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ABSTRACT: This study was conducted to investigate colonization of ectomycorrhizal fungi(ECM) in roots of Abies

koreana which is an endemic and endangered species in Korea. Roots of A. koreana were collected at Mt. Halla.

ECM root tips were classified using morphotyping and identified using sequences of internal transcribed spacer

(ITS) region of the fungal rDNA. Total 8 species of ECM fungi were identified from roots of 11 seedlings of A.

koreana : Cenococum geophilum, Russula brevipes, 2 species of Russula, 2 species of Thelephora, Cortinarius camphorates and

2 species of Helotiales. These species were known to be typical ectomycorrhizal fungi found in coniferous mature

forests. 
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구상나무(Abies koreana E. H. Wilson)는 한국 고유종이자

멸종위기종으로, 덕유산, 지리산, 한라산의 해발 1,000 m

이상의 고산지대에서만 제한적으로 분포한다(이, 1970; 이와

홍, 1995). 과거에는 무등산, 백양산, 가지산, 백운산 등에도

분포한다고 보고되었으나 최근에는 발견되지 않고 있다(이,

1970). 이와 같은 구상나무의 국지적인 분포는 유전적 고

립에 의한 동계교배의 확률을 높일 뿐만 아니라 그에 따른

유전다양성의 감소와 낮은 적응도를 유발하기 때문에 현재

멸종될 가능성이 매우 높은 수종으로 여겨진다 (김과 현,

2000). 더욱이 최근에는 한라산과 지리산의 구상나무림에서

고사목의 증가와 함께, 구상나무 우점율의 감소가 중·하

층에서 현저하게 나타나면서 구상나무의 쇠퇴가 확대되고

있다 (김과 추, 2000). 구상나무림 쇠퇴의 원인으로는 겨

울기온의 상승에 따른 수분 공급의 불균형으로 인한 구상

나무의 생장저해나 고사 (구 등, 2001), 겨울의 한랭·건조

기후로 인한 상해 등의 생리적인 요인, 토심이 얕고 척박한

고산지대에서 강한 바람에 의한 풍도목의 발생, 그리고 지구

온난화에 따른 기후의 변화와 대기 오염 (김, 1994) 도 구

상나무림의 쇠퇴 원인으로 보고되고 있다. 이와 같은 멸

종위기종인 구상나무의 종 보존을 위하여 종자 발아와 유

묘의 생장촉진 등에 대한 연구가 이루어지고 있으나 구상

나무는 포지 양묘시 고사되는 빈도가 매우 높으며, 유묘의

생장이 저조하고 더욱이 양묘에 매우 장기간이 소요되어 (김,

1993) 구상나무의 종 보존을 위한 기초적 연구에 어려움을

겪고 있다.

외생균근균은 소나무류의 생장과 생존에 매우 중요한 역할

을 하는 공생균이다(Smith and Read, 2008). 외생균근은 균사

가 식물 뿌리의 외부에 발달하여 균투(fungal mantle)를 형성

하며, 균사가 뿌리의 피층세포 사이에 그물망 구조인 균사망

(hartig net)을 형성한다. 균투는 뿌리의 표면적을 증가시켜 식

물의 흡수력을 증가시켜주고, 뿌리의 분지를 두 갈래 혹은 여

러 갈래로 형성하여, 바람직한 뿌리의 형태를 갖도록 하며

(Read et al., 2004), 균과 숙주식물의 조합에 따라 두께, 색깔

그리고 표면의 성질 등이 다양하게 나타난다(Goodman et al.,

1998-2009). 따라서 이러한 외생균근균의 외부 형태적 특

징은 육안으로 식별이 가능하기 때문에 이를 바탕으로 많은

연구들이 이루어졌다(Goodman et al. 1998-2009). 더욱이 분

자적인 기술의 도입은 더욱 많은 외생균근균의 종을 밝혀

내고 있다(Gardes and Bruns, 1993). 근래에는 외생균근균의

군집과 종 특성을 파악하여 가장 적합한 균주를 선별하고

이를 분리·접종하여 식생을 복원하거나, 유묘의 생장촉진에

사용하게 되면서, 이러한 연구들이 조림사업과 산림생태계의

자연적 복원에 중요한 역할을 수행하고 있다(St. John, 1998).

구상나무는 소나무과 전나무속 (Abies Mill.)에 속하는*Corresponding author <E-mail : eomah@knue.ac.kr>
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식물로 외생균근균과 공생관계를 형성하고 있는 종으로 추정

되나 이에 대한 연구는 이루어지지 않고 있다. 따라서 본 연구

에서는 한국 고유종이며 멸종위기종인 구상나무의 보존에 적

용하고자 구상나무의 뿌리에 공생하는 외생균근균의 군집을

형태 및 분자적 방법으로 동정하였다.

재료 및 방법

외생균근의 채집 및 형태관찰

구상나무는 한라산 정상을 중심으로 해발 1,300 m 이상의

지역에 넓게 분포하고 있다(이와 홍, 1995). 본 연구에 필요한

구상나무 외생균근균의 채집은 구상나무가 군락을 이루고

있는 제주도 한라산 주변지역(33
o

21´N, 126
o

30´E)에서 이루

어졌다. 우선 구상나무 유묘의 뿌리를 채취하여 지퍼백에 넣

어 실험실로 운반하였으며 관찰 시까지 4
o

C에서 보관하였

다. 채집한 뿌리는 외생균근이 떨어지지 않도록 체에 받쳐 약

하게 흐르는 물로 세척한 후, 해부현미경 하에서 관찰하였다.

각각의 개체에서 외생균근균은 분지 모양과 형태, 그리고 균

투의 표면과 출현한 균사의 특징 등으로 구분하였다(Rambold

and Agerer, 1997). 분리된 외생균근은 microtome을 이용

하여 횡단면으로 절단하고, 광학현미경(×100) 하에서 내·

외부 맨틀의 특성, 균사망 등의 형태를 관찰하였다(Goodman

et al., 1996-2009). 외생균근균의 출현 빈도를 계산하기 위해

구상나무 한 개체에 나타나는 외생균근균의 수를 형태별로

측정하였다.

외생균근의 분자적 동정

형태적으로 분류한 외생균근은 Plant mini kit (GeneAll,

Korea)을 이용하여 형태형에 따라 한 개의 뿌리 끝에서 DNA

를 추출하였다. 추출된 DNA는 균 특이적 primer인 ITS1F와

ITS4를 사용하여 5.8s rDNA 지역을 포함하는 Internal

Transcribed Spacer (ITS) 지역을 증폭시켰다(Gardes and

Bruns, 1993). PCR 수행시, 반응조건은 94
o

C에서 5분간

predenaturation을 시킨 후, 94
o

C에서 30초간 denaturation,

50
o

C에서 30초간 annealing, 72
o

C에서 1분간 elongation의

3단계를 1cycle로 하여 총 30회를 진행하였으며, 최종적으로

72
o

C에서 5분간 안정화시킨 다음, 전기영동하기 전까지 4
o

C에

서 보관하였다. 증폭된 PCR 산물은 1×TAE buffer (40 mM

Tris-acetate, 1 mM EDTA, pH 8.0)을 사용하여 0.7% agarose

gel에서 약 20분간 전기영동을 하였으며, 0.5 µg/ml ethidium

bromide로 5분간 염색한 후 UV transilluminator 상에서

밴드를 확인하였다. 

분석된 염기서열은 NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov)

상에서 BLAST를 수행하여 유사도를 비교하였다. 분석된 염

기서열간의 유사도를 통해 계통관계를 추론하였으며, 이를

통하여 외생균근균간의 유연관계를 분석하였다. 각 분지의

신뢰도를 계산하기 위하여 bootstrap 분석은 1000 replicates

를 수행하였고, outgroup으로 Rhizopus oryzae를 사용하였다.

최종적으로 형태·분자적으로 동정된 종들은 출현빈도와 상

대도수를 구하여 구상나무의 외생균근균 군집을 분석하였다.

결과 및 고찰

외생균근의 형태

총 11 개체의 구상나무에서 외생균근을 형성한 뿌리 끝을

모두 93개 분리하여 관찰하였고, 한 개체당 1~3종류의 외생균

근 형태가 나타났다. 구상나무 외생균근의 외부 형태와 내부

형태를 고려하여 8종류의 형태로 구분할 수 있었다 (Fig. 1

and 2). 가장 많이 나타나는 외생균근의 형태는 검은색 머리카

락과 같은 균사 모양에 주로 한 갈래로 분지되는 형태의

균근이었다 (Fig. 1A). 이 균근의 횡단면의 관찰 결과, 외부 균

투에 검고 두꺼운 세포벽을 가진 균사체가 그물 형태를 이루

고 있었고, 내부 균투는 밝은 노란색으로 내부가 선명하게 보

이며, 얇은 세포벽으로 이루어져 있었다. 또한 검고, 격벽이

Fig. 1. Morphological characteristics of ectomycorrhizal roots tip (arrow head) of Abies koreana from Mt. Halla. A. Cenococcum

geophylum, B. Tomentella sp. 1, C. Russula brevipes, D. Russula sp., E. Tomentella sp. 2, F. Helotiales 2, G. Cortinarius

camphoratus, H. Helotiales1 (bar = 1mm).



136 심미영 등

있는 외부균사가 출현한 것을 관찰 할 수 있었다(Fig. 2A). 이

와 같은 구조는 전형적인 Cenococcum geophilum의 형태로,

외부 형태만으로도 종 동정이 가능하였다(Goodman et al.,

1996-2009). 균근의 끝부분이 갈색이고, 표면에 검은색 점이

나타나며, 길이가 긴 형태형은 (Fig. 1B), 갈색의 불규칙

적인 외부 균투와, 두꺼운 구형이며, 구슬 형태의 내부 균사를

가지고 있었다(Fig. 2B). 황토색에 균투가 투명하고, 가시

와 같은 균사가 발달하며, 1~2 분지로 나타나는 형태형은

(Fig. 1C) Russulaceae의 형태로, 내·외부 균투에서는 망상방

추조직이 나타나며(Fig. 2C), 끝이 둥근 병모양의 낭상체를 가

지고 있었다(Fig. 2I). 밝은 갈색에 곤봉형이며 균근의 끝이

투명한 형태형 (Fig. 1D)도 Russlaceae의 형태로, 직물 형

태의 방추조직으로 이루어져 있으며, H자 형태의 균사연결이

나타나는 외부 균투와 망상방추조직이 나타나는 내부 균투가

관찰되었다(Fig. 2D). 곤봉형에 흰색의 균사가 나타나는 형태

(Fig. 1E)는 외부 균투에 격벽이 있는 망상방추조직이 나타나

고, 내부 균투는 불규칙한 방추조직이었으며, 균사망에서는

잎 모양의 구조가 관찰되었다(Fig. 2E). 회색이 도는 갈색에

긴 곤봉형의 형태형은(Fig. 1F), 직물 형태의 방추조직로 이루

어지고, 꺽쇄(clamp)가 있는 H자 형태의 균사 연결이 관찰되

는 외부 균투와, 망상방추조직으로 이루어진 내부 균투, 두껍

고 넓은 형태의 균사망을 가지고 있었다(Fig. 2F). 갈색에 흰

균사가 나타나며 흰 근상균사속(rhizomorph)이 나타나는

구불구불한 곤봉형의 형태형에서는 (Fig. 1G), 직물 형태의 방

추조직으로 이루어진 외부 균투와, 망상방추조직으로 이루

어진 내부 균투를 관찰할 수 있었다(Fig. 2G). 체리색에

두꺼우며 곤봉형이고 체리색 근상균사속이 나타나며 끝이

각진 형태형에서는(Fig. 1H) 규칙적인 형태의 방추조직으로

이루어진 외부 균투와, 결합성이 없는 불규칙한 형태의 방추

조직으로 이루어진 내부 균투를 관찰할 수 있었다(Fig. 2H).

분자동정

형태적으로 분류된 8종류의 외생균근 뿌리 끝에서 11개의

염기서열을 분석하였으며 계통분석을 통해 다음 8 종으로

동정하였다 - Cenococcum geophilum, Russula brevipes, Rssula

sp. 2 종, Tomentella sp. 2 종, Cortinarius camphorates, 그리고

Helotiales에 속하는 2 종 (Fig. 3, Table 1). 이들 중 3 종은 자

낭균류, 5 종은 담자균류였으며, 구상나무에서 외생균근을 형

성하는 비율은 담자균류가 더 높았다. C. geophilum은 가장

높은 빈도로 발견되었으며, Helotiales 는 두 번째로 높은 출현

Fig. 2. Cross-section of ectomycorrhizal roots of Abies koreana collected from Mt. Halla. A. Cenococcum geophylum, B. Tomentella

sp. 1, C. Russula brevipes, D. Russula sp., E. Tomentella sp. 2, F. Helotiales 2, G. Cortinarius camphoratus, H. Helotiales 1,

I. Cystidia of Russula brevipes (triangle) (bar = 50, H : Hartig net, M : Mentel, C : Cystidia)
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빈도를 나타냈으나, 다른 종들에 비해 많지는 않았다(Table 2).

또한 Tomentella 속의 종들은 Helotiales에 비해 출현 빈도가

낮으나 개체 당 더 많은 수가 외생균근을 형성하였다.

구상나무에 외생균근을 형성하는 것으로 나타난 C.

geophilum, Tomentella sp., Helotiales 에 속하는 종들은 자실체

를 형성하지 않는 종이거나 고약균류(corticioid fungi)이다

(Agerer, 1987-2006, Goodman et al., 1996-2009). 특히

C. geophilum과 Tomentella sp.는 균사에 멜라닌 색소를 형성

하여 건조와 같은 스트레스에 저항성을 갖는다(Butler and

Day, 1988). C. geophilum은 Abies, Quercus, Picea, Pinus 등

의 다양한 식물과 다양한 토양층에서 발견되는 외생균근균이

며 (Agerer, 1987-2006; Goodman et al., 1996-2009; Cullings

and Makhija, 2001), 구상나무 역시 C. geophilum과 공생

함으로 인해 구상나무 군집의 형성에 기여하는 것으로 생

각된다.

Russula 속에 속하는 균들은 천이 후기의 성숙하고 안정된

온대림에서 발견되는 외생균근균으로 (Mason et al., 1987;

Kernaghan et al., 1997; Goodman and Trofymow, 1998;

Bergemann and Miller, 2002; Smith et al., 2005), 구상나

무림 또한 안정된 온대림으로 이와 같은 외생균근균들이

구상나무와 공생하고 있는 것으로 나타났다. 본 연구에서 분

자적으로 동정된 Russula 속의 종은 2 종임에도 불구하고

아직까지 한라산에서 이 속에 속하는 균이 발견이 보고된 것은

없었다 (김 등, 2000). 또한 2 종의 Helotiales를 분자적으로 확

인하였는데, Helotiales는 자낭균에 속하고 Piceirhiza

bicolorata은 Pinus sylvestris의 뿌리에 외생균근을 형성하고

(Agerer, 1987-2006), Hymenoscyphus ericae는 진달래과

Fig. 3. Phylogenetic tree of sequences obtained from ectomycorrhizal fungi colonizing Abies koreana collected from Mt. Halla.

Rhizopus oryzae was used as an outgroup.

Table 1. Identified taxa of ectomycorrhizal fungi on roots of Abies koreana seedlings collected from the Mt. Halla.

ECM Root tips Identified Fungal taxa Closest BLAST sequences Matches/similarity

JJ09013 Cenococcum geophilum  Cenococcum geophilum AY818607 280/312 (89%)

JJ09078 Russula brevipes  Uncultured ectomycorrhiza (Russulaceae) EU645647 693/704 (98%)

JJ09025 Tomentella sp.1  Uncultured ectomycorrhiza (Thelephoraceae) FJ807969 166/180 (92%)

JJ09052 Cortinarius camphoratus  Cortinarius camphoratus FJ717505 667/683 (97%)

JJ09052-2 Helotiales 1  Mycorrhizal fungal sp. EU880593 167/188 (89%) 

JJ09024 Russula sp.  Uncultured ectomycorrhiza (Russula) EU057106 241/259 (93%)

JJ09021 Tomentella sp. 2  Uncultured ectomycorrhizal fungus FM999509 236/277 (85%) 

JJ09071 Helotiales 2  Uncultured Helotiales FJ475664 245/254 (96%)

Table 2. Relative abundance and frequency of ectomycorrhizal

fungi in Abies koreana seedlings collected in Mt. Halla.

Fungal species Relative abundance (%) Frequency

Cenococcum geophilum 32.2 5

Russula brevipes 14.0 1

Tomentella sp.1 12.9 2

Cortinarius camphoratus 11.8 1

Helotiales 1 10.8 2

Russula sp. 7.5 1

Tomentella sp. 2 5.4 1

Helotiales 2 5.4 2
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식물에서 균근을 형성하는 균으로 알려져 있다 (Smith and

Read, 2008).

본 연구를 통해 밝혀진 구상나무의 외생균근균들은 대부분

일반적인 침엽수림에서 발견되는 외생균근균이다. 특히 높은

고도의 환경에서 식물은 균근균과의 공생관계에 더욱 의존적

이 되는데 (Haselwandter, 1987; Vestberg and Ohtonen, 1997),

이러한 외생균근균과 숙주식물과의 상호작용을 고려하면,

서식지 환경의 변화에 따른 공생관계의 단절이 숙주식물에

미치는 영향 또한 클 것으로 보인다. 따라서 구상나무의

쇠퇴현상에 이들의 관계가 영향을 미칠 수 있으므로, 이들 사

이의 공생관계에 대한 심층적 연구를 통해 멸종 위기종인

구상나무의 복원을 위한 생태학적인 분석이 지속적으로

수행되어야 할 것이다.

적요

본 연구는 우리나라 고유종이며 멸종위기종인 구상나무의

외생균근균에 관한 연구이다. 한라산 주변에서 구상나무의

뿌리를 채취하였으며, 균근을 형성한 뿌리는 형태적 특징을

이용하여 구분하였다. 각각의 형태형은 외생균근균의 rDNA

의 ITS지역을 염기서열을 이용하여 동정하였다. 총 11개의 구

상나무 유묘의 뿌리에서 다음과 같은 8종의 외생균근균이 동

정되었으며 이들 구상나무에 형성된 외생균근균은 침엽수

림에서 일반적으로 발견되는 종으로 알려져 있다: Cenococum

geophilum, Russula brevipes, Russula 속 2종, Thelephora 속

2종, Cortinarius camphorates, Helotiales 2종.
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