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ABSTRACT : Diverse endophytic fungi were isolated from surface-sterilized leaves of three species of conifers inhabiting various
sites in Korea: Abies nephrolepis, Pinus koraiensis and Taxus cuspidate. The isolates were identified based on morphological
characteristics and sequences analysis of both internal transcribed spacer and large subunit regions of rDNA. In this paper, we
report on five previously unreported species of endophytic fungi isolated from conifers: Biscogniauxia maritime, Nemania diffusa,
Pezicula carpinea, Phomopsis juglandina and Sydowia polyspora.

KEYWORDS : Biscogniauxia maritime, Nemania diffusa, Pezicula carpinea, Phomopsis juglandina, Sydowia polyspora

침엽수를 비롯한 대부분의 육상식물의 건강한 조직에는
내생균(endophytic fungi)이 서식하고 있으며, 균 다양성
또한 매우 높은 것으로 알려져 있다[1]. 일반적으로 내생균
은 식물의 조직 내에서 병증을 나타내지 않고 서식하는 균
류를 말하며[2], 이차대사산물을 분비하여 병원균이나 초식
동물로부터 식물을 보호하는 것으로 알려져 있다[3, 4]. 또
한 침엽수로부터 분리한 내생균인 Taxomyces andreanae,
Periconia sp., Monochaetia sp. 등으로부터 항암치료제인
택솔 등이 분리됨에 따라[5], 내생균을 통한 다양한 생리활
성 물질을 찾기 위한 노력이 진행되고 있다. 실제 Karsten
등은 12년간 초본과 목본 식물로부터 6,500 균주 이상의 내
생균을 분리하여, 내생균이 분비하는 생리활성 물질의 기

능과 구조 등을 확인하였고, perylene derivatives, palmaru-
mycin 등과 같은 전구물질을 확보하기도 하였다[6].
국제자연보호연맹(International Union for Conservation

of Nature and Natural Resources, IUCN)에 따르면 침엽수
는 형태학적 특징과 유전적 특징에 따라 8과 68속 600여
종으로 분류할 수 있으며, 그 중 355종은 보전이 필요하고,
약 35%인 200여 종은 심각한 멸종 위기에 처해 있다고 하
였다[7]. 한반도 전역에도 Lee [8]의 분류 기준에 따라 5과
17속 54종의 침엽수가 분포하고 있으며, 그 중 고유종이자
멸종 위기에 처한 눈측백이나 구상나무 등은 인간의 간섭
에 의한 훼손과 기후 변화 등의 요인으로 인해 개체수가 현
저히 감소하고 있다. 따라서 한반도뿐만 아니라, 전 세계적
으로 발생하고 있는 침엽수의 산림 쇠퇴와 함께 미시적인
관점에서는 공진화 과정을 거쳐 공생관계를 형성해 온 다
양한 균류에 대한 연구가 필요한 시점이며, 이를 통해 생물
자원으로써 내생균을 분리, 확보하는 것은 매우 중요한 연
구 주제이다. 생물다양성협약을 계기로 국가 간 생물 종 다
양성 확보를 위한 다양한 노력이 진행되고 있으며, 선진국
수준의 응용 연구를 추진하기 위해서는 무엇보다도 국내외
의 생물자원을 확보하는 것이 매우 시급한 상태이다. 본 연
구에서는 한반도에 자생하는 3종의 침엽수로부터 내생균을
분리하였고, 형태학적, 분자생물학적인 방법을 통해 확인된
5종의 국내 미기록 내생균을 보고하고자 한다.
강원도의 설악산(고도 1,708 m; N 38° 07´, E 128° 22´)
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에서 주목(Taxus cuspidata Siebold & Zucc.)과 잣나무(Pi-
nus koraiensis Siebold & Zucc.), 경기도 화악산(고도 1,468
m; N 37° 59´, E 127° 30´)에서 분비나무(Abies nephrolepis
(Traut.) Maxim.), 경북 울릉도(N 37° 29, E 130° 54)에서
주목 등의 잎을 채취하여, 48시간 이내에 균 분리를 수행하
였다. 이 때 잎은 병증이 없는 것을 무작위적으로 선택하여
사용하였으며, 이물질을 제거하기 위해 흐르는 물로 세척
한 다음 무균 실험대로 옮겨 표면살균을 진행하였다. 표면
살균은 1% 차아염소산나트륨(NaOCl)에서 3분, 70% 에탄
올에서 2분간 처리하고 멸균수로 세척하였다. 이후 침엽은
멸균된 가위를 이용하여 1 mm 길이로 자른 후 potato dex-
torose agar (PDA) 배지에 치상하였으며, 25oC 암소에서 배
양하면서 발생한 균주들을 분리하여 계대배양하였다.
분리된 균주의 형태학적 특징을 알아보기 위하여 25oC
암소에서 14일간 배양하며 균총의 생장속도를 측정하였고,
균총의 크기와 색, 모양, 균사의 자라나는 형태 등을 육안
으로 관찰하였다. 이후 슬라이드 배양법을 이용하여 25oC
암소에서 7일간 배양한 후 lactophenol aniline blue 용액
으로 시료를 염색하여 광학현미경(AXIO Imager A1; Carl
Zeiss, Oberkochen, Germany) 하에서 분생포자의 크기와
모양, 분생포자경 등을 관찰하였다. 각각의 내생균은 DN
easy Plant SV Mini Kit (GeneAll, Seoul, Korea)의 방법에
따라 genomic DNA를 추출하였다. 모든 균주의 DNA는 균
특이적인 primer ITS1F와 ITS4를 이용하여 internal tran-
scribed spacer (ITS) 지역을 증폭하였고[9], NCBI 상에 염
기서열이 등록되어 있는 종에 한 해, PCR primer LR0R과
LR16을 이용하여 ribosomal DNA 의 large subunit (LSU)

지역을 증폭하였다[10]. PCR 조건 중 annealing 온도는
ITS지역은 58oC, LSU rDNA지역은 54oC를 각각 사용하였
으며, 예상되는 크기의 band를 확인한 후 염기서열 분석을
의뢰하였다(SolGent, Daejeon, Korea). 분석된 염기서열들
은 NCBI 상에서 BLAST를 하여 similarity를 확인한 후,
염기서열의 유사도를 바탕으로 계통수를 작성하였다. 이 때
bootstrap 분석은 1,000회 반복으로 수행되었으며, MEGA6
[11]를 이용하여 neighbor-joining (NJ) 계통수를 완성하였
다(Figs. 1, 2). 염기서열 자료는 Genbank에 등록하였고, 균
주13C005은 KU837233의 accession number를, 균주 13C
026는 KU837234를, 균주13C137는 KU837235를, 균주 13
C148는 KU837236을, 균주 13C261는 KU837237를 부여
받았다.

Biscogniauxia maritima Lar. N. Vassiljeva, Mikol. Fito-
patol. 22(5): 393 (1988)
설악산에서 채집한 잣나무의 침엽에서 분리하였으며,

PDA 배지에서 7일간 배양된 균총은 반경이 약 15~20 mm
정도이다. 흰색의 균사체가 중앙부에 공중 균사를 형성하
고 있으며, 변연부로 갈 수로 성긴 균사가 직접 관찰된다
(Fig. 3A). 균총의 뒷면은 아이보리색을 띠고 있다(Fig. 3B).
이 균주의 rDNA 중 ITS지역에 대한 염기서열을 분석한
결과 B. maritima JQ247198과 99% 상동성을 보였다.
관찰표본: 강원도 설악산, N 38° 07´, E 128° 22´, 잣나무

(P. koraiensis)의 침엽, 13C026 (NIBRFG0000137451, Gen
Bank accession no. KU837234)

Fig. 1. Neighbor-joining tree of Sydowia polyspora, Nemania diffusa, Pezicula carpinea isolates based on a combined alignment
of internal transcribed spacer and large subunit rDNA sequences. Exidia uvapassa was used as an outgroup.
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Nemania diffusa (Sowerby) Gray, Nat. Arr. Brit. Pl.
(London) 1: 517 (1821)
화악산에서 채집한 분비나무의 침엽에서 분리하였으며,

PDA 배지에서 14일간 배양된 균총은 반경이 약 37~42
mm 정도이다. 표면은 흰색의 균사체가 물결모양을 형성하
고 있으며, 변연부는 불규칙한 형태를 띠고 있다. 균총의
표면은 광택을 가지고 있다(Fig. 3C, 3D). 흰색의 균사체는
시간이 지나면서 일부가 검은색으로 변하며, 앞 뒷면에서
검은색의 반점을 확인할 수 있다. 투명한 균사 사이로 옅은
갈색의 타원형 포자가 형성되고, 여러 개의 포자가 뭉쳐 있
다. 포자의 크기는 3.0~3.5 × 10.5~12.5 µm 정도이다(Fig.
3K). 이 균주의 rDNA 중 ITS 지역에 대한 염기서열을 분
석한 결과 N. diffusa KC354594과 99% 상동성을 보였으며,
LSU rDNA 지역에 대한 염기서열을 분석한 결과 N. diffusa
DQ840076.1와 99% 상동성을 보였다. Nemania 속의 종들
은 일반적으로 피자식물의 목부를 부패하는데 관여하는 것
으로 보고되고 있으며, N. diffusa 역시 차나무의 부패에 관
여한다는 연구 보고가 있다[12].
관찰표본: 경기도 화악산, N 37° 59´, E 127° 30´, 분비나
무(A. nephrolepis)의 침엽, 13C148 (NIBRFG0000137590,
GenBank accession no. KU837236)

Pezicula carpinea (Pers.) Tul. ex Fuckel, Jb. nassau. Ver.
Naturk. 23-24: 279 (1870)
울릉도에서 채집한 주목의 침엽에서 분리하였으며, PDA
배지에서 21일간 배양된 균총은 반경이 약 18~20 mm 정
도이다. 균총은 짙은 갈색의 원형을 띠며, 중앙부에는 균사
체 위에 연한 미색의 균사가 형성되어 있고, 가장자리로 갈

수록 색이 짙어진다. 또한 중앙부에는 6~7개의 방사형의
홈이 형성되어 있다. 변연부는 5mm 두께의 환대가 형성되
어 있고, 삼출물은 보이지 않는다(Fig. 3E). 배지의 뒷면은
중심부는 짙은 갈색이며, 변연부는 옅은 갈색의 환대가 형
성되어 있다(Fig. 3F). 포자 관찰 결과 균사의 끝에서 포자
가 형성되는 것을 관찰할 수 있었으며, 그 크기는 1.5~5.0
µm 정도이며(Fig. 3L), 성숙한 포자 형성 시 20 µm 정도
크기의 포자가 형성되는 것으로 알려져 있다. 이 균주의
rDNA 중 ITS지역에 대한 염기서열을 분석한 결과 P. car-
pinea AF169306과 99% 상동성을 보였으며, LSU rDNA 지
역에 대한 염기서열을 분석한 결과 P. carpinea KR858897
와 97% 상동성을 보였다. Pezicular 속의 종들은 온대 북부
지역에 서식하는 관목과 나무들에 공생하는 내생균으로 알
려져 있으며, 일부 종은 항생작용을 하는 2차대사 산물을
분비하는 것으로 알려져 있다[13]. 특히 이번에 분리된 P.
carpinea도 2차대사 산물을 만들어 분비한다는 연구 보고가
있으며[14], 국내에서도 이러한 전구물질에 대한 후속연구
가 필요한 시점이다.
관찰표본: 울릉도, N 37° 29, E 130° 54, 주목(T. cuspid-

ata)의 침엽, 13C261 (NIBRFG0000137645, GenBank acce-
ssion no. KU837237)

Phomopsis juglandina (Sacc.) Höhn., Sber. Akad. Wiss.
Wien, Math.-naturw. Kl., Abt. 1 115: 680 (1906)
설악산에서 채집한 주목의 침엽에서 분리하였으며, PDA
배지에서 14일간 배양된 균총은 반경이 약 35~40 mm 정
도이다. 균총의 변연부는 불규칙한 형태를 띠고, 흰색의 균
사가 꽃잎 모양을 형성하며, 가장자리로 퍼져 있다(Fig.

Fig. 2. Neighbor-joining tree of Biscogniauxia maritime, Phomopsis juglandina isolates based on internal transcribed spacer and
5.8S rDNA region. This region was used to confirm the topological appropriation of the isolates. Exidia uvapassa was used as
an outgroup.
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3G). 균총의 뒷면은 전체적으로 연한 미색을 띠고 있다(Fig.
3H). 표면에 삼출물은 없다. Phomopsis 속의 가장 중요한
형태학적 특징은, alpha 형 포자와 beta 형 포자를 만드는
원통형의 경자(phialide)가 들어 있는 검은색의 분생자과
(conidiomata)를 가지고 있다는 것이다[15]. 본 연구에서는
분생자과 안에서 alpha 형의 포자가 관찰되었으며, 포자의
크기는 2.0~2.5 × 3.5~4.5 µm 정도이고 모양은 끝이 뾰족
한 타원형을 띠고 있다(Fig. 3M, 3N). 이 균주의 rDNA 중
ITS 지역에 대한 염기서열을 분석한 결과 P. juglandina KC
242236과 99% 상동성을 보였다. Phomopsis 속은 전 세계적
으로 다양한 숙주에서 발견되는 중요한 식물 병원균이자,

건강한 식물 조직에서 발견되는 대표적인 내생균이다[15,
16]. 또한 일부는 사람과 포유동물에게도 병을 일으키는 것
으로 알려져 있다[17, 18]. P. juglandina는 호두(Juglans regia)
에 병을 일으키는 병원균으로도 보고되어 있다[19].
관찰표본: 강원도 설악산, N 38° 07´, E 128° 22´, 주목(T.

cuspidata)의 침엽, 13C005 (NIBRFG0000137673, GenBank
accession no. KU837233)

Sydowia polyspora (Bref. & Tavel) E. Müll., Sydowia 7
(5-6): 342 (1953)
화악산에서 채집한 분비나무의 침엽에서 분리하였으며,

Fig. 3. Colony of strain 13C026 (Biscogniauxia maritima) grown on PDA (A, B) for 7 days at 25; 13C148 (Nemania diffusa)
grown on potato dextrose agar (PDA) for 14 days (C, D) and spore (K); 13C261 (Pezicula carpinea) grown on PDA for 21 days
(E, F) and spore (L); 13C005 (Phomopsis juglandina) grown on PDA for 14 days (G, H) and conidiomata (M), α-conidia (N);
13C137 (Sydowia polyspora) grown on PDA for 21 days (I, J) and conidia (O, P) (scale bars: K, L, N, P = 5 μm, O = 10 μm).
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PDA 배지에서 21일간 배양된 균총은 반경이 약 35~40
mm 정도이다. 표면은 옅은 갈색의 균사체가 형성되어 있
으며, 변연부에는 짙은 갈색의 환대가 형성되어 있고, 불규
칙한 형태를 띠고 있다. 균사의 밀도는 매우 조밀하며, 표
면에 짙은 갈색의 삼출물이 있다(Fig. 3I). 균총의 뒷면은
중앙부와 변연부는 짙은 갈색을 띠고 있으며, 중심에는 옅
은 갈색의 환대가 형성되어 있다(Fig. 3J). 갈색의 균사 사
이로 타원형의 포자가 높은 빈도로 뭉쳐져 있으며(Fig. 3O),
분생포자경은 뚜렷하게 관찰되지 않는다. 성숙한 포자의
크기는 3.5~4.5 × 8.5~11.5 µm 정도이며, 색은 투명하다
(Fig. 3P). 이 균주의 rDNA 중 ITS지역에 대한 염기서열을
분석한 결과 S. polyspora FR717223과 99% 상동성을 보였
으며, LSU rDNA지역에 대한 염기서열을 분석한 결과 S.
polyspora DQ678058과 99% 상동성을 보였다. S. polyspora
는 젓나무속(Abies Mill.)에 속하는 침엽수의 침엽에 괴사를
일으키는 흑색의 반점을 만드는 병원균으로 알려져 있다
[20].
관찰표본: 경기도 화악산, N 37° 59´, E 127° 30´, 분비나
무(A. nephrolepis)의 침엽, 13C137 (NIBRFG0000137693,
GenBank accession no. KU837235)

지구 온난화 등의 기후변화와 인간에 의한 훼손으로 인
해 우리나라 침엽수의 개체수가 급격히 감소하고 있다. 침
엽수의 감소는 미시적인 관점에서는 더불어 살아가는 많은
균류의 멸종으로도 이어질 수 있다. 이에 본 연구에서는 우
리나라 중부지역인 경기도와 강원도, 섬 지역인 울릉도 등
에서 침엽수를 채집하여 내생균을 분리하였고, 국내 미기
록 내생균 5종을 확인하였다. 이번에 분리한 균주 중 Pezi-
cula carpinea 종은 항균작용을 하는 2차 대사산물을 만든
다는 보고가 있듯이 내생균은 다양한 약리활성 물질을 만
들 수 있는 전구물질을 생산할 수 있다. 이러한 경제적 가
치와 더불어 국내 생물 종 다양성의 확보 측면에서도 내생
균에 대한 연구가 필요한 시점이다. 따라서 침엽수를 포함
한 다양한 숙주 식물에서 내생균류를 발굴하기 위한 노력
이 진행된다면 식물과 균류의 상호작용에 대한 이해뿐만
아니라, 생물자원의 보존에도 기여할 수 있을 것이다.

적 요

본 연구에서는 강원도의 설악산에서 주목(Taxus cuspid-
ata Siebold & Zucc.)과 잣나무(Pinus koraiensis Siebold &
Zucc.), 경기도 화악산에서 분비나무(Abies nephrolepis
(Traut.) Maxim.), 경북 울릉도에서 주목 등의 침엽을 채취
하여 내생균을 분리하였고, 분리된 균주의 형태학적 특징
을 관찰하고, ITS rDNA와 LSU rDNA지역의 염기서열 분
석하여 균을 동정하였다. 그 결과 Biscogniauxia maritime,
Nemania diffusa, Pezicula carpinea, Phomopsis juglandina,
Sydowia polyspora 등의 5종의 국내 미기록 내생균을 확인

하였고, 이를 보고하고자 한다.
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