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ABSTRACT : The biodiversity of endophytic fungi on Thuja koraiensis in Mt. Hwaak, Seorak, and Hambaek, Korea was
investigated. For the 202 isolates collected from the host trees, internal transcribed spacer rDNA region sequences-based analysis
identified 32 taxa; 61.5% of the isolates belonged to Dothideomycetes, 27.0% belonged to Sordariomycetes, and 11.5%
belonged to Leotiomycetes. This composition rate is somewhat different from that reported in previous studies for endophytic
fungi inhabiting trees of the family Pinaceae. In particular, Phyllosticta spinarum in Dothideomycetes is a dominant species among
the diverse endophytes of T. koraiensis. Therefore, further critical research is required for this species.
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내생균은 미세균류에 속하는 생명체로써 식물체 내부에
존재하고 있으나 명백한 병증을 유발하지 않는다[1]. 이들
은 숙주식물에 존재하면서 수직 또는 수평적인 전달을 통
해 다른 식물체로 전파된다[2, 3]. 일부 내생균은 숙주식물
에 유해한 생물 및 무생물적 요인에 대해서 저항성을 제공
하는 유용한 균류로써 다양한 역할을 수행하고 있다. 현재
까지 연구 결과를 보면, 내생균은 상당부분 자낭균류로 구
성되며, 일부 담자균류도 포함한다[4].
한반도에 분포하는 침엽수의 내생균 연구가 시작된 이래,

대부분의 연구가 지역적으로 해발 1,000 m 이하 지역에서
수행되었으며, 숙주식물로는 주로 소나무과(Pinaceae) 식물
들로 예를 들면, 소나무(Pinus densiflora Siebold et Zucc.)
나 리기다소나무(P. rigida Mill.) 등과 같은 일부 침엽수에
대해서 내생균의 다양성 및 그 역할이 보고되었다[5, 6]. 따
라서 본 연구에서는 고산 침엽수인 눈측백(Thuja koraien-
sis Nakai)을 숙주식물로 하는 내생균의 군집구조를 확인하
고자 한다. 눈측백의 경우 측백나무과(Cupressaceae), 눈측
백속(Thuja L.)에 속하는 식물로 인엽을 가지는 상록침엽수
다[7]. 눈측백속에는 전 세계적으로 약 5 종이 분포하고 있
으나 한반도의 자연림에는 눈측백 1 종만 분포한다[8]. 눈
측백의 경우에도 국제자연보전연맹(International Union
for Conservation of Nature, IUCN)의 적색목록(Red list)
상에서 위협종 중 취약단계(Vulnerable, VU)로 평가되고
있으며, 이에 따라 서식지와 생태 등에 대한 연구가 다소
진행되었다[9]. 전 세계적으로 침엽수림에서 산림쇠퇴가 발
생하여 수목의 활력이 급격히 감소하고 있으며, 더불어 인
위적인 산림훼손을 동반한 서식지 파편화도 침엽수 감소의
주된 원인이다. 따라서 지속적으로 감소되고 있는 침엽수
종들에 대한 복원이나 보전뿐만 아니라 미시적인 관점에서
이들과 관계를 맺고 있는 미생물에 대한 생태진화적인 연
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구가 시급하다.
따라서 본 연구는 경기도와 강원도의 일부 산지에 서식
하고 있는 눈측백에 초점을 맞추어 이들의 내생균을 분
리·동정한 후, 생물다양성과 군집구조에 대해 알아보고자
하였다.
경기도 지역의 화악산(N 37o 59', E 127o 30')과 강원도
지역의 설악산(N 38o 7', E 128o 22'), 함백산(N 37o 12', E
128o 54')에서 2013년 7월경에 건강한 눈측백을 각각 12~
14개체씩 선별하여 소지를 채집하였다. 채집된 소지에서 깨
끗한 침엽을 채취한 후 표면살균과정을 수행하였다. 먼저
이물질을 제거하기 위하여 흐르는 물로 세척한 다음 무균
실험대 내에서 1% 차아산염소산나트륨(NaOCl) 용액에 3
분, 70% 에탄올에 2분간 처리한 후, 멸균수로 2회 세척하고
다음 과정을 진행하였다. 그 후 표면 살균된 침엽은 가위를
이용하여 약 5 mm 정도의 길이로 자른 후 potato dextrose
agar 배지에 각각 4개의 절편을 치상하고, 25oC의 암소에서
30일 간 배양하면서 출현한 균주들은 계대배양을 통해 순
수 분리하였다.
각각의 내생균은 DNeasy Plant SV mini kit (GeneAll,

Korea)를 사용하여 공시방법에 따라 genomic DNA를 추출
하였다. 추출된 DNA는 ITS1F와 ITS4 primer를 이용하여
rDNA 중 internal transcribed spacer (ITS) 영역을 증폭하
였다[10]. Polymerase chain reaction (PCR) 수행 조건은
다음과 같다. predenaturation 94oC에서 5 min 후, denatu-
ration을 94oC 30 sec, annealing을 50oC에서 30 sec, elon-
gation을 72oC에서 1 min을 1 cycle로 해서 총 30회를 진행
하였으며, 최종적으로 72oC에서 5 min 간 PCR 산물을 안
정화시켜 4oC에서 보관하였다. PCR 산물은 RedSafe (iNt-
RON Biotechnology, Seongnam, Korea)를 첨가한 1.5%
agarose gel에서 전기영동하였으며, Digital Gel Documen-
tation (Koreabiotech, Daejeon, Korea)상에서 증폭 산물의
크기를 확인한 후 염기서열 분석을 의뢰하였다(SolGent,
Dae-  jeon, Korea).
분석된 염기서열들은 NCBI상에서 BLAST (Basic Local

Alignment Search Tool)를 이용하여 유사도(similarity)가
높은 후보 분류군을 선발한 후, 염기서열 비교를 통해 최종
적으로 가장 근접한 분류군을 선택하는 방법으로 분석하였
다. 각 종들간의 계통수 내 위상(topological position)을 확
인하기 위해 계통관계 분석을 수행하였다. Bootstrap ana-
lysis는 1,000 replicates를 선택하고, outgroup으로 Spathu-
laria flavida를 설정하였으며, neighbor-joining method로
MEGA6 [11]을 이용하여 계통수를 완성하였다. 최종적으
로 동정된 내생균들은 종 다양성과 분포양상 그리고 군집
구조를 파악하고자 하였다.
화악산의 눈측백으로부터 총 67개의 균주, 설악산에서는

52개의 균주 그리고 함백산에서는 83개의 균주를 분리하
였다. 분리된 균들의 염기서열 분석결과 총 32개의 그룹
(morphotype)으로 나누어 볼 수가 있었으며, 3종의 미기록

종(Diaporthe nobilis, Mycosphaerella handelii, Pestaloti-
opsis cocculi)을 확인하였다(Table 1, Fig. 1). 미기록 균주는
국립생물자원관에 기탁하였으며, 기탁번호는 각각 NIBRFG
0000137672, NIBRFG0000137568, NIBRFG0000137638이
었다. 이들을 NCBI 상에서 BLAST한 결과 GenBank에 기
등록되어 있는 참조서열(reference sequence)들과 89~100%
의 유사도를 나타내었다[12]. 유사도가 낮은 일부 분류군
(strain 13E025)과 종 수준의 동정이 어려운 분류군들은 보
다 명확한 동정을 위해 각각의 균주들에 대한 형태적 특징
을 조사하고, 이어서 추가적인 유전자의 염기서열 부위를
탐색 중에 있다. 이들은 다시 강(class) 수준에서는 Insertae
sedis를 제외하고 크게 3개의 강(Dothideomycetes, Sorda-
riomycetes, Leotiomycetes)으로 나누어지고 있는데, 본 연
구에서는 각각 61.5%, 27.0% 그리고 11.5%의 비율을 차지
하고 있다. 한반도에 분포하는 다른 침엽수류의 연구와 비
교한 결과 민주지산에 분포하는 소나무, 잣나무(P. korai-
ensis Siebold et Zucc.), 일본잎갈나무(Larix kaempferii
(Lamb.) Carriere)에서 분리한 내생균의 경우에는 Sorda-
riomycetes가 64.0%, Leotiomycetes가 33.0% 그리고 Agari-
comycetes가 3.0%의 구성비율을 보였다[13]. 오서산의 경
우에는 소나무와 일본잎갈나무에서 내생균을 분리하였고,
Leotiomycetes가 59.0%, Sordariomycetes가 30.0%, Dothi-
deomycetes가 8.0% 그리고 Agaricomycetes가 3.0%를 차지
하였다[14]. 전체적으로 강 수준에서 균주의 구성은 유사하
나 눈측백에서는 Agaricomycetes에 속하는 균주는 발견되
지 않았으며, 또한 전체 균주가 차지하고 있는 비율은 매우
상이하였다. 일반적으로 내생균의 다양성은 숙주식물과 분
포지 그리고 주변의 환경요인 등에 영향을 받는다[15]. 본
연구와 비교한 선행 연구들은 숙주식물뿐만 아니라 분포지
도 상이하여 동일한 선상에서 비교는 무리이지만 오히려,
그러한 관점에서 숙주식물과 분포지에 기반하여 고려해 볼
때에 내생균은 다양한 생태학적 그리고 생물학적 지위 획
득이 가능하다. 따라서 내생균 연구에 있어서 생태학적 원
리에 바탕을 둔 생물다양성을 규명하는 것은 내생균 연구
전략에 있어 중요한 시발점이다.
종 다양성의 경우 화악산(H' = 2.05), 함백산(H' = 1.81),
설악산(H' = 1.44) 순으로 나타났다(Table 1). 본 연구에서
내생균의 종 다양성이나 종 풍부도 그리고 종 균등도 등에
영향을 준 일차적인 요인으로 세 지역의 눈측백 모두에서
공통적으로 분리된 균주라고 생각된다. 공통적인 균주는
총 4종으로 D. nobilis, Alternaria alternata, Sydowia poly-
spora 그리고 Phyllosticta spinarum이다. 그 중에서도 가장
높은 비율로 분리된 것은 P. spinarum으로 화악산에서 최
저 48%, 그리고 설악산에서 최고 65%에 이르렀다. 따라서
P. spinarum의 분포 정도에 따라 눈측백과 함께 존재할 수
있는 다른 내생균의 침엽 내 공간 점유에도 영향을 미친다.
즉, 물리적인 점유를 바탕으로 숙주식물과 상호작용으로
발전시킬 수 있는데, 그러한 점유 자체가 제한되는 상황이
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상기와 같은 다양성을 나타냈다고 생각된다.
본 연구에서는 P. spinarum이 48~65%를 차치했으며, 소
나무에서 내생균의 다양성을 보고한 선행연구에서는 Lopho-

dermium속의 내생균이 약 40~60% 정도의 비율을 차지하
였다[4, 14]. 내생균의 전파는 수직적인 전달과 수평적인 전
달을 통해 이루어진다. 수직적인 전달은 내생균과 숙주식

Table 1. Molecular identification of representative fungal isolates using ITS region from Thuja koraiensis in Mt. Hwaak, Mt.
Seorak and Mt. Hambaek

Strains
Results of BLAST search on NCBI Relative abundance (%)a

Accession No. The Closest Genbank taxa Similarity (%) Hwaak Seorak Hambaek

13E025 KF296851.1 Fungal endophyte sp.1 89 6

13E033 KC343153.1 Diaporthe nobilis 99 4 4 2

13E035 KF777187.1 Sphaerulina rhododendricola 99 1 4

13E036 JX290142.1 Mycosphaerella sp. 99 1 2

13E063 KF225615.1 Cytospora sacculus 100 1 6

13E071 JQ676190.1 Phomopsis vaccinii 99 3

13E073 FR715523.1 Diatrypella pulvinata 99 1

13E082 EF167581.1 Mycosphaerella handelii 99 2

13E128 KP974214.1 Glomerella sp. 98 2

13E132 EF055190.1 Pestalotiopsis cocculi 99 1

13E137 JN628117.1 Pyrenochaeta cava 99 2

13E138 AY787716.2 Lophiostoma sp. 96 2

13E163 KP124298.1 Alternaria alternata 99 1 6 12

13E178 FR717223.1 Sydowia polyspora 98 3 4 1

13E192 GU062224.1 Phialocephala sp. 100 6 1

13E195 AB067719.1 Cordyceps sinensis 99 1

13E197 DQ474070.1 Phoma macrostoma 99 2

13E199 AY787723.2 Phaeoacremonium sp. 99 1

13E200 HQ832812.1 Phoma sp. 99 1

13E202 EU030325.1 Diaporthe phaseolorum 99 1

13E206 HQ328050.1 Peyronellaea glomerata 99 1

13E210 EF419899.1 Fungal endophyte sp.4 99 1

13E213 JQ846088.1 Cryptosporiopsis actinidiae 99 1

13E221 AY546074.1 Fungal endophyte sp.5 99 1

13E224 KP991486.1 Dothideomycetes sp. 98 7 6

13E237 GU566235.1 Fungal endophyte sp.6 99 1

13E274 JF343585.1 Phyllosticta spinarum 99 48 65 55

13E293 AJ300333.1 Cladosporium herbarum 99 1 1

13E297 JX073098.1 Botryosphaeris dothidea 99 1 4

13E298 FM172803.1 Fungal endophyte sp.2 99 1

13E299 GU581245.1 Fungal endophyte sp.3 99 1

13E332 JN387907.1 Cryptosporiopsis sp. 99 7 2 4

Total Number of Isolates 67 52 83

Species Richness Index (RI) 4.04 2.78 4.07

Shannon Diversity Index (H') 2.05 1.44 1.81

Evenness Index (E) 0.71 0.58 0.61
aRelative abundance indicates the percentages of the number of isolates in the study sites of the total numbers of isolates.
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Fig. 1. Phylogenic tree of endophytic fungi isolated from Thuja koraiensis. Internal transcribed spacer sequences of ribosomal
DNA were used to confirm the morphological identification of the fungal isolates. Sphatularia flavida was used as an outgroup
and bootstrap values (> 50) are shown above/below the branches (1,000 replicates).
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물 간의 특이성에 기반한 것인데 비해 수평적인 전달은 무
작위적으로 발생한다[16]. 따라서 눈측백에서 P. spinarum
이나 소나무에서 Lophodermium spp.의 경우 다른 산지에
분포하는 숙주식물임에도 불구하고 공통적으로 높은 비율
로 분리되는 것으로 보아 이들 간에는 수평적인 전달보다
는 수직적인 전달이 우세한 것으로 생각된다. 그 외에 나머
지 내생균들은 낮은 비율로 존재하고 있으며, 아마도 기회
적으로 감염된 것으로 생각된다. 보다 장기적이고 지속적
인 관점에서 연구를 진행할 수 있다면 내생균과 숙주식물
간의 상호작용과 공진화의 역사를 확인할 수 있을 것으로
기대한다.

적 요

화악산, 설악산, 함백산에 서식하는 눈측백의 잎에서 내
생균을 분리하여 다양성을 조사하였다. 숙주식물로부터 총
202개의 균주를 분리하였고, 이 균주들의 ITS rDNA 염기
서열을 분석한 결과 32개의 분류군으로 동정되었으며, Dia-
porthe nobilis, Mycosphaerella handelii, Pestalotiopsis coc-
culi 3종이 국내 미기록종으로 확인되었다. 분리된 균주 중
61.5%는 Dothideomycetes였으며, 27.0%는 Sordariomye-
tes, 11.5%는 Leotiomycetes에 속하였다. 눈측백에 서식하
는 내생균에서 우점종은 Dothideomycetes에 속하는 Phyll-
osticta spinarum인 것으로 조사되었으며 이 종에 대한 후
속연구가 필요한 것으로 생각된다.
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