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 ABSTRACT
From 2008 to 2017, Korean azalea (Rhododendron yedoense f. poukhanense) showing 
angular, necrotic leaf spots were found in Jeju and Hongcheon, Korea. The lesions 
occurred frequently, detracting from the beauty of the glossy green leaves of the plant 
and causing premature defoliation. Therefore, to identify the fungus associated with the 
lesions, morphological characterization and molecular phylogenetic analysis of actin (Act), 
translation elongation factor 1-alpha (EF), internal transcribed spacer (ITS), 28S nrDNA (LSU), 
and RNA polymerase II encoding the second largest subunit (RPB2) of the two representative 
isolates were performed. The phylogenetic tree inferred from the neighbor-joining method 
showed the isolates clustering in the Sphaerulina azaleae group. Therefore, the fungus 
associated with the angular leaf spots on the Korean azalea was identified as Sphaerulina 
azaleae.

Keywords: Angular leaf spot, Korean azalea, Rhododendron yedoense f. poukhanense, 
Sphaerulina azaleae
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서론
산철쭉(Korean azalea; Rhododendron yedoense f. poukhanense)은 우리나라가 원산지로 함경도
를 제외한 우리나라 전역의 산지에서 자라는 낙엽활엽관목으로 일본에도 분포한다(http://www.

nature.go.kr). 저자들은 2008년 11월 제주의 산철쭉에서 괴저를 동반한 모무늬 증상을 처음으로 

발견하였고, 이후 홍천 등에서 추가적으로 확인하였다. 산철쭉에 발생하는 모무늬 증상은 어린 

잎에서는 잘 나타나지 않고 성숙한 잎에 잘 나타나며, 저온다습 조건에서 발생이 심하며, 부정형 

또는 각진 적갈색 또는 흑갈색의 점무늬가 생긴 후 병반이 황색 띠를 형성하여 건전부와 뚜렷이 

구분되었다. 하엽에서 먼저 감염되어 다른 잎으로 확산되고 감염된 잎은 조기낙엽되는 특징에서, 

기존에 철쭉속(Rhododendron)에서 보고된 Pestalotiopsis, Phyllosticta, Pseudocercospora, Rhytisma에 

의한 점무늬병과는 구분되었다[1]. 따라서 본 연구는 한국의 산철쭉 모무늬 증상에 관여하는 곰
팡이에 대한 형태적 특징과 다좌위 염기서열분석 정보를 제공하고자 한다.

표본 내역
2008년부터 2017년도에 제주, 홍천 등에서 채집한 총 3점의 산철쭉 모무늬 증상 시료는 고
려대학교 식물표본보관소(Korea University Herbarium, KUS)에 보존되어 있다. 보존된 시료 내
역은 KUS-F23958 (4 Nov. 2008, 제주 비자림), KUS-F24762 (18 Oct. 2009, 홍천 자연생태공원), 

KUS-F29729 (20 Apr. 2017, 제주 서귀포) 등이다. 감염된 잎에서 곰팡이를 분리하여 대표균주
를 국립농업과학원 농업미생물은행(Korean Agricul tural Culture Collection, KACC)에 기탁(KACC 

44227, KACC 44865)하였으며, 염기서열 분석에 사용하였다.

모무늬 증상 및 곰팡이의 형태적 특징
모무늬 증상을 나타내는 신선한 잎을 육안 및 루페로 관찰하여 변색부의 증상을 확인하였고, 실
험실에서 해부현미경으로 정확하게 다시 검경하였다. 분생포자의 분류학적 특징을 파악하고 크
기를 측정하고자 명시야광학현미경(BX51; Olympus, Tokyo, Japan)을 사용하였다. 광학현미경 사진
은 미분간섭현미경(Axio Imager; Carl Zeiss, Oberkochen, Germany)을 이용하여 촬영하였다. 단포자 

분리를 위해 모무늬 증상에 감염된 신선한 잎을 플라스틱백에 넣어 습기를 유지한 채 실온에 2-3

일간 보관하였다. 변색부의 조직에서 올라온 분생포자뿔의 일부를 핀으로 떼어 멸균수가 들어있
는 1.5 mL eppendorf 튜브에 넣고, 10초 동안 vortex mixer를 사용하여 흔들어 주었다. 루프를 이용하
여 eppendorf 튜브 안에 있는 표자현탁액을 감자한천배지(Difco, MD, USA)에 도말했다. 5일 후 단포
자에서 자라나온 균총의 끝부분을 떼어 다시 감자한천배지에 옮긴 후 25℃ 항온기에 암배양하며, 

배양적 특성을 관찰했다.

산철쭉 모무늬 증상은 빈번하게 잎에만 발생하며, 식물의 관상가치를 떨어트리고 조기낙엽을 일
으켰다(Fig. 1A). 잎의 윗면에서의 증상은 작고 담갈색 또는 흑자색의 점무늬가 나타나며, 점무늬 주
변은 연한 색상을 띄었다. 변색부는 점점 어두운 자줏빛의 경계가 있거나 없이 확대되었다. 각 변색
부는 잎의 세맥으로 경계가 구분되어 변색부의 외형이 대부분 각진 모양을 하고 있으며, 때론 부
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정형이나 원형인 경우도 있었다(Fig. 1B and 1C). 또한, 검은색의 분생포자과(conidiomata)가 변색
부 표면에 형성되었다(Fig. 1B). 습한 조건이나 생육상에서 습실 처리했을 때 분생포자과에서 흰
색-크림색의 포자뿔(conidial horn)이 형성되었다(Fig. 1D and 1E).

분생포자과는 병자각(pycnidium) 형으로 잎 표면에 발생하며, 군데군데 흩어져 있고, 암갈색~

녹갈색의 구형으로 조직 내에 묻혀 있거나 약간은 돋아났으며, 직경은 45-90 (-120) μm였다. 분생
포자과에서 흰색-크림색의 포자뿔을 분출하는 포자분출구(ostiole)는 직경이 15-30 μm였다(Fig. 

1E). 분생포자는 긴 원통형으로 정부는 둥글며, 기부는 뭉뚝한 모양으로 직선 또는 약간 굴곡된 

1-5개(주로 3개) 격벽을 이루며, 세포당 1-3개의 뚜렷한 기름방울(oil drop)이 있었으며, 무색으로 

크기는 18-35×2.5-4 μm였다(Fig. 1F). 25℃ 항온기에서 단포자를 감자한천배지에 5주 동안 암배
양했을 때 흑갈색을 띠었으며, 12시간의 형광등 광 조건 하에서는 무수히 많은 분생포자가 형성
되었다(Fig. 1G). 이상과 같은 형태적 특징을 기초로 산철쭉에 모무늬 증상을 일으키는 곰팡이를 

Sphaerulina azalea (Voglino) Quaedvlieg, Verkley & Crous로 동정했다[2,3].

Fig. 1. Angular leaf spot of Rhododendron yedoense var. poukhanense infected with Sphaerulina azaleae. (A) Heavy infections 
detracting from the beauty of the plant. (B) Close-up symptoms in the later stage of disease development. Note the pycnidial 
conidiomata showing as small black dots on the lesions. (C) Symptoms of angular leaf spot on current-year leaves. (D) White conidial 
horns being extruded through the ostioles of pycnidial conidiomata. (E) Close-up of white conidial horns. (F) Conidia. (G) Five-week 
old colonies of Sp. azaleae growing on potato dextrose agar. Note plentiful production of conidia on the colonies.
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염기서열 분석
형태적 특징을 기초로 동정한 균주를 재확인하고자 KACC에 기탁된 대표균주(KACC 44227, 

KACC 44865)를 대상으로 actin (Act), translation elongation factor 1-alpha (EF), internal transcribed 

spacer (ITS), 28S nrDNA (LSU), RNA polymerase II second largest subunit (RPB2) 등의 유전자에 대
한 염기서열을 분석했다. Genomic DNA는 감자한천배지에서 2주 동안 배양된 균사체를 메스로 

긁어 1.5 mL eppendorf tube에 채취하여 액체질소를 넣고 파쇄한 후, DNeasy Plant Mini kit (QIAGEN, 

Valencia, CA, USA)를 이용하여 추출했다. Genomic DNA의 Act, EF, ITS, LSU, RPB2 유전자는 Table 

1의 primer를 사용하여 PCR로 증폭시켰다[4-11].

Table 1. Primer combinations used in this study for PCR amplification and sequencing, and GenBank accession numbers.

Locus Primer Primer sequence 5′ to 3′ Orientation
Annealing 

temperature 
(℃)

Reference
GenBank Accession no.

KACC 44227 KACC 44865

Translation elongation 
factor-1α

EF1-728F CATCGAGAAGTTCGAGAAGG Forward 52 Carbone & Kohn (1999) [4] MK584563 MK584564
EF-2 GGARGTACCAGTSATCATGTT Reverse 52 O’Donnell et al. (1998) [5]

RNA polymerase II
second largest subunit

fRPB2-5F GAYGAYMGWGATCAYTTYGG Forward 49 Liu et al. (1999) [6] MK584567 MK584568
fRPB2-414R ACMANNCCCCARTGNGWRTTRTG Reverse 49 Quaedvlieg et al. (2011) [7]

LSU LSU1Fd GRATCAGGTAGGRATACCCG Forward 52 Crous et al. (2009) [8] MK578201 MK578202
LR5 TCCTGAGGGAAACTTCG Reverse 52 Vilgalys & Hester (1990) [9]

ITS ITS5 GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG Forward 52 White et al. (1990) [10] MK578199 MK578200
ITS4 TCCTCCGCTTATTGATATGC Reverse 52 White et al. (1990) [10]

Actin ACT-512F ATGTGCAAGGCCGGTTTCGC Forward 52 Carbone & Kohn (1999) [4] MK584565 MK584566
ACT2Rd ARRTCRCGDCCRGCCATGTC Reverse 52 Groenewald et al. (2013) [11]

증폭된 산물은 정제를 위해 1.5% agarose gel에서 분리한 후 PCR purification kit (Core-oneTM, Core-

bio, Seoul, Korea)를 사용했다. ABI 3130 auto sequencer를 이용하여 5개 유전자의 염기서열을 분석
했으며, 분석된 염기서열은 GenBank database (National Centre for Biotechnology Information [NCBI], 

US National Institute of Health Bethesda, http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)에서 확인했다. 계통학
적 분석은 MEGA 6.06 program [12]을 이용하여 neighbor-joining 방법으로 작성했으며, 염기서열의 

유전자 거리는 Tamura-Nei parameter model로 계산하였고, bootstrap analysis은 1,000반복으로 수행
했다.

산철쭉 모무늬 증상에 관여하는 대표균주에 대한 NCBI의 GenBank 등록번호는 Table 1과 같
다. 즉, Act 영역의 염기서열은 MK584566, MK584565이며, EF 영역의 염기서열은 MK584564, 

MK584563, ITS 영역의 염기서열은 MK578200, MK578199, LSU 영역의 염기서열은 MK578202, 

MK578201, RPB2 영역의 염기서열은 MK584568, MK584567이다. NCBI에서 Blastn search한 EF 

영역의 염기서열은 GenBank에 Sp. azaleae로 등록된 KF253546, KF253547 등과 > 99% 상동성을 보
였다. ITS, LSU, RPB2 영역의 염기서열은 GenBank에 Sp. azaleae로 등록된 MH865035, MH876472, 

KF252592와 각각 100% 상동성을 보였다. 그러나, Act 영역의 염기서열은 GenBank에 등록된 다
수의 Septoria 종들과 높은 상동성을 보이므로 Sphaerulina 동정에 유용한 유전자가 아니었다.

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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또한, 산철쭉 모무늬 증상에 관여하는 대표균주의 Act, EF, ITS, LSU, RPB2 등 5개 유전자
의 염기서열에 대한 dataset을 만들어 계통수 작성 결과 Rhododendron속에서 분리하여 등록
한 Sp. azaleae의 염기서열, KF253901 (Act) - KF253546 (EF) - KF251599 (ITS) - KF252104 (LSU) - 

KF252592 (RPB2)과 같은 그룹으로 묶였으며, Septoria 속과는 다른 그룹으로 분리되었다(Fig. 2).

고찰
1898년 이탈리아에서 Azalea indica의 잎에서 S. azaleae가 처음 보고되었다[13]. 1933년에는 미국 

뉴저지주의 조경용 철쭉류 육묘장에서도 이 곰팡이의 감염으로 인한 심각한 피해가 보고되었다
[14]. 아시아에서는 1931년 일본에서 최초로 보고되었다[15].

S. azaleae는 Priest [16]에 의해 Phloeospora 속으로 편입된 바 있으며, 최근에는 Quaedvlieg 등
[2]이 Sphaerulina 속으로 소속시켰다. 결과적으로, 산철쭉 모무늬 증상에 관여하는 곰팡이는 Sp. 

azaleae가 정명으로 여겨진다.

Fig. 2. Phylogenetic tree on Sphaerulina and Septoria species by a neighbor-joining method from the multigene dataset based on partial 
sequences of the actin (Act), translation elongation factor 1-alpha (EF), internal transcribed spacer (ITS), 28S nrDNA (LSU), and RNA 
polymerase II second largest subunitt (RPB2). The numbers above the nodes are the bootstrap values obtained from 1,000 replications. 
The Korean isolates presented in this study are indicated in bold.
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Sphaerulina속은 220여 종이 있으며(Index Fungorum, http://www.indexfungorum.org), 점무늬 증상
을 유발하는 다른 속과 비교할 때 형태적으로는 Septoria와 유사하지만 자낭포자 형태에 있어 차
이를 보인다[17]. 분자적으로는 Verkley 등[3]과 Quaedvlieg 등[2]에 의해 ITS, LSU, RPB2, Btub, EF  

유전자 dataset으로부터 Septoria와 이와 관련 속으로 분류되었다.

우리나라에서 산철쭉에는 모무늬 증상에 관여하는 곰팡이로 Sphaerulina속은 기록되지 않았다
[1,18]. 본 연구를 통해 우리나라 산철쭉에서 모무늬 증상을 일으키는 곰팡이가 Sp. azaleae임이 확
인되었다. 따라서, 산철쭉에 모무늬 증상에 관여하는 Sp. azaleae에 대한 병원성 검정이 뒤따라야 

할 것으로 생각된다.

적요
2008년부터 2017년도에 제주, 홍천 등에서 산철쭉에서 모무늬 증상을 나타내는 잎을 채집하였
다. 산철쭉 모무늬 증상은 빈번하게 잎에만 발생하여 식물의 관상가치를 떨어트리고 조기낙엽을 

유발하였다. 변색부는 잎의 윗면에 작고 담갈색 내지 흑자색 점무늬가 먼저 나타나며, 잎의 세맥
으로 경계가 구분되어 모무늬 또는 부정형의 증상을 나타냈다. 산철쭉에서 분리한 균주를 동정
하고자 형태적 특징과 actin (Act), translation elongation factor 1-alpha (EF), internal transcribed spacer 

(ITS), 28S nrDNA (LSU), RNA polymerase II second largest subunit (RPB2) 염기서열을 분석하였다. 

형태적 특징을 재확인한 염기서열 분석결과 Sp. azaleae와 99~100%의 상동성을 나타냈으며, 계통
수를 작성하였을 때도 Sp. azaleae 계통군에 속하였다. 따라서 산철쭉에 모무늬 증상에 관여하는 

곰팡이는 Sp. azaleae로 동정되었다.
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