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ABSTRACT
We isolated endophytic fungi from the conifer leaves of Pinus densiflora inhabiting Buan-gun, 
Jeollabuk-do, Korea. We identified the isolated fungal strains based on phylogenetic analysis 
performed using the nucleotide sequences of the internal transcribed spacer, large subunit, 
and beta-tubulin. We confirmed the presence of three novel endophytic fungi in Korea, 
namely Paracamarosporium hawaiiense, Tubakia dryina, and Zasmidium fructigenum. In this 
report, we described the morphological characteristics of these fungal strains and the results 
of their phylogenetic analysis.
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서론
식물과 공생하는 균류인 내생균(endophytic fungi)은 식물체의 조직 내에 감염되지만 병증을 일으키
지 않고 살아가는 균류를 지칭한다[1]. 내생균은 식물체 내에서 2차 대사산물을 분비함으로써 숙주
식물이 환경스트레스에 저항성을 가질 수 있게 하며[2], 초식곤충 등 포식자에 대한 화학적인 방어
를 제공하기도 한다[3]. 이렇게 분비되는 2차 대사산물 중 Alternaria속의 균류에서 분비되는 
alternariol [4], Taxus속의 식물 잎에 공생하는 내생균이 분비하는 taxol [5] 등 항암 혹은 항균 작용을 
하는 물질들이 확인됨으로써 내생균에 대한 연구의 가치는 점차 증가하고 있다. 본 연구에서는 전
북 부안의 계화산 소나무 침엽에서 내생균을 분리하였으며, 그 과정에서 확인된 국내 미기록종 3종
의 형태적, 분자생물학적 특성에 대해 보고하고자 한다.
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재료 및 방법
시료의 채집은 2016년 4월 전북 부안군에 위치한 계화산 부근(N35°47'18", E126°37'56")에서 진행되
었다. 병증이 나타나지 않은 건강한 소나무 침엽을 채취하여 24시간 이내에 실험실로 운반하였으
며, 실험실에서 곧바로 표면살균을 진행하였다. 표면살균은 1%의 NaClO 용액에서 1분, 70% EtOH

에서 2분을 차례로 진행하였으며, 표면살균된 잎을 적당한 크기로 등분하여 potato dextrose agar 
(PDA)배지에 치상하였다. 배지를 25°C에서 3일 이상 배양하면서 치상된 식물체에서 균사가 뻗어 
나오면 메스를 이용하여 새로운 PDA배지로 계대 배양하였으며, 순수 분리된 균주는 PDA배지와 
더불어 malt extract agar (MEA)배지에서 7일간 배양하여 해부현미경 및 광학현미경 상에서 형태적 
특성을 관찰하였다(Table 1). 형태적으로 분류된 균주의 동정을 위해 DNeasy plant mini kit (Qiagen, 
Germantown, MD, USA)의 protocol에 따라 균사에서 DNA를 추출한 뒤, rDNA의 5.8S 지역을 포함하
는 internal transcribed spacer (ITS)영역을 균류 특이적인 primer인 ITS1F와 ITS4 [6]를 이용하여 증폭하
였으며, 더 정확한 동정을 위하여 rDNA의 large subunit (LSU)영역을 primer LR0R과 LR16 [7]을 이용
하여 증폭하였고, beta-tublin (TUB) 영역을 primer Bt2a와 Bt2b [8]를 이용하여 증폭하였다. PCR반응
의 annealing 단계에서 ITS영역은 50°C, LSU영역은 44°C, TUB 영역은 55°C로 설정하였다. PCR이 끝
난 DNA는 1.5% agarose gel에 20분간 loading하여 각각 단편의 크기를 확인한 후 염기서열 분석을 의
뢰하였다(SolGent, Daejeon, Korea). DNA 염기서열은 미국국립생물정보센터(NCBI) 에서 BLAST하
여 유사도를 확인하고, MEGA7 프로그램[9]을 이용하여 두 영역 혹은 세 영역의 염기서열을 연쇄
시켜 neighbor-joinning 방식으로 계통수를 작성하였으며 분석에 이용된 참고 서열들은 Table 2에 나
타내었다. 확인된 미기록종 균주는 국립생물자원관(NIBR)에 기탁하였으며, BLAST 결과 및 계통
수 작성에 이용된 염기서열은 NCBI의 GenBank에 등록하였다.

Table 1. Morphological characteristics of fungal strains isolated from Pinus densiflora.
Strain P. hawaiiense 16B647 P. hawaiiense [10] T. dryina 16B554 T. dryina [11] Z. fructigenum 16B210 Z. fructigenum [12]
Colony PDA, 25℃, 7 days PDA, 25℃, 2 weeks MEA, 25℃, 7 days MEA, 20℃, 3 weeks PDA, 25℃, 7 days PDA, 25℃, 2 weeks
Color Black in center, 

margin cream; reverse 
pale pink to beige

Gray-olivaceous to 
olivaceous-black, 

reverse olivaceous-
gray

Suface and reverse 
pale brown or gray 
in center, margin 

white

Whitish at first, then 
olive-gray

Khaki in center, margin 
reddish-brown; reverse 

pink or scarlet

Surface and reverse 
iron gray

Size 15~17 mm in diam. Reaching 45 mm in 
diam.

29~34 mm in diam. Reaching 86 mm in 
diam.

14~16 mm in diam. Reaching 40 mm in 
diam.

Shape Convexed, margins 
smooth

Aerial mycelium 
sparse, margins smooth

Flat, concentric rings 
undulately, margin 

irregular

Woolly to floccose, 
concentric rings 

cloudy

Flat, margin smooth and 
irregular

Flat, margin smooth 
and lobate

Conidia Ellipsoidal to 
subcylindrical, 

1(~2)-septate, hyaline 
to pale brown, with 
obtuse apex, thick-

walled, (15.2~17.3) × 
(3.6~5.3) µm in diam.

Ellipsoidal to 
subcylindrical, 

1(~2)-septate, with 
obtuse apex, thick-
walled, (10–)12–13 
× (4–)5(–5.5) µm in 

diam.

1-celled, hyaline, 
globose to elliptical, 

(9.0~10.4) × 
(5.2~8.8) μm in 

diam.

1-celled, hyaline to 
light olive-brown, 

elliptical, (12~15) × 
(7-8) μm in diam.

0~1 septate, 
subcylindrical to 

fusiform, branched 
chains, apex subobtuse, 
(8.8~14.9) × (2.4~4.2) 

µm in diam.

0~1 septate, 
subcylindrical to 

narrowly obclavate, 
branched chains, 
apex subobtuse, 

(5–)8–12(–15) × 2 
μm in diam.
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결과 및 고찰
Paracamarosporium hawaiiense (Crous) Crous, Sydowia 67: 110 (2015)
PDA배지에서 7일간 배양된 균총의 크기는 15~17 mm 정도이며, 균총의 색은 앞면은 밝은 크림색
이고 뒷면은 옅은 분홍색 혹은 베이지색을 띤다. 균총의 고도는 살짝 융기되어 있고 가장자리는 불
규칙하다(Fig. 1A). MEA배지에서 7일간 배양된 균총의 크기는 19~20 mm 정도로 PDA보다 빠른 속
도로 생장하며, 형태는 PDA배지에서 자란 균주와 대부분 일치한다(Fig. 1E). 균사 생장의 측면 부
위에서 원통형의 분생자경(conidiophore)이 형성되며, 분생자경에서 나온 타원형의 분생자(conidia)
는 두꺼운 포자벽을 갖고 있으며 1중 혹은 2중의 격막(septate)으로 나뉜다. 색은 투명한 적갈색 혹은 
갈색이고 크기는 (15.2~17.3) × (3.6~5.3) μm 정도이다(Fig. 1D, 1H).

Table 2. List of fungal species used in phylogenetic analysis with the GenBank accession 
numbers

Species Strain number
GenBank accession number

ITS LSU TUB
Paraconiothyrium brasiliense CBS 587.84 JX496099.1 JX496212.1
Paraconiothyrium cyclothyrioides CBS 972.95 JX496119.1 JX496232.1
Paraconiothyrium estuarinum CBS 109850 JX496016.1 JX496129.1
Paraconiothyrium fuckelii CBS 797.95 JX496113.1 GU237960.1
Paraconiothyrium fuscomaculans CBS 116.16 EU754098.1 EU754197.1
Paraconiothyrium hakeae CBS 142521 KY979754.1 KY979809.1
Paracamarosporium hawaiiense CBS 120025 JX496027.1 JX496140.1
Paracamarosporium hawaiiense NRRL:44610 HM751092.1 MH874624.1
Phaeosphaeria pontiformis CBS 117487 KF251189.1 KF251692.1
Phyllosticta spinarum CBS 938.70 FJ538350.1 KF206291.1
Tubakia californica CBS 143670 MG591835.1 MG591928.1 MG592117.1
Tubakia dryina CBS 129016 MG591870.1 MG591963.1 MG592150.1
Tubakia dryina CBS 129018 MG591871.1 MG591964.1 MG592151.1
Tubakia iowensis CBS 129019 MG591883.1 MG591975.1 MG592162.1
Tubakia melnikiana CPC 32253 MG591891.1 MG591985.1 MG592172.1
Tubakia seoraksanensis CBS 127490 MG591907.1 KP260499.1 MG592186.1
Tubakia sierrafriensis CPC 33020 MG591910.1 MG592005.1 MG592191.1
Tubakia suttonia CBS 639.93 MG591921.1 MG592016.1 MG592202.1
Xylaria hypoxylon CBS 122620 KY610407.1 KY610495.1 KX271279.1
Zasmidium anthuriicola CBS 118742 FJ839626.1 FJ839662.1
Zasmidium citri-griseum ZJUM 103 KP896039.1 KP895909.1
Zasmidium fructigenum ZJUM 99 KP896060.1 KP895930.1
Zasmidium fructigenum ZJUM 100 KP896061.1 KP895931.1
Zasmidium lonicericola CBS 125008 KF251283.1 KF251787.1
Zasmidium nocoxi CBS 125009 KF251284.1 KF251788.1
Zasmidium podocarpi CBS 142529 KY979766.1 KY979821.1
Zasmidium pseudoparkii CBS 111049 DQ303025.1 KF901976.1
Zasmidium scaevolicola CBS 127009 KF251285.1 KF251789.1
Zasmidium xenoparkii CBS 111185 DQ303028.1 JF700966.1
ITS, internal transcribed spacer; LSU, large subunit; TUB, beta-tublin. 
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Specimen examined: Gyehwasan, Buan-gun, Jeollabuk-do, Korea, N35°47'18.6", E126°37'56.1", April 15, 
2016, Paracamarosporium hawaiiense, isolated from leaves of Pinus densiflora, strain 16B647, 
NIBRFG0000503370, GenBank No. MK530508.
Notes: P. hawaiiense는 2006년 Crous에 의해 보고된 원 기재명인 Microdiplodia hawaiiensis [10]에서 
2008년 Coniothyrium속과 비슷한 특성을 갖는다는 것에 기인한 Paraconiothyrium hawaiiense[13]로 수
정되었다가 형태적 특성 및 분자적 분석에 의해 다시 2015년 현재의 종명으로 변경되었다[14]. 
Paracamarosporium속에 속하는 종은 투명한 갈색의 타원형 분생자를 갖는 것이 특징이며, 형태적 특
성은 Camarosporium속과 비슷하나 분자적으로 서로 다른 계통을 형성한다[15]. 멕시코의 주목나무
속 식물인 Taxus globosa에서 내생균으로 분리된 기록이 존재하며[16], 가장 최근에 남중국해의 하
이난 섬에 서식하는 맹그로브에서 내생균으로 분리된 기록이 존재한다. 특히 중국의 맹그로브에서 
분리된 내생균 균주의 추출물은 항산화 작용에 효과가 있는 것으로 보고되어 있다[15]. 본 연구에
서는 갈색 타원형의 투명한 분생자가 관찰되었으며, 이것은 원 기재문에 기록된 분생자의 특성과 
일치하였다[14]. ITS 영역과 LSU 영역의 DNA 염기서열 분석 결과 ITS 영역은 P. hawaiiense 
JN198395.1과 99%의 일치도를, LSU 영역은 P. hawaiiense JX496140.1과 99%의 일치도를 보였으며 
모두 같은 계통을 형성하였다(Fig. 2).

Tubakia dryina (Sacc.) B. Sutton, Transactions of the British Mycological 
Society 60 (1): 165 (1973)
PDA배지에서 7일간 배양된 균총의 크기는 29~34 mm 정도이고, 균총의 색은 앞·뒷면 모두 중앙부
에서는 옅은 갈색을 띠고 가장자리는 흰색을 띤다. 균총의 고도는 배지에서 살짝 융기된 형태이며, 
균총의 가장자리는 둥글거나 불규칙한 형태이다(Fig. 1B). MEA배지에서 7일간 배양된 균총의 크
기는 31~33 mm 정도이고, 균총의 색은 앞·뒷면 모두 중앙부는 황록색을 띠고 가장자리는 흰색을 

Fig. 1. Colonies of Paracamarosporium hawaiiense 16B647 grown for 7 days on potato dextrose agar  
(A) and malt extract agar (E), conidia (D, H). Colonies of Tubakia dryina (16B554) grown for 7 days on 
PDA (B) and MEA (F), conidiophore and conidia (I, J). Colonies of Zasmidium fructigenum (16B210)  
grown for 7 days on PDA (C) and MEA (G), conidiophore and conidia (K, L). (scale bars =10 μm).
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띤다. 균총의 고도는 배지에 납작 붙어있는 형태이며, 중앙부에서 가장자리를 향해 파도 형태를 이
루며 균사가 생장해 나간다(Fig. 1F). 분생자는 무색 투명하며, 가장자리가 불규칙한 원형 혹은 타
원형이고 크기는 (9.0~10.4) x (5.2~8.8) μm 정도이다(Fig. 1I, 1J).
Specimen examined: Gyehwasan, Buan-gun, Jeollabuk-do, Korea, N35°47'18.6", E126°37'56.1", April 15, 
2016, Tubakia dryina, isolated from leaves of Pinus densiflora, strain 16B554, NIBRFG0000503373, GenBank 
No. MK530510.
Notes: T. dryina는 1973년 B. sutton에 의해 Leptothyrium dryinum에서 수정된 종이다[18]. 균사에서 여
러 갈래로 분지된 잔고리(collarette)가 형성되고 그로부터 둥근 분생자가 형성되는 것이 특징이며
[19], 본 연구에서도 그러한 형태의 분생자 형성을 확인할 수 있었다. 주로 밤나무 혹은 떡갈나무등 
참나무과의 잎에서 내생균으로 분리된 기록들이 존재하며[19, 20], isosclerone, 6-hydroxymellein 등의 
여러 가지 식물독성 대사산물을 생성하는 것으로 알려져 있으며[21], 특히 isosclerone의 경우 인간 
유방암 세포의 증식을 억제하는 효과가 있는 물질로 보고되어 있다[12]. ITS 영역과 LSU 영역, TUB 
영역의 DNA 염기서열 분석 결과 ITS 영역은 T. dryina KR362909.1과 99%의 일치도를, LSU 영역은 
T. dryina MH872665.1과 100%의 일치도를 보였고, TUB 영역은 T. dryina MG592149.1과 97%의 일
치도를 보였으며 모두 같은 계통을 형성하였다(Fig. 3).

Zasmidium fructigenum Crous, F. Huang & Hong Y. Li, Mycologia 107 (6): 
1165 (2015)
PDA배지에서 7일간 배양된 균총의 크기는 14~16 mm 정도이고, 균총의 색은 앞면은 중앙부에서는 
국방색을 띠고 가장자리는 적갈색을 띠며, 뒷면은 전체적으로 진한 분홍색 혹은 선홍색을 띤다. 균
총의 고도는 배지에 납작 붙어있는 형태이며 균총의 가장자리는 불규칙하거나 둥근 형태이다(Fig. 

Fig. 2. Neighbor-joining phylogenetic tree based on a concatenated alignment of internal transcribed 
spacer and large subunit sequences. Phaeosphaeria pontiformis was used as an outgroup. Numbers on 
branches indicate bootstrap values (1,000 replicates). Fungal strain isolated in this study is in bold.
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1C). MEA배지에서 7일간 배양된 균총의 크기는 13~15 mm 정도이고, 앞·뒷면 모두 전체적으로 연
한 선홍색을 띤다. 균총의 고도는 배지에 납작 붙어있는 형태이며 균총의 가장자리는 둥근 형태이
다(Fig. 1G). 균사 생장의 말단 부위에서 방추형의 분생자가 여러 갈래로 분지되어 형성되며, 분생
자의 색은 투명한 황갈색 혹은 주황색이고, 분생자의 크기는 (8.8~14.9) x (2.4~4.2) μm 정도이다(Fig. 

Fig. 3. Neighbor-joining phylogenetic tree based on a concatenated alignment of internal transcribed 
spacer, large subunit and beta-tubulin sequences. Xylaria hypoxylon was used as an outgroup. Numbers 
on branches indicate bootstrap values (1,000 replicates). Fungal strain isolated in this study is in bold.

Fig. 4. Neighbor-joining phylogenetic tree based on a concatenated alignment of internal transcribed 
spacer and large subunit sequences. Xylaria hypoxylon was used as an outgroup. Numbers on branches 
indicate bootstrap values (1,000 replicates). Fungal strain isolated in this study is in bold.
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1K, 1L).
Specimen examined: Gyehwasan, Buan-gun, Jeollabuk-do, Korea, N35°47'18.6", E126°37'56.1", April 15, 
2016, Zasmidium fructigenum, isolated from leaves of Pinus densiflora, strain 16B210, NIBRFG0000503374, 
GenBank No. MK530511.
Notes: Z. fructigenum은 2015년 Crous 등에 의해 보고된 종이며, 과실(fruit)에서 분리된 것에서 종소
명이 유래하였다. 중국의 자몽(grapefruit) 열매 병반에서 최초로 분리된 것으로 기록되어 있으나[22], 
본 연구에서는 건강한 소나무의 침엽에서 내생균으로 분리되었다. 최근에 파나마의 맹그로브 식물
인 Laguncularia racemose 잎에서 Zasmidium에 속하는 균주가 내생균으로 분리되었으며, 균주에서 추
출된 물질이 당뇨병 치료에 이용되는 α-Glucosidase inhibitor로써 작용한다는 연구결과가 존재한다
[23]. 연한 갈색의 원통형 분생자가 분지되어 형성되는 것이 특징이며[22], 본 연구에서 확인된 분
생자도 같은 형태를 이루는 것을 확인하였다. ITS 영역과 LSU 영역의 DNA 염기서열 분석 결과 ITS 
영역은 Z. fructigenum KP896060.1과 99%의 일치도를, LSU 영역은 Z. fructigenum KP895927.1과 99%
의 일치도를 보였으며 모두 같은 계통을 형성하였다(Fig. 4).

적요
본 연구에서는 전북 부안군에 서식하는 소나무의 침엽에서 내생균을 분리하였다. 분리된 
균주는 internal transcribed spacer 영역, rDNA의 large subunit 영역, beta-tubulin 영역의 DNA 염기서열을 
분석하여 동정하였다. 연구 과정에서 3종의 국내 미기록 내생균 균주를 확인하였으며, 확인된 종은 
Paracamarosporium hawaiiense, Tubakia dryina, Zasmidium fructigenum이다. 확인된 미기록 균주의 형태
적 특성 및 계통적 분석의 결과에 대해 서술하였다.
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