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가든식물 수호초(Pachysandra terminalis)로부터 
Paraconiothyrium brasiliense의 분리 및 동정
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brasiliense from Garden Plant Pachysandra terminalis
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ABSTRACT : A fungal isolate DUCC5000 from a garden plant Pachysandra terminalis was identified as Paraconiothyrium
brasiliense based on the results of morphological and molecular studies. The fungus formed brown to black conidiomata of (0.2-
0.7)-2(-3.5) mm singly or as a group on PDA. Conidia measured 2-5×1.8-3 µm in size, hyaline, ellipsoid to short-cylindrical, and
rounded at both ends. The internal transcribed spacer (ITS) DNA of the isolate shared 100% nucleotide sequence homology with
those of known P. brasiliense isolates. Phylogenetic tree inferred from the ITS sequence analysis showed that the DUCC5000
isolate formed a clade with known isolates of P. brasiliense. The fungal mycelia grew better on oatmeal agar than on MEA and
PDA. On PDA media under various pH conditions, fungal mycelial growth was observed at pH 9. Colony morphology of the
fungus tended to alter depending on the kinds of nutrient media and pH condition. On chromagenic media, the fungus
demonstrated its ability to produce extracellular enzymes including amyalse, avicelase, β-glucosidase, protease, and xylanase.
However, in pathogenicity testing, no disease symptoms were observed on the leaves of P. terminalis. This strain is the first report
on P. terminalis in Korea.
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서 론

최근 환경에 대한 관심이 증가함에 따라 조경식물에 대
한 수요가 늘고 있다[1]. 특히 현대화된 도시의 생태를 위
해서 거주지역의 주택 및 도로 환경은 자연미와 쾌적한 느
낌을 위해 조경식물의 식재를 더 필요로 하고 있다. 우리나

라의 주택 환경에서 널리 심어지고 있는 정원식물인 수호
초는 분류학상 회양목과(Buxaceae)에 속하는 식물로서 영
명은 Japanese spurge이고 학명은 Pachysandra terminalis
이다[2]. 이 식물의 원산지는 일본이며, 자생 분포지역은 한
국, 일본, 사할린섬, 중국 등으로 알려져 있다. 개화기가 4
~5월인 이 식물의 꽃은 이삭모양의 흰색이며 수술이 큰 특
징을 지니고 있는데 열매는 핵과로서 달걀 모양을 하고 있
다. 빛에 대한 특성은 내음성으로 음지 혹은 반음지에서도
잘 자라며 넓게 깔리며 자라기 때문에 피복식물로 잘 알려
져 있다. 수호초는 재배하기 편리하여 상자나 용기에 담아
키우기도 하며 화단에 피복시켜 녹색 환경을 조성하는데
많이 이용하고 있다. 따라서 주로 식재되는 위치는 도로변
화단, 공원, 아파트 단지 및 건물 주변, 신규 도로 조성지의
절개지이며, 녹지대 조성과 법면 식재용으로도 쓰이고 있
다. 또한 더위나 추위에 잘 견디고 사시사철 푸른 특성으로
인하여 환경적응성이 강하고 번식력이 좋은 식물로 각광을
받고 있다. 수호초는 이러한 유용한 특성에 따라 최근 영국
왕립원예협회에서 수상을 받은 ‘바리에가카(Variegata)’ 품
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종을 비롯 현재 여러 가지 품종이 있는 것으로 알려져 있다.
최근 나고야 의정서 발효시점을 앞두면서 자생식물의
이용이 무엇보다 절실한 시점에서 자생식물인 수호초는 비
록 화려하진 않지만 정원적인 정취와 자연미 형성을 위해
그 가치가 증가하고 있고 이용도도 증가되고 있다. 이에 따
라 수호초에 대한 국내의 연구도 점차 증가하고 있는데 환
경원예학 측면에서는 생장에 영향을 미치는 환경적 요인
에 관한 연구 보고[3]와 도심중심 지역의 지붕에 적합한
피복식물로서 그 활용 가치가 보고되었다[4,5]. 균학적 측
면에서는 잎마름병을 일으키는 Psedonectria pachysandri-
cola 균에 대한 국내의 보고[6]와 잎마름병(Volutella bli-
ght)을 일으키는 Volutella pachysandricola균에 대한 국외
보고가 있다[7]. 본 연구에서는 수호초 잎으로부터 분리된
국내 미기록 종인 Paraconiothyrium brasiliense에 대한 동
정과 특성에 대해 보고하고자 한다.

재료 및 방법

DUCC5000 균주의 순수분리
본 연구에 사용된 수호초 잎은 충청남도 천안시 신부동
에 위치한 아파트 단지 근처화단에서 마르고 갈변하는 병
징 같은 것이 생긴 수호초 잎을 발견하여 채취하고 실험실
로 가져와 균분리를 시도하였다(Fig. 1). 채집한 수호초 잎
에 병징으로 추정되는 부위를 대상으로 멸균시킨 메스를
이용하여 약 1 cm × 1 cm 크기로 절취하여 절편시료를 준
비하였다. 절편시료는 5% 락스 용액에 담가 30초간 표면
소독하고 나서 멸균수를 이용하여 1분간 세척 후 100%
ethanol로 30초간 다시 표면소독을 하였다. 재소독한 절편
시료는 멸균수를 이용하여 다시 1분간 세척하였다. 세척한
잎 절편시료는 생물안전캐비넷에서 표면의 물기가 증발하
도록 자연건조시킨 다음 Potato Dextrose Agar (Difco, De-
troit, MI, USA) 배지 위에 치상하였다. 절편 잎을 치상한
배지는 25oC 배양기에서 2일간 배양시켰고 잎 시료 절편에
서 배지로 자라나온 균사는 살균 needle을 이용하여 분리
후 새로운 PDA배지에 접종하고 25oC에서 배양하면서 자

라난 균을 순수분리하였다. 순수분리된 균주는 2 mL tube
에 10% glycerol과 함께 넣어준 후 -80oC 냉동기에 보관시
키면서 본 실험에 사용하였다.

형태학적 및 분자적 동정
분리 균주들은 PDA에서 동일한 균총 형태를 가지고 있
어서 한 가지 종으로 판단되어 1개 균주를 DUCC5000로
균주 번호를 부여하고 24oC에서 배양하면서 주기적으로 형
태적 특성을 관찰하였다. 미세구조 관찰은 해부현미경(SZ
61, Olympus, USA)과 광학현미경(Axioskop40, Carl Zeiss,
Jena, Germany)을 이용하여 관찰하였고 초미세구조는 주사
전자현미경(scanning electron microscope, SEM, Hitachi
S-4300; Hitachi, Tokyo, Japan)을 이용하여 Tang et al.[8]
의 연구에 기술된 방법으로 시료를 처리하고 관찰하였다.
관찰 시료의 건조는 Hitachi critical point drier로 하였고
Hitachi E-1030 ion sputter를 이용하여 platinum palladium
으로 50초 간 코팅 후 15.0 kV 전압으로 관찰하였다.
분자생물학적 동정을 위해서는 분리 균주를 셀로판을 깐

PDA배지에 접종하고 24oC에서 14일간 배양 후 자라난 균
사를 수확하여 Kim et al.[9]의 drilling 방법에 따라 geno-
mic DNA를 추출하였다. 추출한 genomic DNA를 template
로 하고 ITS1과 ITS4 primer를 이용하여 polymer chain
reaction(PCR) 수행하여 internal transcribed spacer region
(ITS) DNA를 증폭하였다[10]. 증폭조건은 Tang et al.[8]의
연구에 사용된 조건과 같으며 증폭된 PCR 산물은 0.7%
agarose gel 전기영동을 통해 확인하였고 NAVIGenTM PCR
Purification Kit를 사용해 DNA를 정제하고 MACROGEN
(Seoul, Korea)사에 염기서열 분석을 의뢰하였다. 분석된 염
기서열을 미국 National Center for Biotechnology Infor-
mation (http://www.ncbi.nlm.nih.gov)의 웹 기반 프로그램
인 BLAST 프로그램을 활용하여 기존에 알려진 진균의 유
사 염기서열과 homology를 탐색 비교하였다.

계통분석학적 분석
계통분석을 위해서는 homology를 보이는 유사 균류의

ITS 염기서열을 reference 서열로 하고 서열은 NCBI의
GenBank에서 내려 받아 사용하였다. DUCC5000 균주의
염기서열과 reference 서열은 Cluster X program[11]을 이
용 다중 염기서열 alignment를 진행하였고 MEGA 5 Pro-
gram[12]으로 phylogenetic tree를 작성해 계통 간의 유연
관계를 분석하였다. Tree 제조는 ITS region 염기서열 기준
으로 neighbor joining법[13]을 이용하고 tree의 clade 신뢰
도를 위해서는 1000번의 bootstrapping 분석을 수행하였다.

DUCC5000 생장 특성 조사
균사의 생장 특성을 조사하기 위해서는 서로 다른 pH 조
건과 영양배지에서 균사 생장을 조사 비교하였다. 적합한
pH 조건을 파악하기 위해서는 PDA배지를 기본배지로 하

Fig. 1. Photograph of Pachysandra terminalis plants sampled
for this study (A). A sampled leaf with brown and discolored
parts (B).



264 최민아·박승준·안금란·김성환

고 pH 4에서 pH 9로 조절하여 배지를 만들어 사용하였다.
영양배지 시험을 위해서는 PDA, oatmeal agar, 1% malt
extract agar (MEA) 배지를 각각 사용하였다. 접종된 균은
24oC에서 10일간 배양한 후 균사의 길이를 측정해 생장을
비교하였다. 실험은 5반복으로 수행하였다.

세포외효소(extracellular enzyme) 분비 능력 검정
세포가 가지고 있는 특성 검정으로서 세포외효소 분비
검정은 chroma 반응배지에 접종하여 자라면서 효소반응의
결과로 형성되는 clear zone의 크기를 측정하여 분석하였
다. 검정하고자 하는 세포외효소는 amylase, avicellase, β-
glucosidase, CM cellulase, pectinase, xylanase, proteinase
등 7가지를 대상으로 조사하였다. Chroma 반응배지의 조
성은 proteinase를 제외하고서는 공통적으로 질소원으로서
0.1% yeast nitrogen base (Difco, USA)와 유일 탄소원으로
서 0.5%의 starch from potato (Sigma, USA), Avicel PH-
101 (Fluka, Switzerland), D-cellobiose (Sigma, USA), CM-
cellulose (Sigma, USA), Polygalacturonic acid (MP Bio-
medical, France), Xylan oat spelts (Sigma, USA)를 각각 첨
가하고 1.5% agar를 사용하여 고형화하였다. 발색반응을
위해서는 0.5% Congo Red dye를 첨가하여 구성하였다.
Proteinase 검정을 위해서는 skim milk (Sigma, USA)를
사용하였으며, 다른 효소배지와 다르게 질소원 및 탄소원,
0.5% Congo Red dye를 넣어주지 않으며 2% agar 조성으
로 배지를 만들어 사용하였다[14]. 발색반응은 각 Chroma
반응배지에 균을 접종하고 24oC에서 10일간 배양시킨 다
음 변화된 환의 길이와 자란 균사의 길이를 측정해 비교하
였다.

병원성 테스트
병원성 테스트용 수호초는 대림원예 회사에서 무병의 수
호초를 포트상태로 분양 받아 온실에서 2주일간 키운 다음
접종에 사용하였다. 진균 접종원으로는 DUCC5000 균주를
24oC PDA에서 35일 키운 후 살균 증류수를 이용하여 포자
현탁액(최종농도 1×106 spores/ml)을 조제하였고, 포자현탁
액에 전착제로서 Tween20 (Sigma, Co., Germany)을 0.01%
가 되도록 첨가하였다. 수호초 잎은 살균된 바늘로 여섯 군
데 상처를 낸 후 포자현탁액 10 µL 접종하였고[15], 이틀
간격으로 총 14일간 병 발생 여부를 관찰하였다. 대조 처리
구에서는 멸균수 10 µL를 동일하게 접종하였다.

결과 및 고찰

형태학적 동정
PDA에 배양된 DUCC5000 균주를 2주 후 관찰하였을 때
균총은 균사가 균일하게 자라나는 모양으로서 pale yellow
에 가까운 색을 연하게 나타내면서 솜 구조처럼 자랐다
(Fig. 2A-B). 균사는 가늘고 흰색이며 느리게 생장하였다.

광학현미경으로 관찰 시 균사체 외에 다른 특이적 구조는
보이지 않았다. 4주 째 되어서 검은 덩어리 모양의 구조가
배지 위에 형성되었고 배지상에서 형성되는 위치와 그 크
기 그리고 모양이 불규칙하게 나타났다(Fig. 2C). 검은 덩
어리로부터 시료를 떠서 광학현미경으로 관찰한 결과 타원
형의 둥근 포자가 보였고 포자주변에는 점액 물질로 인한
환이 존재하였다(Fig. 2). 포자는 단세포 구조로 크기는 약
5-6 × 1.2-2 m였다. 초미세구조 관찰을 위해 주사전자현미
경으로 관찰한 결과, DUCC5000는 2주 배양된 균사의 경
우 약 2.5-3 µm의 굵기를 가지고 있었다(Fig. 3). 분생포자
(Conidia)가 생겨난 검은 덩어리는 조직이 도출되는 구조와
돌출된 구조의 상단 부분에 구멍이 존재하였다(Fig. 3B). 구
멍은 매끈하였고 강모 같은 구조는 존재하지 않았다. 그러
나 검은 덩어리는 균사가 치밀하게 형성된 조직이었으나

Fig. 2. Colony and microstructure shapes of DUCC5000
isolate from Pachysadra terminalis. A, B: Top and back side
of culture plate after the growth on PDA for 14 days. C:
Conidiomata formed on the surface of PDA after the growth
for 35 days. D, E: Conidia. Bar in photo E is 3 m.

Fig. 3. SEM images of DUCC5000. A: Mycelia 14 days after
the growth on PDA. Bar: 100 µm. B: Conidiomata observed
35 days after the growth on PDA. Bar: 200 µm. Arrow indi-
cates an opened hole.
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자낭을 담고 있지 않았다. 이에 따라 앞서 관찰된 포자는
분생포자로 사료되었다. 그 결과 분생포자가 돌출된 조직
이 터지면서 구멍이 생기고 그 구멍으로 분생포자가 나온
것으로 보여진다. 이러한 성상은 blist-like 구조를 지닌 자
실체를 형성하는 Coelomycete 특징을 보이고 있다. 따라서
검은 덩어리는 Conidiomata로 추정되었다. Conidiomata는
생성 시기에 따라 짙은 갈색에서 흑색을 띄었고 배지 표면
에 평평하게 형성되거나 배지를 약간 파고들면서 형성되어
상단으로 돌출하거나 특성을 보였다. 한 개 또는 여러 개가
뭉쳐서 나타나기도 하는데 구멍으로 포자가 나오는 것으로
볼 때 내부에 분생포자를 만드는 구조가 존재할 것으로 추
정된다. 그러나 내부가 보이지 않아 확인하지 못하였다. 향

후 병자각 같은 구조 존재에 대해서 투과전자현미경 등을
이용한 해부학적 연구가 좀더 필요하다. 이러한 표면적인
형태학적인 특징은 Verkley et al.[16]이 보고한 Paraconio-
thyrium brasiliense의 형태적 특성과 유사하였다(Table 1).

분자생물학적 동정
DUCC5000 균주를 좀 더 정확히 동정하고자 ITS region
염기서열을 이용하여 분자생물학적 동정을 수행한 결과
GenBank DNA database 상에서 Paraconiothyrium brasili-
ense의 ITS region 염기서열과 100% 상동성을 보였다. 분리
된 균주의 계통유전학적 위치를 P. brasilieunse, P. variabile,
P. africanum, P. cyclothyriodes, P. estuarinum, P. hawaiiense,

Table 1. Morphological comparison of conidiomata and conidia between DUCC5000 and of P. brasiliense CBS100299

Isolate DUCC5000 CBS100299[16]

Conidiomata

color dark brown to black dark brown to black

shape unregulated, with a single cavity unregulated, with a single cavity

diam size (0.2-)0.7-2(-3.5) mm (0.2-)0.5-2(-3) mm

Conidia

color hyaline hyaline

size 2-5 × 1.8-3 µm 2.8-4.5 × 1.8-3 µm

shape ellipsoid to short-cylindrical, rounded at both ends ellipsoid to short-cylindrical, rounded at both

Fig. 4. Phylogenetic tree of Paraconiothyrium inferred by neighbor joining analysis based on ITS rDNA sequence data. Boot-
strap value is given under the node. Species clades are indicated by vertical bars.
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Paraconiothyrium sp. 등과 같이 MEGA5 program을 이용
해 분석한 결과, DUCC5000 균주는 P. brasilieunse와 한
clade를 형성하였다(Fig. 4). 이러한 형태적, 분자생물학적
분석 결과를 바탕으로 DUCC5000 균주는 P. brasilieunse로
동정하였다. 그리하여 DUCC5000 균주의 ITS 염기서열을
GenBank에 KM520128 번호로 등록하였다. 균주는 국립생
물자원관에 기탁하였다(기탁번호 NIBREGC00130103).

DUCC5000 생육 특성조사
동정이 이루어진 후 pH 조건별 DUCC5000 균주의 PDA
배지에서의 특성 실험결과, 특이적이게도 알칼리 영역에서
균의 생장이 빨랐다. 산성인 pH 4, 약산성인 pH 5 조건에
서 DUCC5000은 균사의 생장이 저하되었고 배지를 파고들
어가는 현상을 보였으며 반면에 pH8-9에서 생장이 가장
좋고 균사들의 끝으로 뻗고 있는 균사체가 많이 있음을 관
찰해 볼 수 있었다(Fig. 5). 한 가지 주목할 사항은 pH 조건
별 실험에 나타난 균총의 형태이다. 초기 분리되었을 때와
다르게 중심부위로 갈수록 어두운 갈색, 가장자리로 갈수
록 하얀 균사체를 내는 것을 확인하였다. 이는 Fig. 2의
PDA 상에서의 생육 형태와 다른 모습이었다. 이는 pH 조
건 실험에 사용한 DUCC5000 균주를 -80oC 저장하였다가
사용하면서 나타났기 때문에 본 균은 pleomorphic한 특성
을 지니고 있는 것으로 판단된다.

MEA, oatmeal agar, PDA배지에서 생육을 비교한 결과
oatmeal agar 배지에서 가장 빠르게 생장을 나타내었고
MEA 배지에서 생장이 가장 늦었다(Fig. 6). Verkley et al.
[16]은 P. brasilieunse는 oatmeal agar배지에서 생장이 빠
르고 균사체가 원형으로 퍼져가며 자라고 중심부위가 담
갈색에서 어두운 암갈색을 띠고 가장자리로 갈수록 균사
체가 하얀색을 띄는 생장을 보인다고 했는데 본 연구에서
도 oatmeal agar배지에서 유사한 특성이 나타남을 수 있었
다(Fig. 6). 이러한 결과는 Fig. 2와 Fig. 5에서 보여준 PDA
상에서의 생육 형태와 다르게 자라는 결과와 더불어 볼 때

이 균은 배지에 따라, 그리고 저장 조건에 따라 균총 특성
이 다르게 나타나는 독특한 특성이 있음을 알 수 있었다.

세포외 효소 분비능력 검정
추가 특성조사로서 7가지 종류의 효소의 기질을 각각 첨
가한 chroma 반응배지에서 P. brasilieunse DUCC5000 균
주의 균사 생장을 조사한 결과 조사된 모든 배지에서 생육
이 가능하였다(Fig. 7). 그러나 세포외효소 분비로 형성되

Fig. 5. Mycelial growth (A) and colony morphology (B) of DUCC5000 at different pH conditions on PDA at 24oC for10 days.

Fig. 6. Mycelial growth (A) of DUCC5000 on MEA, oatmeal
agar, and PDA at 24oC for 10 days. B, C: Photos of the DUCC
5000 culture grown on oatmeal agar.
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는 clear zone 형성은 avicelase, β-glucosidase, xylanase,
pectinase, protenase 등의 기질을 첨가한 배지에서 뚜렷하
였다. 이중에 특히 β-glucosidase 기질인 D-cellobiose를 첨
가한 배지에서 clear zone 형성이 가장 크게 나타났다. 식물
세포벽 분해 효소인 CM-cellulase와 pectinase 등의 기질을
첨가한 배지에서 clear zone 형성은 나타나지 않았지만 배
지에서는 생육하는 것으로 보아 균사로부터 이들 세포외
효소의 분비는 소량이지만 일어 나는 것으로 판단되며 분
비와 동시에 균사 생장이 일어나 clear zone이 따로 눈에
관찰될 만큼 형성되지 않은 것으로 사료된다. 아직까지 P.
brasilieunse 부터 세포외효소의 형성에 대한 연구보고는 없
는 실정이기 때문에 본 연구에서 조사한 세포외효소 활성
에 대한 자료는 향후 이 균류의 특성을 이해하는데 유용할
것이다.

병원성 테스트 결과
대조군과 실험군을 비교했을 때 잎의 갈변 증상 같은 병
징은 유발되지 않았다. 이것으로 볼 때 DUCC5000이 강력
한 병원성을 가지고 있지는 않은 것으로 사료된다. 다른 연
구자에 의한 보고를 살펴보면 P. brasiliense는 브라질에서
커피나무, 남아프리카에서 복숭아 등 핵과류 나무에서 병
원균으로 분리되었다[16,17]. 그러나 직접적인 분리 보고는
아니지만 GenBank에 등록된 유전자를 탐색하였을 때 P.
brasiliense와 동일한 유전자 서열을 지니는 미동정 균류가
캐나다에서는 은행나무(DQ094168), 만주곰솔나무(Pinus
tabulaeformis, AY546076), 코니카가문비나무(Picea glauca,
AY561200, AY566890) 등에서 내생균으로 분리되었다[17].
그 외에도 미국에서는 마늘냉이(Alliaria petiolata, EF4322
67), 중국에서는 바다물고기인 Pennahia argentata(AJ6199
57), 일본에서는 습지표면 (AB 303550) 그리고 이태리 로
마에서는 변색된 단풍버즘나무(Platanus × acerifolia) 분리

된 미동정 균류가 내생균으로 분리되었다[17]. 국내에서는
생강나무에서 P. brasiliense가 내생균으로 존재하는 것으로
최근 보고되었다[18]. 그러나 균주의 특성과 형태적 보고는
없는 실정이다. 본 연구에서 분리한 P. brasiliense DUCC
5000는 지금 현재로서는 수호초에서는 국제적으로 처음 분
리된 균이며 동시에 생화학적 특성을 처음 보고하는 바이
다. 현재 P. brasiliense DUCC 5000는 병원균인지 내생균인
지 확정하기 어려운 상황이다. 그렇지만 식물구성 성분인
starch, xylan, cellulose, protein등을 분해할 능력을 가지고
있는 것으로 보아 어떠한 역할 할 것으로 사료된다. 내생
균의 경우 환경적 스트레스를 받게 되거나 상처가 나면 식
물의 면역이 떨어짐에 따라 병원균으로 또는 부생균으로
서 역할을 하는 경우가 자주 있기 때문에 향후 좀 더 생태
적 연구가 진행되어야 본 균이 수호초에서 가지는 생태적
역할을 찾을 수 있을 것이다.

적 요

수호초로부터 분리된 DUCC5000 균주를 형태적, 분자생
물학적 분류를 통해 Paraconiothyrium brasiliense로 동정하
였다. 본 균은 기존에 알려진 P. brasiliense 균주의 ITS 염기
서열과 100%의 상동성을 보였다. 계통유전학적 분석 결과
P. brasiliense 균주와 같은 clade를 형성하였다. 서로 다른
영양 배지와 pH 조건 하에서 균사생육 특성을 조사한 결과
oatmeal agar 배지와 pH 9에서 최적의 생장을 보였다. 배
지 종류에 따라 그리고 pH 조건에 따라 균총 형태가 달라
지는 특성을 지니고 있었다. Chroma 반응배지를 이용하여
7가지 세포외 효소의 분비 능력을 조사한 결과 β-glucosi-
dase 활성이 가장 활발하였고 CM-cellulase와 xylerase에서
는 활성이 미약하였다. 인공 접종하였으나 수호초에 대한
병원성은 나타내지 않았다. 본 균은 수호초에서는 국제적

Fig. 7. The mycelia growth (A) of DUCC5000 on chromagenic media used for the assay of extracellular enzyme production.
Clear zone (B) is formed on chromagenic media by the growth DUCC5000 that was measured to evaluate for the fungus'
ability of producing extracellular enzymes. Chromagenic media contained the substrates of extracellular enzymes: starch (a),
avicel (b), cellobiose (c), CM-cellulose (d), xylan (e), pectin (f), and skim milk (g).
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으로 처음 보고되는 균이다.
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