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ABSTRACT : This study was conducted to investigate diversity of orchid endophytic fungi from roots of two terrestrial orchids,
Cypripedium japonicum and Cypripedium macranthum in Korea. The endophytic fungi were identified using morphological and
DNA sequences isolated from the roots. Totally, 11 taxa of the endophytic fungi were identified from the roots of C. japonicum
and 15 taxa from C. macranthum. Three species of the fungi were common in both host species; Leptodontidium orchidicola,
Humicola fuscoatra var. fuscoatra, Umbelopsis dimorpha. Six species of the fungal isolates were the first report in Korea;
Oidiodendron echinulatum, Pseudogymnoascus roseus, Geomyces vinaceus, Cryptosporiopsis ericae, U. dimorpha, Chaetomium
cupreum.
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서 론

과거에는 난초의 특별한 수분과정과 수분을 위한 적응
과정에 초점을 맞추어 연구를 진행하였다. 그러나 난의 생
존과 종자 발아에 곰팡이가 중요한 영향을 미친다는 사실
이 밝혀지면서 이와 관련된 난균근균(orchid mycorrhizal
fungi)에 관한 연구가 활발히 진행되고 있다. 난균근균은 담
자균류에 속하는 균으로 난과식물 뿌리 피층에 peloton이

라는 구조를 형성한다[1]. 이와 더불어 난과식물은 난균근
균과의 상호작용을 통해 종자 발아와 초기 엽록소 생성 및
생장 등에 영향을 받는 것으로 알려져 있다. 특히 100여종
의 비광합성 난초들은 영양학적으로 공생관계에 있는 난균
근균에 완전히 의존(myco-heterotrophic)하고 있음이 밝혀
짐에 따라 숙주와 난균근균과의 상호작용에 관한 관심도가
높아지고 있다[2].
난초과 식물의 뿌리에는 난균근균과 더불어 다양한 비
균근성 내생균(endophytes)도 서식하는 것으로 보고되어
왔다[3]. 내생균은 숙주식물의 잎이나 뿌리 등에 서식하는
비병원성 균을 의미하며, 이차대사산물을 분비함으로써 식
물에게 이득을 제공하는 상리공생관계로 알려져 있다[4].
난초과 식물의 뿌리에서 균근균의 역할에 대한 연구는 활
발하게 진행되고 있는 반면 내생균에 관한 연구는 아직 미
미한 실정이다. 그러나 일부 내생균이 난의 종자발아를 촉
진시킨다는 사실은 100여년 전부터 알려져 왔다[5]. 실제로
Cypripedium reginae의 종자에서 분리된 균류(Fusarium
sp.)가 in vitro 환경에서 이 식물의 종자발아를 촉진시켰다
[6]. 또한 균 다양성의 측면에서 내생균에 대한 연구는 매
우 중요하다. 난초과 식물은 피자식물의 10%를 차지하며,
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이 식물의 뿌리는 다른 식물과 해부학적, 형태학적, 생태학
적으로 많은 차이를 보이고, 열대지역에 있는 난들에 공생
하는 내생균은 균 다양성에 거의 포함되어 있지 않기 때문
이다[7].
복주머니란속(Cypripedium)의 식물은 40~50종이 우리나
라를 포함한 북반구 온대에 대부분 분포하고 있으며, 꽃이
크고 아름다워 관상학적 가치가 매우 큰 식물이다. 특히
이 속의 대표식물인 광릉요강꽃(Cypripedium japonicum)
과 복주머니란(Cypripedium macranthum)은 자생식물 재
배에 대한 관심이 높아짐에 따라 남획에 의한 피해가 급증
하고 있고, 산림훼손으로 인한 자생지 파괴와 생태계 변화
등으로 멸종위기에 처해 있다. 두 종 모두 산림청 지정 멸
종위기식물로 지정되었으며[8], 광릉요강꽃은 환경부 지정
멸종위기 식물 1급으로 지정되어 보호가 시급한 실정이다.
아울러 광릉요강꽃이 속하는 복주머니란속의 식물은 이식
할 경우 대부분이 수년에 걸쳐 도태과정이 진행되며 결국
죽는 것으로 알려져 있고, 인위적인 증식이 매우 까다로워
현재까지 인공증식 기법이 개발되지 않고 있다. 이러한 어
려움에도 불구하고 이들 종의 증식과 복원에 공생하는 균
근균을 활용하고자 하는 연구가 국내에서도 진행되고 있
으나[9], 난초과 식물의 뿌리에 공생하는 비균근성 내생균
에 대한 연구는 현재까지 이루어지지 않았다. 따라서 본
연구에서는 광릉요강꽃과 복주머니란의 뿌리에서 내생균
을 분리하고 형태학적분자적으로 동정을 수행하여, 이들
두 난의 보존과 증식을 위한 균주를 확보하고자 하였다.

재료 및 방법

시료의 채집 및 내생균 분리

경기도 포천에 서식하는 광릉요강꽃 4개체의 뿌리와 강
원도 춘천에 서식하는 광릉요강꽃 2개체의 뿌리를 채집하
였고, 강원도 삼척시에서 복주머니란 6개체의 뿌리를 채집
하였다. 채집한 뿌리는 냉장보관하였고, 48시간 이내에 균
분리를 수행하였다.
뿌리에서 균 분리 방법은 Richardson 등[10]의 방법을 변
형하여 사용하였다. 먼저 채집한 뿌리를 흐르는 수돗물로
표면을 세척한 후 증류수로 한 번 더 세척하였다. 70% 에
탄올과 3% NaClO 용액을 차례로 처리하고, streptomycin
과 chloramphenicol을 이용하여 표면을 살균하였다. 뿌리
표면의 물기를 제거한 후 약 5 mm 길이로 자른 4개 조각
을 water agar (WA) 배지에 치상하였다. 25oC 항온기에 보
관하면서 매일 균사가 뻗어 나오는지 관찰하였으며 뻗어
나온 균사는 potato dextrose agar (PDA) 배지로 옮겨서 3
회 이상 계대배양하여 순수 분리하였다.

분자마커를 이용한 동정

순수 분리되어 배양된 내생균은 DNeasy Plant Mini Kit
(Qiagen, Germantown, MD, USA)을 사용하여 genomic

DNA를 추출하였다. 추출한 DNA를 주형으로 하여 poly-
merase chain reaction (PCR) 반응을 수행하였으며, 균 특
이적인 프라이머 ITS1F와 ITS4를 사용하여 rDNA의 inter-
nal transcribed spacer (ITS) 지역을 증폭하였다[11]. 프라
이머는 사용 전 10 pmol의 일정한 농도로 맞추었으며, ITS
1F와 ITS4를 각각 1 µL, 주형 DNA를 1 µL, 멸균수 7 µL,
2X Taq Premix (SolGent, Daejeon, Korea) 10 µL를 넣어
최종 반응 용량을 20 µL로 맞추었다. 각 반응의 단계는 먼
저 95oC에서 5분간 predenaturation, 95oC에서 30초간 dena-
turation, 50oC에서 20초간 annealing하였다. 그 후 72oC에
서 1분간 elongation한 후 35 cycle 반복하였다. 최종적으로
72oC에서 10분간 안정화시킨 후 4oC에서 보관하였다. PCR
산물은 1.5% agarose gel에서 20분간 전기영동하였고, 예상
되는 크기의 band를 확인한 후 염기서열 분석을 의뢰하였
다(SolGent). 분석된 염기서열들은 NCBI상에서 BLAST를
이용하여 유사도를 확인한 후 각 종들간의 계통관계 분석
을 통한 topological position을 보기 위해 MEGA5[12]를
이용하여 neighbor-joining 계통수를 완성하였다.

결과 및 고찰

경기도 포천과 강원도 춘천에서 채집한 광릉요강꽃에서
내생균을 분리하여 ITS 지역의 염기서열을 통해 동정한
결과 총 11종의 균주를 확인하였다(Table 1, Fig. 1). 또한
강원도 삼척에서 채집한 복주머니란에서 동일한 방법으로
동정한 결과 15종의 균주가 확인되었다(Table 1, Fig. 2).
두 지역의 광릉요강꽃과 삼척에서 채집한 복주머니란의
뿌리에서 모두 발견된 균주는 Leptodontidium orchidicola
이었다. 포천의 광릉요강꽃과 삼척의 복주머니란에서 모두
분리된 균주는 Humicola fuscoatra var. fuscoatra와 Umbe-
lopsis dimorpha이었고, 그 외의 균주는 한 지역에서 채집된
개체에서 분리되었다. 광릉요강꽃과 복주머니란에서 분리
된 각각의 균주들은 비교하면, 유사성이 높지 않은 것으로
보이나, 일부 종은 Zelmer [13]가 복주머니란속 난초과 식
물에서 분리한 내생균 관련 선행연구와 비슷한 내생균으
로 생각된다. Zelmer [13]는 캐나다에 자생하는 복주머니
란속 난초과 식물 뿌리에서 내생균을 분리하여, Alternaria
sp., Chaetomium sp., Cylindrocarpon sp., Epicoccum purp-
urem, Phialocephala sp., Phoma sp., Acremonium killense,
Humicola sp., Fusarium sp. 등을 보고하였다. 이들 균주 중
Phialocephala sp.가 가장 높은 빈도로 발견되었던 내생균
인데, 본 연구에서도 삼척에서 채집한 복주머니란에서 같
은 속에 속하는 Phialocephala fortinii가 발견되었다. P. for-
tinii는 지생란의 뿌리에서 가장 흔하게 볼 수 있는 내생균
으로 알려져 있다[3]. 이 균주는 난초과 식물뿐만 아니라
다른 식물의 뿌리에서도 흔하게 발견되는 dark separate
endophytes이다.  P. fortinii는 식물 뿌리 사이에 균사연결
(mycelial connection)을 통하여 광합성 산물과 유기물을
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운반해주는 등의 역할을 하는 외생균근성 특징을 보이는데
[14] 난 뿌리에서도 동일한 역할을 하는지는 아직 밝혀지
지 않았다[15]. 또한 선행연구의 복주머니란속에서 분리된
Humicola sp.와 같은 속의 균주인 Humicola fuscoatra var.
fuscoatra가 포천의 광릉요강꽃과 삼척의 복주머니란에서
모두 분리되었으며, Chaetomium속의 Chaetomium cupreum
는 삼척의 복주머니란에서 분리되었다.
두 지역의 광릉요강꽃과 삼척에서 채집한 복주머니란에
서 모두 분리된 L. orchidicola의 경우 난 뿌리에서 처음 분
리되어 국제적으로 신종 보고가 되었다[16]. 또한 Calypso
bulbosa, Coeloglossum viride, Platanthera hyperborea 등의
지생란에서 분리되었다는 보고가 있고[13,16], 균종속영양
(myco-heterotrophic) 난초과 식물인 Corallorhiza maculate

에서도 분리되었다[13]. 이를 통해 L. orchidicola는 난초과
식물의 뿌리에 밀접한 관계를 맺고 있는 내생균이라고 생
각되며, 국내에 자생하는 다른 난초과 식물에도 공생관계
를 형성하고 있는지 그리고 난초과 식물과의 공생관계에서
어떤 역할을 하고 있는지 확인할 필요가 있을 것이다. L.
orchidicola는 리그닌을 분해하는 polyphenol oxidases 효소
를 만드는 것으로 알려져 있으나[17], 실제 숙주 내에서 유
기물을 분해하기 위한 효소활성을 나타내는지에 대해서는
아직까지 명백히 밝혀지지는 않았다. 그 외 분리된 균주의
특징을 살펴보면 삼척에서 채집한 복주머니란에서 분리된
C. ericae는 난초과 식물을 비롯하여, 진달래과 식물과 침엽
수, 활엽수의 뿌리까지 넓은 영역의 식물과 공생관계를 형
성하는 내생균으로 알려져 있다[18]. 난과식물에서는 Max-

Table 1. Endophytic fungi isolated from roots of Cypripedium japonicum and  Cypripedium macranthum

Host Species Collect site Specimen no. of NIBR Fungal
Isolates

Closest taxon Accession No.

C. japonicum Chuncheon KOSPFG0000126167 13P041 Neonectria radicicola GU479904.1

KOSPFG0000126116 13P043 Leptodontidium orchidicola GQ302678.1

KOSPFG0000125946 13P045 Penicillium janthinellum HM214448.1

KOSPFG0000126197 13P048 Geomyces vinaceus AJ608972.1

Pocheon KOSPFG0000126135 13P001 Scytalidium lignicola GU934579.1

KOSPFG0000126161 13P002 Oidiodendron echinulatum NR_119423.1

KOSPFG0000126198 13P004 Pseudogymnoascus roseus FJ590607.1

- 13P010 Aspergillus ruber AY373891.1

KOSPFG0000126113 13P012 Leptodontidium orchidicola GU479910.1

KOSPFG0000126195 13P016 Geomyces vinaceus AJ608972.1

KOSPFG0000125988 13P157 Humicola fuscoatra var. fuscoatra KF981440.1

KOSPFG0000126296 13P158 Umbelopsis dimorpha KC489478.1

KOSPFG0000125995 13P200 Phlebia tremellosa KF313123.1

C. macranthum Samcheok KOSPFG0000126048 13P053 Aureobasidium pullulans JF439462.1

KOSPFG0000126003 13P054 Cryptosporiopsis ericae AY853167.1

KOSPFG0000126169 13P059 Ceriporia lacerate KF850375.1

KOSPFG0000126117 13P062 Leptodontidium orchidicola GQ302678.1

KOSPFG0000126291 13P065 Umbelopsis dimorpha KC489478.1

- 13P069 Chaetomium cupreum JQ676206.1

KOSPFG0000126130 13P072 Phialocephala fortinii AB671499.2

KOSPFG0000125958 13P074 Penicillium spinulosum AY373933.1

- 13P087 Oidiodendron maius HQ608115.1

KOSPFG0000126132 13P110 Phialocephala sp. KF313098.1

KOSPFG0000126297 13P122 Umbelopsis isabellina JN943789.1

- 13P129 Humicola fuscoatra var. fuscoatra KF981440.1

KOSPFG0000126105 13P139 Leohumicola verrucosa AY706320.1

KOSPFG0000125948 13P142 Penicillium montanense HQ157959.1

KOSPFG0000125949 13P147 Penicillium restrictum GU565105.1
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illaria uncata, Pleurothallis corniculata 등의 착생란에서 분
리되었다는 보고가 있다[10].
동정된 균주들을 강(class) 수준에서 보면 Leotiomycetes
가 약 40%로 가장 높은 비율을 차지였으며, 이 강에 속하
는 균주인 Oidiodendron echinulatum, Pseudogymnoascus
roseus, Geomyces vinaceus, Cryptosporiopsis ericae 등은 국
내 미기록 종으로 확인되었다. 또한 U. dimorpha와 C. cu-
preum 등도 분리되었는데 이 역시 국내 미기록종으로, 이
연구를 통해 총 6종의 국내 미기록종을 확인하였다. 분리
된 균주의 수가 적음에도 불구하고 국내 미기록 종의 비율
이 높은 것은 국내의 균 다양성 연구에서 난초과 식물의
중요성을 시사한다고 볼 수 있다.
난초과 식물의 뿌리에 공생하는 내생균의 숙주 특이성
과 숙주에서의 역할에 대한 논쟁은 계속되고 있다. 앞에서
분리된 많은 균주들이 복주머니란속의 식물들과 숙주 특
이성이 있는지 또는 어떤 역할을 하는지에 대한 논의도 한
계가 있을 수 있으나, 국내 희귀 난초과 식물의 난 내생균
연구의 첫 걸음이 될 수 있는 균주의 다양성을 확인하는
시도가 되었다는 점에서 본 연구의 의미를 찾을 수 있다.
아직까지 국내에서는 난초과 식물에 공생하는 내생균의

다양성에 대한 연구가 미미한 실정이다. 또한 이런 내생균
이 숙주에 어떤 영향을 미치는지에 대한 연구는 찾아 볼
수 없다. 광릉요강꽃과 복주머니란을 비롯하여 많은 자생
란들이 멸종의 위기에 처해있는 상황에서 난초과 식물의
보존을 위해 난균근균 뿐만 아니라 내생균에 대한 연구가
더욱 필요한 시점이다.

적 요

본 연구에서는 경기도 포천과 강원도 춘천에 자생하는
광릉요강꽃과 강원도 삼척에서 자생하는 복주머니란의 뿌
리에서 내생균을 순수 분리하였고, 분리된 균주의 ITS 부위
의 염기서열을 이용하여 계통 분석하였다. 그 결과 광릉요
강꽃에서는 11종의 균주가 분리되었고, 복주머니란에서는
15종의 균주가 분리되었으며, Leptodontidium orchidicola,
Humicola fuscoatra var. fuscoatra, Umbelopsis dimorpha 등
의 균주는 공통으로 분리되었다. 분리된 균주 중 Oidioden-
dron echinulatum, Pseudogymnoascus roseus, Geomyces
vinaceus, Cryptosporiopsis ericae, Umbelopsis dimorpha,
Chaetomium cupreum 은 국내 미기록종으로 확인하였다.

Fig. 1. Neighbor-joining phylogenetic tree for endophytic fungal strains from Cypripedium japonicum. Internal transcribed
spacer region was used to analyze a topological position and Batrachochytrium dendrobatidis was used as an outgroup.
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