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ABSTRACT
Endophytic fungi were isolated from the leaves of plants inhabiting the Hansando Island in 
Korea. We identified the fungal strains based on their morphological characteristics and on the 
phylogenetic analysis using DNA sequences of the internal transcribed spacer, small subunit 
rDNA, large subunit rDNA, and translation elongation factor 1- α regions. In this study, we 
isolated five endophytic fungi that have not been recorded in Korea, Arthrinium camelliae-
sinensis, Beltraniella humicola, B. portoricensis, Microxiphium theae, and Piceomphale pinicola. 
Their morphological characteristics as well as the results of molecular phylogenetic analysis 
are reported here.

Keywords: Arthrinium camelliae-sinensis, Beltraniella humicola, Beltraniella portoricensis, 
Microxiphium theae, Piceomphale pinicola

서론
내생균(fungal endophytes)은 식물에 균류가 공생하는 형태 중 하나로, 식물체의 건강한 조직 내
에 서식하고 있는 균류이다[1]. 내생균은 식물체 내에서 특별한 스트레스 상황이 없다면[2] 식
물체에 병증을 유발하지 않으며[3], 식물체 내에서 알칼로이드와 같은 2차 대사산물(secondary 

metabolites)의 생성 및 분비를 통해 병원체 혹은 포식자로부터 식물을 보호하는 역할을 할 수 있
다[4,5]. 내생균은 주로 수직적 전달을 통해 전파되는 것으로 추측되며, 이는 내생균이 숙주식물
과 특이적인 관계를 형성할 수 있음을 보여준다[6].
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한려 해상 국립공원 내의 한산도(N34°46′55″, E128°29′05″)는 행정구역상 경남 통영시에 속하며, 

통영시의 육지에서 남쪽 바다로 2 km 정도 떨어진 섬이다. 한산도의 면적은 약 14.8 km2 정도로 

국내 섬 면적 순위 20위권 밖에 위치하는 매우 작은 섬이다. 한산도와 500 m 정도 인접한 추봉도
(N34°45′39.88″, E128°31′25.59″)는 본래 약 3.835 km2의 작은 면적을 가진 별개의 섬이었으나, 2007

년 다리를 통해 한산도와 연결되었다. 한산도 및 추봉도에는 고란초 등의 희귀식물과 더불어 후
박나무 군락, 곰솔 군락 등의 노거수 군락이 분포하고 있어[7] 고유한 식생을 갖고 있는 것이 특징
이다. 본 연구에서는 한산도 및 그 부속 도서인 추봉도의 목본 식물에 공생하는 내생균에 대해 연
구하던 과정에서 확인된 국내 미기록종 내생균 균주에 대해 보고하고자 한다.

재료 및 방법
식물 시료는 2019년 4월 한산도 일대에서 채집하였다. 한산도에 자생하는 왕대(Phyllostachys 

bambusoides S. et Z.)와 곰솔(Pinus thunbergii Parl.), 그리고 산철쭉(Rhododendron yedoense var. 

poukhanense (Lév.) Nakai)의 병증이 나타나지 않은 건강한 잎을 채취하여 폴리에틸렌 백에 담아 

24시간 이내에 실험실로 운반하였다. 채취한 잎을 증류수로 깨끗이 세척한 후 1%의 NaOCl 용액
에서 1분, 70% EtOH에서 2분 동안 처리하여 표면살균하였고[8], 잎의 크기와 두께에 따라 시간은 

적절히 조절하였다. 표면살균된 잎을 적당한 크기로 등분하여 potato dextrose agar (PDA)배지에 치
상하였다. 배지를 25℃ 암소에서 배양하면서 균사가 뻗어 나오면 새로운 PDA배지로 계대배양하
였으며, 순수 분리된 균주는 PDA배지와 malt extract agar (MEA)배지에서 7일간 배양하여 해부현
미경 및 광학현미경 상에서 형태적 특성을 관찰하였다(Table 1). 형태적으로 분류된 균주의 동정
을 위해 DNeasy plant mini kit (Qiagen GmbH, Hilden, Germany)의 protocol에 따라 균사에서 genomic 

DNA를 추출한 뒤, 분자생물학적 동정을 위해 DNA의 여러 지역을 다양한 프라이머를 이용하여 

증폭하였다(Table 2). PCR이 끝난 DNA는 1.5% agarose gel에서 20분간 전기 영동을 진행하여 각각
의 DNA 단편 크기를 확인한 후 염기서열 분석을 의뢰하였다(SolGent, Daejeon, Korea). 분석된 염
기서열은 미국 국립생물정보센터(NCBI) 상에서 BLASTn하여 각각 유사도 및 참고 서열의 존재 

여부를 확인하였으며, MEGA7 프로그램을 이용하여[9] 두 영역 혹은 세 영역의 염기서열을 이어
서 neighbor-joining 방식으로 계통수를 작성하여 동정하였다. 동정된 균류 중 미기록종 내생균 균
주는 국립생물자원관(NIBR)에 기탁하였고, BLASTn 유사도 분석 및 계통수 작성에 이용된 DNA 

염기서열은 NCBI에 등록하였다.
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결과 및 고찰
본 연구에서는 경남 한산도 지역에 서식하는 곰솔, 왕대, 산철쭉의 잎에서 내생균을 분리하였
다. 분리된 균주 중에서 총 4속 5종이 국내 미기록 종으로 확인되었다. 각 종의 형태적 특성 및 분
자생물학적 분석 결과는 다음과 같다.

Arthrinium camelliae-sinensis M. Wang, F. Liu & L. Cai, Mycokeys 34:11 
(2018) [MB#824907]
왕대의 잎에서 분리된 균주이다. PDA 배지에서 7일간 배양된 균총의 크기는 45 mm 정도로 매
우 빠르게 자라며, 앞면은 노란 빛이 감도는 흰색이고 뒷면은 어두운 노란색을 띤다. 균총의 표
면에는 전체적으로 공중균사가 수북하게 덮여서 중앙부가 볼록 융기된 것처럼 보인다(Fig. 1A). 

MEA 배지에서 7일간 배양된 균총의 크기는 42-45 mm 정도이며, 앞면은 전체적으로 흰색을 띠
나 중앙부에 밝은 상아색의 공중균사가 분포하고, 뒷면은 옅은 노란색을 띤다. 균총의 고도는 배
지에서 살짝 융기되어 있으며 가장자리는 둥근 형태이다(Fig. 1F). 균사 생장 말단에서 짙은 갈색 

구형의 분생포자경(conidiophore)이 깔때기 형태로 부풀어 오르듯이 형성되어 구형의 분생포자
(conidia)로 발생한다(Fig. 2A). 분생포자는 밝은 갈색 혹은 황갈색의 구형 혹은 타원형이며, 단일 

격막을 갖고 크기는 (6.83-)8.63(-9.96)×(6.66-)8.39(-10.82) μm 이다(Fig. 2B).

Specimen examined. Hansando Island, Tongyoung-si, Gyeongsangnam-do, Korea, N34˚46´2.38˝, 

E128˚30´20.15˝, April 5, 2019, Arthrinium camelliae-sinensis, isolated from leaf of Phyllostachys 

bambusoides, strain 19E157, NIBRFG0000506590, GenBank No. MT893326 (ITS), MT893327 (LSU),

Notes. A. camelliae-sinensis는 2018년 중국에서 차나무(Camellia sinensis (L.) Kuntze)에서 분리
되어 기록된 것이 최초이며 그 외에 배추속(Brassica) 식물이나 대나무의 잎에서도 확인되었다
[10]. 균사 끝에서 갈색 구형의 분생포자를 형성하는 것이 특징이며[10], 본 연구에서 확인된 균
주 19E157의 분생포자는 A. camelliae-sinensis 외에도 Nigrospora camelliae-sinensis와 분생포자의 형
태가 상당 부분 일치하나[11], 분자생물학적 분석에서 Nigrospora 속과는 구분되는 계통을 이룬
다(Fig. 2). ITS (internal transcribed spacer), LSU (large subunit), TEF (translation elongation factor)영역
의 분자생물학적 분석 결과 ITS 영역은 A. camelliae-sinensis KY494761.1과 99.83%, LSU 영역은 A. 

camelliae-sinensis KY494837.1과 99.83%, TEF 영역은 A. camelliae-sinensis KY705157.1과 99.09%의 

일치도를 확인하였고 모두 같은 계통을 형성하였다(Fig. 3).

Beltraniella humicola P. Rama Rao, Current Science 31: 479 (1962) [MB#326963]
한산도 곰솔의 침엽에서 분리되었다. PDA 배지에서 7일간 배양된 균총의 크기는 40-45 mm 정
도이고, 앞면은 전체적으로 어두운 미색을 띄며 뒷면은 전체적으로 밝은 베이지색을 띤다. 균총
은 중앙부에서 가장자리를 향해 파도 형태로 층을 이뤄 자라며, 중앙부에서는 균사의 밀도가 높
고 가장자리로 갈수록 밀도가 낮아진다(Fig. 1B). MEA 배지에서 7일간 배양된 균총의 크기는 24-

26 mm 정도로 PDA 배지에 비해 상당히 느리게 자라며, 앞면은 전체적으로 진한 베이지색을 띠



First Reports of Five Endophytic Fungi Isolated from Leaves of Plants Inhabiting the Hansando Island in Korea

The Korean Journal of Mycology 2020 Vol.48 221

Fig. 1. Cultural characteristics of five endophytic fungal strains. Colonies of Arthrinium camelliae-sinensis 19E157 grown for 7 days on potato 
dextrose agar (PDA) (A) and malt extract agar (MEA) (F); Colonies of Beltraniella humicola 19E355 grown for 7 days on PDA (B) and MEA (G); 
Colonies of Beltraniella portoricensis 19E061 grown for 7 days on PDA (C) and MEA (H); Colonies of Microxiphium theae 19E345 grown for 
7 days on PDA (D) and MEA (I); Colonies of Piceomphale pinicola 19E314 grown for 7 days on PDA (E) and MEA (J).

Fig. 2. Microscopic characteristics of five endophytic fungal strains. Conidiophore (A) and conidia (B) of Arthrinium camelliae-sinensis 19E157; 
conidia (C) of Beltraniella humicola 19E355; conidia (D) of Beltraniella portoricensis 19E061; pycnidium and conidia (E), arthroconidia (F) of 
Microxiphium theae 19E345; conidia (G, H) of Piceomphale pinicola (scale bars: A, B, E, F, G=10 μm; C, D, H=20 μm).

고 뒷면은 중앙부에서는 검은색을, 가장자리에서는 어두운 베이지색을 띤다(Fig. 1G). 화살촉처
럼 생긴 능형(rhomboid) 혹은 방추형의 분생포자가 확인되었으나 어느 위치에서 발생하는지는 

확실히 관찰되지 않았다. 분생포자는 중앙부에 존재하는 고리에 의해 장축과 단축으로 나누어지
며, 분생포자의 색이 연갈색인 것에 반해 고리 부분은 흰색 혹은 미색을 띠어 확실히 구분된다. 분
생포자는 무격막 혹은 단일 격막이고, 분생포자의 크기는 (24.72-)27.72(-32.82)×(6.03-)7.18(-8.04) 

μm 이다(Fig. 2C).
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Specimen examined. Hansando Island, Tongyoung-si, Gyeongsangnam-do, Korea, N34˚46´16.45 ,̋ 

E128˚30´25.83 ,̋ April 5, 2019, Beltraniella humicola, isolated from conifer leaf of Pinus thunbergii, strain 

19E355, NIBRFG0000506595, GenBank No. MT893328 (ITS), MT893329 (LSU).

Notes. B. humicola는 1962년에 토양에서 최초로 보고되었으며, 원 기재문에서는 B. humicola의 

분생포자가 쉽게 탈락되며, 중앙부에 연한 색의 밴드가 존재하는 방추형의 팽이 형태(top-shaped)

인 것으로 기록하였다[12]. 본 연구에서 확인된 분생포자의 형태는 크기, 형태, 색깔 등이 원 기
재문에 기록된 것과 대부분 일치하였다. ITS, LSU 영역의 분자생물학적 분석 결과 ITS 영역은 B. 

humicola MH858416.1과 99.82%, LSU 영역은 B. humicola MH870044.1과 99.12%의 일치도를 확인
하였고 모두 같은 계통을 형성하였다(Fig. 4).

Fig. 3. Neighbor-joining phylogenetic tree of based on a concatenated alignment of internal transcribed spacer (ITS), large subunit (LSU) rDNA 
and translation elongation factor (TEF) sequences. Nigrospora musae was used as an outgroup. Numbers on branches indicate bootstrap values 
(1,000 replicates). Fungal strain isolated in this study is in a bold.
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Fig. 4. Neighbor-joining phylogenetic tree based on a concatenated alignment of internal transcribed spacer (ITS) and large subunit (LSU) 
sequences. Leptodontidium aciculare was used as an outgroup. Numbers on branches indicate bootstrap values (1,000 replicates). Fungal strains 
isolated in this study are in bold.

Beltraniella portoricensis (F. Stevens) Piroz. & S.D. Patil, Canadian Journal of 
Botany 48: 575 (1970) [MB#309530]
곰솔의 침엽에서 분리된 균주이다. PDA 배지에서 7일간 배양된 균총의 크기는 40-45 mm 정도
로 빠르게 자라며, 균총의 앞면은 옅은 흰색을 띠고 뒷면은 옅은 노란색을 띤다. 균총의 가장자리 

부분으로 갈수록 공중균사의 밀도가 낮아지며, 따라서 가운데는 살짝 융기된 형태이고 가장자
리는 배지에 납작 붙어있는 형태이다(Fig. 1C). MEA배지에서 7일간 배양된 균총의 크기는 29-33 

mm 정도로 PDA 배지에 비해 느리게 자라며, 균총의 색은 PDA배지에서와 마찬가지로 앞면은 옅
은 흰색, 뒷면은 옅은 노란색을 띤다. 균총의 고도는 배지에서 살짝 융기되어 있고, 균총의 가장자
리 부분은 불규칙한 방사형이다(Fig. 1H). 균사의 측면 부분으로부터 한쪽 끝은 뾰족하고 한쪽 끝
은 둥근 방추형의 분생포자가 형성된다. 분생포자는 단일 격막이며 무색 투명하거나 옅은 베이
지색이고, 분생포자의 크기는 (19.45-)25.15(-32.28) × (4.71-)6.52(-9.93) μm이다(Fig. 2D).
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Specimen examined. Hansando Island, Tongyoung-si, Gyeongsangnam-do, Korea, N34˚46´16.45 ,̋ 

E128˚30´25.83 ,̋ April 5, 2019, Beltraniella portoricensis, isolated from conifer leaf of Pinus thunbergii, 

strain 19E061, NIBRFG0000506587, GenBank No. MT893330 (ITS), MT893331 (LSU).

Notes. B. portoricensis는 푸에르토 리코(Puerto Rico)에서 최초 보고된 것[13]에서 종소명이 유래
하였고 본래 Ellisiella portorcensis [13] 와 Ellisiopsis gallesiae [14]로 각각 기록되었으나, 1970년 균사
의 측면에서부터 분생포자경이 형성되는 것을 근거로 두 종이 서로 이명(synonym)인 것이 제시
되었고, Beltraniella 속의 특성을 갖는 것에 근거하여 B. portoricensis로 합치되었다[15]. 분생포자
의 기저부는 부리처럼 뾰족하고 먼 쪽 말단부는 둥글게 잘린 듯한 형태이며[16], 본 연구에서 확
인된 분생포자의 형태 및 크기는 이러한 서술과 일치하였다. B. humicola의 분생포자와 전체적인 

형태가 비슷하나, B. humicola의 분생포자보다 크기가 작고 색이 전체적으로 무색 투명이므로 중
간부의 고리 형태가 잘 확인되지 않았다. ITS, LSU 영역의 분자생물학적 분석 결과 ITS 영역은 B. 

portoricensis KX519516.1과 98.06%, LSU 영역은 B. portoricensis MH871777.1과 99.27%의 일치도를 

확인하였고 모두 같은 계통을 형성하였다(Fig. 4).

Microxiphium theae  J.F.H. Beyma, Verhandelingen Koninklijke 
Nederlandse Akademie van Wetenschappen Afdeling Natuurkunde 29: 
19 (1931) [MB#540226]
산철쭉 잎에서 분리되었다. PDA 배지에서 7일간 배양된 균총의 크기는 10-12 mm정도로 느리
게 자라며, 균총의 앞면과 뒷면 모두 검은색을 띤다. 균총의 고도는 약간 융기된 형태이며, 균총
의 가장자리는 불규칙한 형태이다(Fig. 1D). MEA 배지에서 7일간 배양된 균총의 크기는 12-14 

mm 정도로 자라며, 균총의 앞면과 뒷면 모두 검은색을 띤다. 균총의 고도는 배지에서 살짝 융기
된 형태이다(Fig. 1I). 분생포자는 분포자기(pycnidium)와 분생포자경(conidiophore)의 두 가지 방
식으로 형성된다. 첫 번째 방법은 균사가 비대해 지고 구형의 분포자기가 형성되며, 분포자기의 

한쪽 방향이 터져 수백개~수천개의 분생포자가 나온다. 분포자기는 대부분 검은색이고 일부 흑
자색이며, 크기는 (86.89-)112.15(-128.17)×(82.67-)102.77(-118.67) μm 정도이다. 분생포자는 대부
분 구형으로 무색 투명하거나 옅은 갈색이고, 크기는 (3.03-)4.20(-5.82) × (2.58-)3.49(-5.15) μm이
다(Fig. 2E) 두 번째 방법은 갈색 원통형의 분생포자경이 분절되어 각각의 분절포자(arthroconidia)

로 발달하는 방식이다. 분절포자는 구형 혹은 원통형이고, 크기는 (6.25-)7.68(-8.90)×(6.01-)7.04(-

7.96) μm 이다(Fig. 2F).

Specimen examined. Chubongdo Island, Tongyoung-si, Gyeongsangnam-do, Korea, N34˚45´15.07 ,̋ 

E128˚32´29.32 ,̋ April 5, 2019, Microxiphium theae, isolated from leaf of Rhododendron yedoense var. 

poukhanense, strain 19E345, NIBRFG0000506603, GenBank No. MT893332 (ITS), MT893334 (LSU).

Notes. M. theae에 대한 기록은 1915년에 대만의 차나무에서 분리된 Zukalia theae에 대한 보고
가 최초이며[17], 차나무의 원 기재명인 Thea sinensis로부터 종소명이 유래했다. Z. theae는 1931

년 Beyma에 의해 Microxiphium(≡Microxyphium) 속으로 재조합되었으며[18], Microxiphium 속
은 일반적으로 다양한 형태의 분포자기에서 분생포자를 만드는 것이 특징이다[19]. 본 연구에
서 분리된 균주도 구형의 검은색 분포자기에서 분생포자를 형성하는 것을 확인하였으며, 이것
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은 Microxiphium 속의 특성과 일치한다[19]. 참고문헌에서는 확인되지 않았으나, 본 연구에서는 

분포자기에서 나온 분생포자 외에 균사가 분절되어 형성되는 분절포자 역시 확인되었다. ITS 및 

LSU 영역의 분자생물학적 분석 결과 ITS 영역은 M. theae MH855113.1과 100%, LSU 영역은 M. 

theae MH866561.1과 99.68%의 일치도를 확인하였고 모두 같은 계통을 형성하였다(Fig. 5).

Piceomphale pinicola (Y. Otani) Y.J. Zhao & Hosoya, Mycological Progress 
15: 1223 (2016) [MB#817712]
곰솔의 침엽에서 분리된 균주이다. PDA 배지에서 7일간 배양된 균총의 크기는 11-14 mm 정
도로 매우 느리게 자라며 배지에 납작 붙어있는 형태이다. 앞면은 연한 베이지색을 띠고 뒷면은 

전체적으로 짙은 남색 혹은 검은색을 띠나 가장자리에 베이지색의 테두리가 확인된다(Fig. 1E). 

MEA 배지에서 7일간 배양된 균총의 크기는 9-12 mm 정도이며, 색과 형태는 PDA 배지에서 자란 

균총과 대부분 일치한다(Fig. 1J). 균사 사이의 절간(internode) 부위에서 구형의 반투명한 분생포

Fig. 5. Neighbor-joining phylogenetic tree based on a concatenated alignment of internal transcribed spacer (ITS), and large subunit (LSU) 
sequences. Cyphellophora laciniata was used as an outgroup. Numbers on branches indicate bootstrap values (1,000 replicates). Fungal strain 
isolated in this study is in a bold.
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자가 1-3개씩 형성된다. 분생포자는 옅은 황갈색 혹은 적갈색을 띠고 매끈하며 무격막이거나 단
일 격막이다. 분생포자의 크기는 (7.44-)8.72(-10.68)×(6.37-)7.76(-10.49) μm이다(Fig. 2G and 2H).

Specimen examined. Hansando Island, Tongyoung-si, Gyeongsangnam-do, Korea, N34˚46´16.45 ,̋ 

E128˚30´25.83 ,̋ April 5, 2019, Piceomphale pinicola, isolated from conifer leaf of Pinus thunbergii, strain 

19E314, NIBRFG0000506601, GenBank No. MT896825 (SSU), MT896820 (ITS), MT896826 (LSU).

Notes. P. pinicola는 본래 1979년에 Moellerodiscus pinicola로 최초 보고되었다가[20], 분자생
물학적 분석의 결과 2016년에 다시 Piceomphale 속으로 재분류되었다[21]. 원 기재문이나 참고
문헌에는 유성세대의 형태 및 자낭포자에 대한 설명만이 기술되어 있었으나[22], 본 연구에서
는 무성세대 및 분생포자의 형태를 확인할 수 있었다. P. pinicola는 주로 일본에서 많이 연구되
었으며, 본 연구에서와 같이 곰솔(Pinus thunbergii)이나 혹은 소나무(P. densiflora)의 침엽에서 분
리된 기록들이 존재한다[20,22]. SSU, ITS, LSU 영역의 분자생물학적 분석 결과 SSU 영역은 P. 

pinicola LC434564.1과 98.16%, ITS 영역은 P. pinicola AB926076.1과 99.40%, LSU 영역은 P. pinicola 

AB926162.1과 99.50%의 일치도를 확인하였고 모두 같은 계통을 형성하였다(Fig. 6).

Fig. 6. Neighbor-joining phylogenetic tree based on a concatenated alignment of small subunit of rDNA (SSU), internal transcribed 
spacer (ITS), and large subunit (LSU) sequences. Tubeufia khunkornensis was used as an outgroup. Numbers on branches indicate 
bootstrap values (1,000 replicates). Fungal strain isolated in this study is in a bold.
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적요
본 연구에서는 경남 통영시의 한산도에서 서식하는 식물의 잎을 채취하여 내생균을 분리하
였다. 분리한 균주는 배양특성과 포자등의 형태성특성 및 rDNA의 internal transcribed spacer 영역, 

small subunit 및 large subunit 영역, 그리고 translation elongation factor 1-α 영역의 DNA 염기서열을 

분석하여 동정하였다. 연구결과 5종의 국내 미기록 내생균 균주를 확인하였으며, 확인된 종은 

Arthrinium camelliae-sinensis, Beltraniella humicola, B. portoricensis, Microxiphium theae, Piceomphale 

pinicola이다. 확인된 미기록 균주의 형태적 특성 및 분자생물학적 계통분석의 결과에 대해 서술
하였다.
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