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ABSTRACT : This study was performed to isolate and identify the orchid mycorrhizal fungi (OMF) from roots

of five species of terrestrial orchids in Korea; Cymbidium goeringii, Spiranthes sinensis, Calanthe discolor, Bletilla

striata, Pogonia minor. DNA was extracted from isolated OMF and ITS region was amplified using primers, ITS1-

OF and ITS4-OF. Four species of OMF belong to Tulasnellaceae and Sebacinaceae were identified; Tulasnella

calospora, Tulasnella irregularis, Tulasnella sp., Sebacina vermifera.
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서 론

난과 식물은 전세계적으로 대략 25,000종이 분포하고

있으며, 현화식물의 10분의 1에 가까운 매우 큰 과이다

(Cribb et al., 2003). 이 중 우리나라에는 2아과, 46속에

속하는 약 100종의 난과 식물이 분포하는 것으로 알려져

있다(Kim and Lee, 1997). 최근 몇 년간 많은 야생란들은

상업적, 원예적 수요에 따른 남획과 서식지 파괴로 위협

받거나 멸종위기에 처해있다. 자연환경보전법 제 3조 4호

의 규정에 고시된 야생 동식물 중 식물은 126종이고, 이

중 난과 식물은 약 17%에 해당하는 20종이 포함된다. 우

리나라 자생란의 약 1/2은 동아시아 특산종이며, 특정 지

리나 영역에서만 서식하기도 한다. 이러한 난과 식물의

복원과 보존은 우리에게 닥친 긴급한 과제이다(Liu et al.,

2010). 

난균근균(Orchid Mycorrhizal Fungi, OMF)과의 공생

관계는 모든 난과 식물에게서 발견되는데 뿌리의 피층 세

포 내부에서 코일상태로 꼬여 있으며, peloton이라고 한다

(Smith and Read, 2008). Peloton은 일반적으로 피층 세

포 속의 균사에 해당하고, 이 균사가 식물체에 의해 소화

되어 난과 식물에 영양분을 제공한다(Zhao and Liu, 2008).

난과 식물은 종자 발아, 초기 엽록소 생성 및 생장 등에서

뿌리에 공생하는 난균근균의 영향을 받으며, 특히 난과

식물의 종자가 배유가 없거나 조직화 되지 않은 세포로

이루어져 있어 야생에서는 난균근균 없이는 발아가 불가

능하다(Peterson et al., 1998; Smith and Read, 2008). 

난균근균은 대부분 불완전 세대인 Rhizoctonia속에 속하

지만 완전세대의 경우는 Tulasnella, Sebacina, Cerato-

basidium속에 속하는 것으로 알려져 있다(Sneh et al.,

1991). 그러나 특정 균근균이 난균근균인지 보다 정확하

게 확인하기 위해서는 종자나 성체란에 균주를 접종하여

종자 발아에 영향을 주는 지, protocorm의 발달을 개선하

는 지, 성체란의 성장 또는 개화에 도움을 주는 지 등의

여부를 비교해야 한다(Liu et al., 2010). 

본 연구에서는 우리나라의 제주도와 완도에서 자생하는

난의 뿌리를 채집하여 난균근균의 감염여부를 확인하고

분리하였으며 분자적으로 동정하였다. 또한, 각 난과 식물

뿌리에서 발견되는 난균근균들과 난초 사이의 관계를 분

석하여 추후 난과 식물과 난균근균과의 특이성에 대한 연

구의 기초자료로서 수행되었다.

재료 및 방법
 

난과 식물 뿌리의 채집

2010년 8월 완도, 2011년 7월 제주도의 각 지역에서 보

춘화(Cymbidium goeringii), 타래난초(Spiranthes sinensis),*Corresponding author <E-mail : eomah@knue.ac.kr>
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새우난초(Calanthe discolor), 자란(Bletilla striata), 방울

새란(Pogonia minor) 총 5종의 난과 식물의 뿌리를 채집

하였다. 채집한 뿌리들은 냉장 보관하였고 48시간 이내에

실험실에서 균 분리 과정에 들어갔다.

 

뿌리염색

난의 뿌리를 2 cm 길이로 잘라 흐르는 수돗물로 1차 세

척하고 증류수로 여러 번 세척한 후에 Youm 등(2011)에

서 사용한 방법대로 염색하였다. 2 cm 길이의 각 뿌리 절

편을 2.5% KOH 용액에 담가 121
o
C에서 10분간 고압 멸

균하여 뿌리를 연화시킨 후 증류수로 세척하였다. 세척한

뿌리를 1%의 HCl 용액에 24시간 동안 담가둔 후, 0.05%

tryphan blue에 넣어 121
o
C에서 10분간 고압 멸균하여 염

색시킨 후 acidic glycerol에 담가 탈색시켰다. 염색이 완

료된 뿌리 절편들은 광학현미경(AXIO Imager A1, Zeiss)

으로 관찰하였다.

균분리 및 순수배양

뿌리에서의 균 분리 방법은 Youm 등(2011)의 방법을

사용하였다. 먼저, 채집한 뿌리를 흐르는 수돗물로 표면을

세척한 후 증류수로 두세 번 더 세척하였다. Clean bench

내로 씻은 뿌리를 옮겨 온 후 50% Ethanol 용액에서 1분,

5% NaClO 용액에서 1분간 담가 표면살균 하였다가 멸균

수로 세척하여 표면에 남은 용액을 제거하였다. 뿌리 표

면의 물기를 제거한 후 약 5 mm 길이로 자른 4개 조각을

WA 배지에 이식하였다. 뿌리를 이식한 petri dish는 25
o
C

에 보관하면서 매일 균사가 뻗어 나오는 지 관찰하였으며,

뻗어 나온 균사는 PDA 배지로 옮겨서 3회 정도 계대 배

양하여 순수 분리하였다. 

분자마커를 이용한 동정

계대배양으로 순수 분리한 균의 genomic DNA를 DNeasy

Plant mini kit(Quigen, USA) 사용법에 따라 추출하였다. 추

출한 DNA를 PCR 반응에 사용하였으며, rDNA의 ITS 지역

을 ITS1-OF, ITS4-OF primer를 사용하여 증폭하였다

(Taylor and McCormick, 2008). PCR 반응액은 총 20 µl

였으며 반응물 조성 비율은 다음과 같다. Solg
TM

 2X Taq

PCR Smart-mix 2(Solgent, KOREA) 10 µl, genomic

DNA 추출물 2 µl, 각 primer 2 µl, 4 µl ddH2O. 

PCR 반응은 2720 Thermal cycler(Applied Biosystems,

USA)를 사용했으며 각 반응의 단계는 먼저 96
o
C에서 2

분간 predenaturation, 94
o
C에서 30초간 denaturation,

64
o
C에서 40초간 annealing하였다. 그 후 72

o
C에서 1분간

elongation한 후 35cycle 반복하였다. 최종적으로 72
o
C에

서 10분간 안정화시킨 후 4
o
C에서 보관하였다. 

PCR 산물은 1X TAE buffer(40 mM Tris-acetate, 1

mM EDTA, pH 8.0)를 사용하여 1.5% agarose gel에서

20분간 전기영동 하였다. PCR 반응을 완료한 DNA는 정

제하여 ABI 3730XL capillary DNA Sequencer (Perkin-

Elmer, USA)로 염기 서열을 분석하였다. 분석한 염기서

열은 NCBI에서 BLAST(Basic Local Alignment Search

Tool)하여 일치도가 가장 높은 종을 확인하였고, 각 종들

의 염기서열을 MEGA 5에서 alignment한 후 계통수로

나타내었다. 

결과 및 고찰

난균근균의 분리 및 동정

Genomic DNA의 염기 서열을 분석하여 동정한 결과

총 5종의 난과 식물에서 총 4종 9개의 균주가 분리되었으

며(Table 1, Fig. 1), 이 중 4개의 균주는 Tulasnella

calospora로 제주도의 자란과 완도의 보춘화에서 분리되

었다. 1개는 완도의 방울새란에서 분리된 Tulasnella

irregularis, 제주도의 새우난초에서 분리된 1개의 Tulasnella

sp., 1개의 Uncultured Tulasnella가 제주도 타래난초에서

분리되어 총 7개의 균주가 Tulasnella속에 속하였다. 

분리된 균주 중 O9 균주는 Uncultured Tulasnella로

BLAST검색만으로는 동정되지 않았으나, 계통수(Fig. 1)

를 고려해 보았을 때 O9 균주도 T. calospora일 것이라고

분석하였다. 그러므로 완도와 제주도에서 분리된 Tulasnella

속의 균주는 또 하나의 미동정 균주 Tulasnella sp.를 포

함하여 총 3종이다. Sebacina속에 속하는 J5, J7 균주는

Table 1. Orchid mycorrhizal fungi isolated from roots of five species of orchids collected in Korea

Fungal 

isolates
Host species Collect site The closest genebank taxa

Genebank 

accession No.

Maximum 

identity

J5 Cymbidium goeringii Jeju island Sebacina vermifera EU625994 87%

J7 Cymbidium goeringii Jeju island Sebacina vermifera EU625991 86%

O9 Spiranthes sinensis Jeju island Uncultured Tulasnella HM230652 95%

O14 Calanthe discolor Jeju island Tulasnella sp. GU166416 97%

W8 Bletilla striata Wando Tulasnella calospora DQ388041 90%

W9 Bletilla striata Wando Tulasnella calospora DQ388041 90%

W10 Bletilla striata Wando Tulasnella calospora DQ388041 91%

O2 Pogonia minor Wando Tulasnella irregularis GU166413 86%

O7 Cymbidium goeringii Wando Tulasnella calospora GU166418 99%
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모두 S. vermifera로 제주도의 보춘화에서 분리 되었다.

분석 결과를 종합해 보면 제주도에서 채집한 보춘화를

제외한 나머지 5종 7개체의 난과 식물에서 모두 Tulasella

속의 균주가 분리되었다. 이러한 결과는 Spiranthes 속 난

초를 비롯한 다양한 난과 식물에서 Tulasnallaceae에 속하는

균들이 관찰된다는 결과와 유사하다고 볼 수 있다(Smith

and Read, 2008; Dearnaley, 2007).

선행 연구결과에서는 제주도에서 채집된 보춘화에서 분

리된 8개의 균주 중 4개의 균주가 모두 Tulasnella repens,

Tulasnella sp.와 같은 Tulasnella속에 속하는 균주들이었

고(Lee et al., 2003), 대만에서 채집한 Cymbidium속의 난

초과 식물 6종 모두에서 Tulasnella 속의 균이 분리된 바

있다(Nontachaiyapoom et al., 2010). Youm 등(2011)의

연구결과에서도 마찬가지로 울릉도에 자생하는 보춘화에

서 T. calospora가 분리되었다. 이와 같은 선행연구 결과

들을 보면 대부분의 Cymbidium속에 속하는 난과 식물들

은 Tulasnella속의 균과 공생관계를 맺고 있다는 것을 알

수 있다. 이번 연구에서 완도에서 채집한 보춘화의 뿌리

에서는 T. calospora가 발견되어 선행연구의 결과들과도

일치한다. 

그러나 선행연구와는 달리 이번 연구에서는 제주도에서

채집한 보춘화에서 Sebacina vermifera가 분리되었다.

이는 Cymbidium속의 난과 식물들이 많은 비율로

Tulasnella속 난균근균과 공생관계를 형성하기는 하지만

항상 Tulasnella속과 공생하는 것은 아니라는 것을 보여준

다. 또한, 이번 연구에서 완도와 제주도에서 채집된 보춘

화의 뿌리에서는 같은 종의 난초에서 분리한 것임에도 불

구하고 다른 균주가 발견됨으로서 지역별 난균근균의 분

포양상과 숙주별 특이성이 다를 수 있음을 시사한다. 

난균근균의 존재는 난과 식물의 생활사 전반에 걸쳐 생

존 및 번식에 영향을 미치므로 자생란의 개체수와 분포에

큰 영향을 준다. 특히 앞서 살펴본 것처럼 같은 종의 난

뿌리에서도 지역별로 상이한 난균근균과의 공생관계가 형

성될 수 있다는 연구결과는 난과 식물의 생태 복원에 중

요한 자료를 제공해 주며, 이에 대한 보다 체계적인 연구

가 더해져야 할 것이다. 하지만 국내에서의 이러한 난균

근균에 관한 연구들은 국외에 비해 상대적으로 미미한 편

이다. 난균근균에 관한 연구를 기초자료로 하여 우리나라

고유의 생태에서 다양한 난과 식물의 복원과 보존이 이루

어져야 할 것이다. 

적 요

제주도와 완도에서 채집한 총 5종의 자생란의 뿌리에서

미동정 1종을 포함한 총 4종의 균을 순수분리하였으며,

추출한 DNA를 ITS지역을 증폭하여 분자적 동정하였다. 이

중 3종이 Tulasnella속이었으며, 1종은 Sebacina vermifera

로 일반적인 난균근균이었다. 제주도와 완도에서 모두 채

집한 보춘화(Cymbidium goeringii)의 경우 제주도에서 채

집한 뿌리에서는 Sebacina vermifera가, 완도에서 채집한

뿌리에서는 Tulasnella calospora가 분리되어 같은 종의

난과 식물에서도 서식지에 따라 공생하는 난균근균이 다

를 수 있음을 확인하였다. 
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