을 대상으로 서열 분석이 진

행되었다 (Clarridge, 2004). 분석이 완료된 유전 서열은

National Center for Biotechnology Information (NCBI)

BLASTn program을 통해 균주명을 확인하였다 (Visagie

et al., 2014). BLASTn 결과, 4점의 세균들은 모두

Terrabacteria group에 속하는 것을 확인하였으며, 각각의

세균들은 다음의 균들과 연관성을 보였다; Y22_B06은

Microbacterium paraoxydans와 99.78%의 연관성을,

Y22_B11은 Paenibacillus castaneae와 100%의 연관성을,

Y22_B18과 Y22_B22는 각각 Peribacillus frigoritolerans

와 Per. butanolivorans에 대해 100%의 연관성을 보였다.

확보된 세균과 동정결과의 유연관계를 확인하기 위해

Molecular Evolutionary Genetics Analysis (MEGA) 7

software의 Neighbor joining phylogenetic tree를 제작하

였으며 Thermotoga maritima와 Aquifex pyrophilus을

outgroup으로 설정하였다 (Kumar et al., 2016) (그림3).

확인된 세균 배양체들에 의한 송이 균사체 생장촉진은

Paenibacillus 속을 제외하고는 보고된 사례가 없었으며

(Oh et al., 2018b), 기존의 보고된 사례들과의 비교를 통

해 송이의 균사 뿐만 아니라 송이버섯 자체의 생장촉진에

유효할 가능성이 있기에, 이에 대한 추가적인 확인 실험

이 필요하다.

적 요

송이버섯을 인공재배하기 위하여 송이 근권토양의 미생

물을 활용하여 본 실험을 진행하였다. 본 실험은 송이의

자실체가 나오기 전인 7월의 토양으로부터 세균을 확보하

여 진행되었으며 총 4점의 세균에 대해 송이 균사체 생장

촉진을 확인하였다. 확보된 세균들, Y22_B06, Y22_B11,

Y22_B18, Y22_B22는 각각 송이 균사의 면적을 각각

154.67%, 125.91%, 134.06%, 158.28%로 생장시키는 것

으로 확인되었다. 또한 해당 균들에 대한 동정도 이뤄졌

으며 각각 Mic. paraoxydans, Pae. castaneae, Per.

frigoritolerans, Per. butanolivorans 로 확인되었으며, 이

중 Paenibacillus 속을 제외하고는 송이 균사체 생장촉진

사례가 보고되지 않았다. 본 실험의 결과를 동일한 실험

조건인 기존 사례(Oh et al., 2018a)와 비교하였으며, Pae.

latus에 의한 230%의 송이 균사 생장촉진의 사례 등과 비

교하면 그 생장촉진능은 떨어진다고 볼 수 있다. 또한 세

균 자체에 의한 항진균성이 낮아 송이 근권토양에서 진균

과의 경쟁에서 우위에 있다고 보기 힘들다. 그러나 송이

균사체에 대해 유의미한 생장촉진을 이끌어냈기에 본 실

험의 세균 4점은 송이 생장 촉진에 대한 유효성이 있다고

판단되며 해당 세균을 이용한 배양액을 직접적으로 송이

균사체 혹은 송이 자실체에 적용하였을 경우 송이 생장에

긍정적인 영향을 끼칠 것으로 기대되며 이에 대한 추가적

인 실험이 진행되어야 할 필요가 있다.
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