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ABSTRACT
Endophytic fungal strains were isolated from leaves, stems, and roots of Angelica gigas. The 
fungal strains were identified based on their morphological characteristics and molecular 
analysis of the internal transcribed spacer (ITS). A total 35 species of endophytic fungi were 
identified. The diversity between the endophytic fungal communities differed depending on 
the tissues of A. gigas. The isolated endophytic fungi were screened for antifungal activity 
against a pathogenic fungus, Phoma sp. Y11, using a dual culture method. Fourteen species 
of endophytic fungi showed the standout inhibition effect against the Y11 strain. The results 
suggest that the endophytic fungi isolated from A. gigas could be used as a biological control 
agent against leaf spot disease of A. gigas.

Keywords: Angelica gigas, Biological Control Agent, Dual Culture, Endophytic Fungi, 
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서론
약용식물은 질병 치료, 건강 증진 등에 효과가 있어 약재로 사용가능한 식물로, 지구상에 있는 

식물 중 약 50,000종 정도가 사용되고 있으며[1]. 약용작물은 약용식물 중 수요가 많거나 경제성
이 있어 재배되는 식물을 의미한다[2]. 한국에서 자생하는 약용식물은 약 900여 종 정도로 추정되
는데, 이 가운데 약재나 건강식품으로써 활용가치가 높아 악용작물로써 재배되는 종은 약 60여 

종이다[3]. 참당귀(Angelica gigas Nakai)는 잎과 뿌리를 식용 혹은 약재로 사용하는 약용작물로서 

중국이나 일본에서 생산되는 중국당귀와 일당귀와는 달리 짙은 자주색의 꽃을 갖는 것이 특징이
다[4]. 주로 저온의 해발고도가 높은 곳에서 자라며, 고온에서는 하고현상(summer depression)이나 

생육저하 현상이 나타나 재배가 어려운 작물이다[5].
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식물 내생균(endophytic fungi)은 식물과 균류의 공생관계 중 하나로서, 기주식물의 모든 조직 내
부에 공생한다[6]. 내생균은 식물의 조직에 병증을 일으키지 않는 상태로 살아가며[7], 식물체 내
에서 2차 대사산물(secondary metabolite)을 생성 및 분비하여 식물체를 초식동물, 곤충, 외부 병원
체(pathogen) 등의 요인으로부터 화학적으로 방어하는 역할을 한다[8,9]. 또한 내생균은 온도, 수
분 등의 환경 스트레스에 대한 저항성 역시 식물에게 제공하여 식물의 적응도를 높인다[10]. 이러
한 식물과의 관계로 인해 최근 내생균은 원예식물이나 농작물 등의 연구에 많이 이용되고 있다.

본 연구에서는 우리나라의 다양한 지역에서 재배되고 있는 참당귀의 뿌리, 줄기, 잎에 서식하고 

있는 내생균을 분리, 동정하여 다양성을 분석하고, 대치배양을 통해 병원균에 대한 길항작용을 보
이는 내생균 균주를 선별하고자 하였다.

재료 및 방법

내생균 분리
2020년 경북 영주, 봉화, 영양 총 3개 지역에서 시료를 채취하였다. 밭에서 재배되고 있는 참
당귀 개체를 채집하여 24시간 이내에 실험실로 운반하였다. 잎과 줄기는 병증이 없는 건강한 

부분을 선별하여 1% NaClO 용액에 1분, 70% EtOH에 2분간 표면살균한 후 potato dextrose agar 

(PDA) 배지에 치상하였다. 뿌리는 증류수로 씻어 흙을 완전히 제거한 후에 3% NaClO 용액에 3

분, 70% EtOH에 1분간 차례로 처리하여 표면살균하였고, 100 μg/mL 농도의 streptomycin 용액에 

10분간 처리한 뒤 멸균수로 3회 씻어주었다[11]. 표면살균된 뿌리는 filter paper를 이용하여 물기
를 완전히 제거한 뒤 0.5 cm 길이로 잘라 water agar (WA) 배지의 네 곳에 치상하였다. 25℃에서 

배양하면서 관찰하여 균사가 뻗어 나오는 것이 확인되면 PDA배지로 계대배양하였으며, 순수 

분리된 균주는 해부현미경 및 광학현미경으로 형태적 특성을 관찰하였다.

병원균 분리
참당귀 잎에 발병한 점무늬병(leaf spot)의 병변 조직을 떼어 해부현미경 및 광학현미경으로 분
생포자(conidia)의 발생을 관찰한 뒤, 병반조직을 1% NaClO 용액에 1분, 70% EtOH에 2분간 표면
살균하여 PDA 배지에 치상하고 25℃에서 배양하여 병원균 균주를 분리하였다.

분리된 균주의 분자생물학적 동정
분리된 내생균 및 병원균의 균사에서 DNeasy plant mini kit (Qiagen, Germantown, MD, USA)을 

이용하여 DNA를 추출한 뒤, rDNA의 5.8S 영역을 포함하는 internal transcribed spacer (ITS)영역을 

균류 특이적 primer인 ITS1F와 ITS4를 이용하여 증폭하였다[12]. PCR이 끝난 DNA는 1.5% agarose 

gel에 20분간 전기영동하여 각각 DNA 단편의 크기를 확인한 후 염기서열 분석을 의뢰하였다
(SolGent, Daejeon, Korea). DNA 염기서열은 미국 국립생물정보센터(NCBI) 상에서 BLAST하여 유
사도를 확인하여 동정하였다.
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내생균-병원균 대치배양
약용작물에서 분리된 전체 내생균 균주를 병원균 균주 Y11과 대치배양(dual culture)하였다. 대치
배양에는 PDA 배지를 사용하였고, 6.5 mm 직경의 cork borer를 이용해 내생균과 병원균 균총을 각
각 취하여 PDA 배지의 양쪽 끝에 계대하였다. 7일간 25℃에서 배양하면서 내생균과 병원균 균총 

간의 상호작용을 관찰하였다. 7일 후 두 균총 간의 거리 및 병원균 균총의 직경을 측정하여 병원균 

단독 배양체와 비교하였다. 병원균에 대한 내생균의 영향력 지수(I)는 내생균이 병원균의 생장에 

대해 보이는 억제 효과를 공식으로 나타낸 것으로서, 다음과 같은 과정을 통해 도출하였다[13].

내생균 영향력 지수(I) = (병원균 단독배양면적 - 대치배양시 병원균의 면적) / 병원균 단독배양면적

결과 및 고찰

내생균의 다양성
참당귀의 잎, 줄기, 뿌리에서 총 76균주를 분리하였으며 분리한 내생균의 형태적, 분자계통학
적 분석 결과 총 23속 35종을 동정하였다. 이 중 잎에서는 10속 20종, 줄기에서는 9속 11종, 뿌리에
서는 6속 7종의 내생균이 분리되었다.

Alternaria alternata, A. brassicola, Didymella glomerata의 3종은 잎과 줄기에서 모두 분리되었으
나 뿌리에서는 확인되지 않았고, 이 3종을 제외한 나머지 내생균들은 잎, 줄기, 뿌리에서 각각 다
른 종 구성을 보였다. 잎에서는 A. alternata가 27%로 가장 높은 상대수도를 보였고, 줄기에서는 

A. brassicola가 25%로 가장 높은 상대수도를 보였으며, A. alternata 역시 19%로 높은 비율을 차지
했다. 잎과 줄기에서 공통적으로 분리된 3종 가운데 A. alternata는 잎에서 더 높은 상대수도를, A. 

brassica는 줄기에서 더 높은 상대수도를 보였고 D. glomerata는 줄기에서 더 높은 상대수도를 보
였다. 뿌리에서는 Macrophomina phaseolina가 35%로 가장 높은 상대수도로 분리되었다(Table 1). 

종 다양성 지수로써 Shannon’s index, 종 균등도(species evenness), 종 풍부도(species richness)를 도출
하여 참당귀 조직 부위별로 통계분석한 결과, Shannon’s index와 종 수가 잎 > 줄기 > 뿌리 순으로 

유의미하게(p < 0.05) 나타났다. 종 균등도에서는 유의미한 차이가 존재하지 않았다(Table 1). 또한 

각 부위의 내생균 군집은 ordination 상에서 서로 가까이 위치하는 것을 확인할 수 있었다(Fig. 1). 

이러한 결과로 판단해볼 때, 분리한 조직부위에 따라 서식하는 내생균 군집의 종 구성이 다르며, 

종 다양성 역시 부위에 따른 차이를 보인다고 할 수 있다. 실제로 식물조직의 부위에 따라 내생균
의 종 수도나 다양성이 다르게 나타난다는 선행 연구 결과가 존재한다[14,15].
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병원균의 분리 및 동정
Phoma sp. Y11 균주는 영주 참당귀 잎의 점무늬병이 발병한 부위에서 분리하였으며(Fig. 2A), 

병증 부위에 투명한 원통형의 분생포자(conidia)를 형성하는 것을 관찰하였다(Fig. 2B). PDA배지
에 7일간 단독 배양 시 균총의 직경은 약 42 mm 정도이고, 균총의 색은 앞면은 주로 군청색을 띠
나 가장자리에 흰색의 띠가 분포한다(Fig. 2C). 뒷면은 중앙부에서는 군청색을 띠며 가장자리는 

붉은 빛이 도는 상아색 혹은 베이지색이다(Fig. 2D). 분생자의 형태적 특성 및 분자생물학적 분
석을 통해 동정한 결과, 우리나라 참당귀 잎에 점무늬병을 유발하는 병원체로 보고된 Phoma sp. 

KACC 42406 (GenBank accession No. EF600958.1) 균주와 100%의 유사도를 보였다.

내생균-병원균 대치배양
참당귀에서 분리된 76균주의 내생균을 참당귀 점무늬병 균주 Y11과 대치배양한 결과, 14균주
의 내생균이 대치배양 시에 병원균의 생장직경을 25 mm 이하로 제한했으며 병원균에 대한 영
향력 지수(I)가 0.4 이상이었다(Table 2). 특히 Phaeosphaeria fuckelii 20A049, Gloeosporium orbiculare 

20A053, Ceratobasidium sp. 20A180 3균주는 병원균에 대한 영향력 지수(I)가 0.5 이상인 것을 확인
할 수 있었다.

Fig. 1. Non-metric multidimensional scaling (NMDS) plots of the endophytic fungal communities 
isolated from Angelica gigas. L1-L4, S1-S4, and R1-R4 indicate the endophytic fungal communities 
isolated from leaves, stems and roots of the host plants.
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Table 1. Relative abundance (mean±standard error) of endophytic fungi isolated in this study, according 
to the tissue of Angelica gigas.

Endophytic fungi isoated
Relative abundance

Leaf Stem Root
Alternaria alternate 0.27 ± 0.05 0.19 ± 0.06
Alternaria brassicicola 0.03 ± 0.03 0.25 ± 0.14
Alternaria tenuissima 0.04 ± 0.04
Annulohypoxylon annulatum 0.02 ± 0.02
Annulohypoxylon truncatum 0.07 ± 0.05
Arcopilus aureus 0.02 ± 0.02
Ceratobasidium sp. 0.17 ± 0.08
Cistella acuum 0.07 ± 0.04
Cladosporium cladosporioides 0.06 ± 0.03
Colletotrichum boninense 0.02 ± 0.02
Colletotrichum coccodes 0.02 ± 0.02
Colletotrichum crassipes 0.02 ± 0.02
Colletotrichum fioriniae 0.04 ± 0.02
Colletotrichum lineola 0.06 ± 0.03
Colletotrichum sp. 0.07 ± 0.05
Colletotrichum siamense 0.09 ± 0.07
Coprinellus radians 0.10 ± 0.07
Dendrophora versiformis 0.03 ± 0.03
Didymella sp. 0.07 ± 0.04
Didymella bellidis 0.02 ± 0.02
Didymella glomerata 0.06 ± 0.06 0.07±0.04
Dothiorella gregaria 0.03 ± 0.03
Emmia lacerate 0.02 ± 0.02
Fusarium commune 0.13 ± 0.07
Gloeosporium orbiculare 0.04 ± 0.04
Irpex lacteus 0.06 ± 0.04
Macrophomina phaseolina 0.35 ± 0.08
Mycosphaerella sp. 0.03 ± 0.02
Paraphoma chrysanthemicola 0.19 ± 0.07
Paraphoma radicina 0.09 ± 0.02
Penicillium janthinellum 0.02 ± 0.02
Phaeosphaeria fuckelii 0.02 ± 0.02
Septoria dysentericae 0.03 ± 0.02
Sphaerulina berberidis 0.07 ± 0.05
Sydowia polyspora 0.06 ± 0.03
Shannon index* 1.96 ± 0.13 1.70 ± 0.15 1.49 ± 0.11
Number of species 8.67 ± 1.20 6.67 ± 0.67 5.33 ± 0.33
Species evenness* 0.91 ± 0.01 0.90 ± 0.05 0.89 ± 0.04
*The p value was lower than 0.05. 
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P. fuckelii 20A049 균주는 영주의 참당귀 줄기에서 분리되었다. 이 종은 중국의 약용작물인 

Phlomis umbrosa 잎에서 내생균으로 분리된 기록이 존재하며, 멜라닌 생성 장애를 억제하는 

alkaroid를 분비하는 것으로 보고된 바 있다[16]. G. orbiculare 20A053 균주는 영주의 참당귀 줄기
에서 분리되었다. G. orbiculare는 이전에 Colletotrichum orbiculare로 보고되어 있었으며 오이 탄
저병균으로 알려져 있으나[15], 본 연구에서는 내생균으로 분리되었다. Gleosporium 속은 열대
의 mangrove에서 주로 내생균으로 분리되며, 항암작용을 하는 물질을 분비하는 종들이 존재한
다[17]. Ceratobasidium sp. 20A180 균주는 영주의 참당귀 뿌리에서 분리되었다. Ceratobasidium

에 속하는 종들 중에는 식물 뿌리와 공생하여 균근을 형성하는 종들이 있으며[19], 식물에 접종 

시 식물의 생육을 촉진하고 병원균에 대한 저항성을 제공한다는 연구 결과 또한 존재한다[20]. 

Ceratobasidium 속에 속하는 균은 난초과 식물의 뿌리에서 주로 많이 분리되며, 우리나라에서는 

이 속에 포함된 종이 강원도 정선 함백산의 금난초 (Cephalanthera falcata [Thunb.] Blume)에서 분리
된 기록이 존재한다[21].

Fig. 2. Morphological characteristics of Phoma sp. strain Y11. Leaf spot in a leaf of Angelica gigas (A), 
Conidia from leaf spot (B), Colony of Y11 grown for 7 days in potato dextrose medium, surface (C), and 
reverse (D) (scale bar=10 μm).
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약용작물은 재배 과정에서 나타나는 각종 병충해로 인해 작물을 건강하게 재배하는 것이 쉽지 

않다. 이와 같은 병해를 사전에 예방하거나 병해에 저항성을 갖게 하는 것이 약용작물의 재배에 

매우 중요하다. 전통적으로는 농업에서 빠른 효과를 보이며 투입 비용이 적은 화학 방제법이 주
로 사용되어 왔으나[22], 2019년부터 잔류농약 허용물질목록 관리제도(positive list system, PLS)가 

전면 시행됨에 따라[23], 농업에서 생물학적 방제가 중요한 연구 주제가 되었다. 이러한 상황에서 

내생균을 이용한 병원균의 억제는 약용작물의 재배에 매우 효율적인 생물학적 방제법이 될 수 

있다. 대치배양에서 효과를 보이는 내생균들을 실제로 약용작물에 접종하여 효과를 확인할 수 

있다면 이러한 방제법을 실질적으로 적용하는 데 도움이 될 것으로 생각된다.

적요
다양한 지역에서 채취한 참당귀(Angelica gigas Nakai)의 잎, 줄기, 뿌리에서 내생균을 분리하였
다. 내생균 균주는 형태적특징과 ITS (internal transcribed spacer) 지역의 염기서열을 이용하여 동정
하였다. 총 35종의 내생균이 동정되었다. 내생균의 다양성은 참당귀의 조직에 따라 다르게 나타
났다. 분리된 내생균은 참당귀 점무늬병균 Phoma sp. Y11 균주와 대치배양하여 항균활성을 측정
하였다. 총 14종의 내생균이 균주 Y11에 대해 억제효과를 나타내었다. 본 연구는 참당귀에서 분리
한 내생균이 참당귀의 점무늬병에 대한 생물학적 방제제로 사용될 수 있다는 것을 제시하고 있다.
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Table 2. The effect of dual culture between endophytic fungal strains and Phoma sp. Y11*. 

Strains Fungal species Diameter of 
Y11 (mm)

Inhibition index 
to Y11 (I)

Closest GenBank 
sequence matches

Similarity 
(%)

20A029 Didymella glomerata 22 0.48 MH635155  99
20A037 Didymella glomerata 25 0.40 MH635155  99
20A038 Dothiorella sp. 25 0.40 AB470899  98
20A048 Dendrophora versiformis 25 0.40 JN198493  98
20A049 Phaeosphaeria fuckelii 12 0.71 EF151447  99
20A050 Sydowia polyspora 23 0.45 KY246326  99
20A051 Cistella acuum 25 0.40 MH857792  99
20A053 Gloeosporium orbiculare 21 0.50 LC206584  99
20A054 Sphaerulina berberidis 25 0.40 LC206674  99
20A119 Coprinellus radians 22 0.48 MK732139 100
20A170 Septoria dysentericae 24 0.43 GU214699  99
20A171 Fusarium commune 23 0.45 KR047082  99
20A177 Paraphoma chrysanthemicola 24 0.43 KC202946  99
20A180 Ceratobasidium sp. 14 0.67 KC782943  99
*Only strains with the inhibition index of 0.4 or higher are listed. 
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