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ABSTRACT
We isolated fungal spores belonging to the phylum Glomeromycota from the rhizospheres 
of Smilax china, cultured in a greenhouse. We identified the isolated spores using sequence 
analysis of 18S partial rDNA region, internal transcribed spacer and 28S rDNA regions. We 
confirmed 2 unreported spores of Glomeromycota fungal species, Diversispora eburnea and 
Paraglomus laccatum. Here, we described the morphological characteristics and results of 
phylogenetic analysis of the confirmed species.
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Glomeromycota문에 속하는 균류는 일반적으로 식물의 근권(rhizosphere) 토양 내에서 무성 포
자로 존재하다가 식물의 뿌리를 만나면 뿌리 피층 세포 속으로 균사를 침투시켜 수지상균근
(arbuscular mycorrhiza)을 형성하여 공생 관계를 이루며[1], 이렇게 수지상균근을 형성하는 균류
를 수지상균근균(arbuscular mycorrhizal fungi, AMF)이라고 한다. Glomeromycota에 속하는 종들은 

cyanobacteria와 공생하는 Geosiphon pyriformis 한 종을 제외하고는[2] 모두 식물과 수지상균근을 

형성하고 있으며, 균류의 동정은 주로 AMF가 형성하는 무성 포자의 형태적, 분자석 분석을 통해 

수행된다. Phylum Glomeromycota가 2001년 C. Walker와 A. Schüßler에 의해 Zygomycota로부터 단
계통으로 분리된 이래[3] 전 세계적으로 300여 종의 AMF가 현재까지 기록되었으나[4], 현재 우리
나라에서는 그 3분의 1인 100여종 정도의 AMF만이 기록되어 있으며, 단독 배양이 어렵고 식물과
의 공생을 통해서만 생장이 가능한 AMF의 특성으로 인해 대부분 배양되지 않은 야외 토양에서 

AMF 포자의 형태적 특성만을 이용한 동정이 주로 수행되어 왔다[5, 6]. 따라서 AMF 포자의 정확
한 생물적 특성을 파악하기 위해서는 배양된 토양에서 AMF의 분리가 필요하고, 형태적 특성과 

더불어 분자적인 분석이 병행되어야 한다. 본 연구에서는, 온실에서 배양된 토양에서 포자를 분
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리하던 중 확인된 국내 미기록종 Glomeromycota 균류 포자 2종의 형태적 특성 및 분자적 분석 결
과에 대해 서술하고자 한다.

연구에 사용된 근권 토양의 수집은 충북 제천의 구진산(N37°04'47.0", E128°13'35.4")과 경남 산
청의 백마산(N 35°19'24.6", E127°58'08.3") 일대에서 이루어 졌다. 백합과의 식물인 청미래덩굴
(Smilax china L.)의 근권에서 토양을 채취하였으며, 근권 토양은 기주식물의 뿌리에서 10cm 이
상 깊이로 파내어 500~1,000g 정도를 채집하였다. 채집된 토양은 기주식물과 함께 폴리에틸렌 백
에 담아 밀봉한 후 24시간 내에 실험실로 운반하였다. 포자의 증식을 위해 야외토양과 121ﾟC로 

20분간 멸균된 모래를 1:1의 비율로 섞은 뒤, 원 기주식물인 청미래덩굴과 더불어 수수(Sorghum 

bicolor)명명자를 기주식물로 하여 포트에 담아 온실에서 3개월 이상 1일 1회 급수하면서 배양하
였다[6]. 배양이 끝난 후 자연건조 시킨 토양에서 10g씩을 덜어내어 wet sieving 방식으로 균류의 

포자를 추출하였다[7]. 추출된 포자는 해부현미경 및 광학현미경 상에서 관찰하여 형태적 특성
을 확인하였다. 해부현미경 상에서 형태가 비슷하게 확인되는 포자를 그룹으로 구분하여 슬라이
드 글라스에 올려 놓고 고정 및 염색 용액인 PVLG(polyvinyl alcohol-lactic acid-glycerol)와 Melzer�s 
reagent를 떨어뜨린 후 커버 글라스를 덮고 적당한 힘을 주어 포자를 깨뜨려 광학현미경(AXIO 

Imager. A1, Carl Zeiss, Germany) 상에서 포자의 크기, 형태, 표면 등[8, 9]을 관찰하였다(Fig. 1). 

형태적 특성으로 구분된 포자들 중 건강한 포자를 0.2ml tube에 한 개씩 넣고 깨뜨려 genomic 

DNA를 추출한 뒤 분자적 분석을 위해 특이 프라이머인 AML1, AML2를 이용하여 18S partial 

rDNA영역을 Polymerase Chain Reaction(PCR)로 증폭하였으며, annealing 온도는 58°C로 설정하여 

수행하였다[10]. 보다 정확한 종의 동정을 위해 Glomeromycota의 DNA barcoding에 이용되는, 18S 

rDNA의 일부와 internal transcribed spacer(ITS) 영역, 그리고 28S rDNA의 일부 영역을 포함하는 

Krüger fragment[11]의 1500bp 길이의 DNA절편을 증폭하였다. PCR과정은 nested PCR로 2회에 걸
쳐 진행되었으며, 1차 PCR은 SSUmAf, LSUmAr 프라이머를 이용하였고, annealing 온도는 60°C
로 설정하여 수행하였다[11]. 1차 PCR 산물을 1/10 로 희석한 DNA를 2차 PCR의 template DNA로 

사용하였으며, 2차 PCR은 SSUmCf, LSUmAr 프라이머를 이용하였고 annealing 온도는 63°C 로 설
정하여 수행하였다[11]. PCR이 완료된 후 agarose gel에서 20분간 전기영동하여 1500bp 부근의 염
기서열 단편을 확인하여 DNA 염기서열 분석을 의뢰하였다(SolGent, Daejeon, Korea). 분석된 염
기서열은 미국 국립생물정보센터(NCBI, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/)상에서 Basic Local Alignment 

Search Tool(BLAST)하여 일치도가 가장 높은 종을 확인하고, MEGA7 프로그램을 이용하여[12] 

neighbor-joining phylogenetic tree를 작성하였다. 연구에 이용된 균주의 DNA 염기서열은 NCBI의 

GenBank에 제출하여 등록번호를 획득하였다.

Diversispora eburnea (L.J. Kenn., J.C. Stutz & J.B. Morton) C. Walker & A. Schüßler, The 

Glomeromycota: a species list with new families and new genera: 43 (2010)

온실에서 배양된 청미래덩굴의 근권 토양에서 분리되었다. 포자는 토양 내에서 단독으로 형성되
고, 해부현미경 상에서 전체적인 형태는 불규칙한 구형 혹은 계란형으로 확인된다. 포자의 크기
는 40~120 μm 정도이며, 포자의 색은 투명한 흰색 혹은 아이보리색에 가깝다(Fig. 1A). 포자벽은 
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L1과 L2의 두 hyaline 층으로 이루어지며, 포자를 깨뜨렸을 때 두 벽이 서로 떨어지지 않는다. 포
자의 가장 바깥쪽에 있는 L1층에는 이물질이 많이 달라붙어 있어 지저분한 느낌이며, Melzer�s 
reagent에서 별다른 반응이 확인되지 않는다(Fig. 1B, 1C). L2층은 laminae층으로 되어 있는 경우도 

간혹 확인되고, 부착 균사(substending hyphae)는 확인되지 않는다.

Fig. 1. Spores of Diversispora eburnea(A), in polyvinyl alcohol-lactic acid-glycerol (PVLG)(B), in 
Melzer’s reagent(C). Spores of Paraglomus laccatum(D), in PVLG(E), in Melzer’s reagent(F). (scale 
bars: A, D = 100μm; B, C, E, F = 20μm).

Fig. 2. Neighbor-joining phylogenetic tree based on partial 18S rDNA sequences. Mucor stercorarius 
was used as an outgroup. Numbers on branches indicate bootstrap values (1,000 replicates). Fungal 
strains isolated in this study are in bold.
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Specimen examined: Jecheon-si, Chungcheongbuk-do, Korea, N37°04'47.0", E128°13'35.4", September 

16, 2015, Diversispora eburnea, isolated from cultured rhizosphere, with Smilax china and Sorghum bicolor, 

strain CB15124, GenBank No. MN006953(18S partial rDNA), MN517119(18S partial/ITS/28S partial 

rDNA).

Notes: D. eburnea는 2010년 C. Walker & A. Schüßler에 의해 수정된 종명으로, 원 기재문에 명명된 

종명은 Glomus eburneum(1999)이다. 상아색(ivory)을 뜻하는 라틴어 ‘eburneus�에서 종소명이 유래
되었으며[13], 18S rDNA의 분자적 분석 결과에 기반하여 Glomus에서 Diversispora로 속이 변경되
었다[14]. 투명한 흰색 혹은 옅은 상아색의 구형 포자(40~140 μm)를 토양 내에서 단독으로 형성하
고 두꺼운 두 층의 포자벽을 갖고 있는 것이 특징이며[13], 본 연구에서 확인된 포자의 색과 크기, 

포자벽의 구조는 원 기재문의 D. eburnea에 대한 기술과 대부분 일치하였다. DNA 염기서열 분석 

결과 18S rDNA 지역의 염기서열은 D. eburnea AM713431.1과 99.05%의 일치도를, Krüger fragment

의 DNA 염기서열은 D. eburnea AM713412.1과 99.43%의 일치도를 보였으며 모두 같은 계통을 형
성하였다(Fig. 3).

Paraglomus laccatum (Blaszk.) Renker, Blaszk. & Buscot, Nova Hedwigia 84 (3-4): 400 (2007)

온실에서 배양된 청미래덩굴의 근권 토양에서 분리되었다. 포자는 토양 내에서 단독으로 발생하
며, 대부분 구형의 hyaline이고 드물게 타원형이며 무색 투명하고 광택이 있다(Fig. 1D). 해부현미
경 상에서 포자 안에 기름방울이 차 있는 것을 확인할 수 있으며, 포자의 크기는 50~100 μm 정도
로 매우 작은 포자를 형성한다. 포자벽은 L1, L2, L3의 세 층으로 형성되는데, 무색 투명한 L1은 1 

μm 이하로 매우 두께가 얇으며 성숙된 포자에서는 일반적으로 탈락되기도 한다. L2층은 5 μm 이
상의 두꺼운 laminae층으로 이루어지며 Melzer�s reagent에서 진한 베이지색 혹은 노란색으로 반응
한다(Fig. 1E, 1F). 부착균사(SH)는 laminae층 안쪽의 L3에서부터 발생하며, 길쭉한 원통형으로 자
란다(Fig. 1F).

Specimen examined: Sancheong-gun, Gyeongsangnam-do, Korea, N 35°19'24.6", E127°58'08.3", 

September 14, 2017, Paraglomus laccatum, isolated from cultured rhizosphere, with Smilax china and 

Sorghum bicolor, strain GN17009, GenBank No. MN006954(18S partial rDNA), MN517120(18S partial/

ITS/28S partial rDNA).

Notes: P. laccatum은 2007년 Glomus laccatum에서 종명이 수정되었다. 토양 내에서 단독으로 포자
를 형성하며, 외부 균사(extra-radical hyphae)의 끝에서 출아하듯이 포자가 형성된다. 포자의 색은 

투명하고 광택이 있으며, 대부분 구형이나 간혹 계란형도 존재하고 포자의 크기는 50~130 μm 정
도이다[15]. 본 연구에서도 투명한 구형 혹은 계란형의 포자를 확인할 수 있었으며, 3중으로 되어 

있는 포자벽 중 L2층이 laminae로 이루어져 있는 것이 원 기재문과 일치하였다. Paraglomus에 속
하는 종들은 경작지, 중금속 오염 토양, 습지 등 다양한 교란 지역에서 분리되며[16], P. laccatum 원 

기재문에서도 본 연구와 같이 포트로 배양된 토양에서 포자를 다수 형성한 것을 확인할 수 있었
다[15]. DNA 염기서열 분석 결과 18S rDNA 지역의 염기서열은 P. laccatum AM295493.1과 98.53%

의 일치도를, Krüger fragment의 DNA 염기서열은 P. laccatum FJ769330.1과 98.10%의 일치도를 보
였으며 모두 같은 계통을 형성하였다(Fig. 4).
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적 요
청미래덩굴의 근권 토양을 온실에서 배양하여 Glomeromycota에 속하는 균류의 포자를 분리하
였다. 분리된 포자는 18S partial rDNA 영역의 DNA 염기서열 분석과, 더 정확한 동정을 위해 추
가적으로 ITS 영역과 28S rDNA 영역까지 포함하는 Krüger fragment 지역의 염기서열을 분석하
여 동정하였다. 동정 과정에서 2종의 국내 미기록종 Glomeromycota 균류의 포자를 확인하였으
며, 확인된 종은 Diversispora eburnea, Paraglomus laccatum이다. 확인된 미기록종 포자의 형태적 
특성 및 계통적 분석의 결과에 대해 기술하였다.

Fig. 3. Neighbor-joining phylogenetic tree based on the Krüger fragment sequences. Archaeospora 
trappei was used as an outgroup. Numbers on branches indicate bootstrap values (1,000 replicates). 
The fungal strain isolated in this study is in bold.

Fig. 4. Neighbor-joining phylogenetic tree based on the Krüger fragment sequences. Geosiphon 
pyriformis was used as an outgroup. Numbers on branches indicate bootstrap values (1,000 replicates). 
The fungal strain isolated in this study is in bold.
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