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수박 과일썩음병을 일으키는 Acidovorax citrulli에 감염된 종자 검출을 
위한 SYBR Green Real-Time PCR 방법

Detection of Acidovorax citrulli, the Causal Agent of Watermelon 
Bacterial Fruit Blotch, in Infected Seeds by SYBR Green Real-Time PCR
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Acidovorax citrulli is a seed-borne bacterium that causes bacterial fruit blotch (BFB) in cucurbit crops such as water-
melon and melon. Contaminated seeds for watermelon cultivation can cause severe harvest losses. In this study, 
seed preparation conditions were optimized to enhance SYBR green real-time polymerase chain reaction detection 
of low-level A. citrulli in watermelon seeds, facilitating healthy seed selection. Watermelon seeds artificially inocu-
lated with A. citrulli were processed using different soaking duration, with or without direct grinding, and various 
DNA extraction kits to compare the detection levels. The highest detection efficiency was obtained when DNA was 
extracted with a soil kit after either 24 hr of soaking or direct seed grinding. Furthermore, the optimized method 
successfully detected A. citrulli in seeds collected from watermelon fruits exhibiting BFB symptoms. These results 
indicate that the optimized detection conditions can be used to screen seed affected by BFB in watermelon.
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박과 작물인 멜론, 수박, 오이 및 호박에서 과일썩음병(bacterial 

fruit blotch)을 일으키는 Acidovorax citrulli는 종자 전염성 병원균

으로 1965년 미국에서 처음 보고되었다(Kim 등, 2015). 수박 과일

썩음병은 주로 고온다습한 환경에서 발생한다. 과실 발달 초기에

는 병징이 잘 나타나지 않으며, 수확 시기에 무르고 부패하여 큰 

피해를 초래한다(Burdman과 Walcott, 2012; Lee 등, 2024).

국내에서 수박 과일썩음병은 1991년 전북 고창에 위치한 수

박 재배 농가에서 최초로 보고된 이후 주기적으로 큰 경제적 

피해를 유발하고 있다(Kim 등, 2021). 이병 종자는 외관상으로

는 건전 종자와 구별이 어려우며, 파종 후 병원균이 유모로 전

이되어 1차 전염원으로 작용한다(Song 등, 2015). A. citrulli의 수

박 종자 감염에는 크게 두 가지 경로가 있다. 첫째, 개화 후 약 2

주 동안 과피에 왁스층이 형성되기 전 병원균이 과피 표면의 기

공을 통해 내부로 침투하여 전형적인 과일썩음병 병반을 보인

다(Frankle 등, 1993). 두 번째 경로는 병원균이 암술 주두에 정

착한 뒤 화주를 따라 자방으로 이동하여 종자를 감염시키며, 

무증상 과일에서도 감염된 종자가 형성될 수 있다(Dutta 등, 

2015; Walcott 등, 2003). 과피 경로로 감염된 종자에서는 주로 

종피 하부의 perisperm-endosperm (PE) 층에 병원균이 국한

되는 반면, 암술 경로로 감염된 종자에서는 배(embryo)와 PE

층에서 균이 검출된다(Dutta 등, 2012a). 배와 배유에 깊숙이 위

치한 균은 종자 저장 중 생존 가능성이 높고, 외부에서 액상 소
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독 과정에서 제거 효율이 낮은 것으로 보고되어 있다(Dutta 등, 

2016). 병원균 검출을 위해 균주의 분리 배양법, 면역학적 진단

법, 유묘 검정 등이 이용되어 왔으나, 검출 시간, 특이성 그리고 

효율성 측면에서 한계를 지닌다(Giovanardi 등, 2018; Gitaitis

와 Walcott, 2007). 최근에는 분자생물학적 진단법이 부상하였

으며, 특히 A. citrulli 검출을 위해 real-time polymerase chain 

reaction (PCR)에 대한 연구가 활발히 진행되고 있다(Ham 등, 

2024; Tian 등, 2016; Zhao 등, 2022). 하지만 PCR 반응을 위한 

종자 마쇄 또는 핵산 추출 과정에서 다량의 다당류, 폴리페놀 

화합물 등이 함께 추출되어 PCR 반응에 영향을 줄 수 있으며, 

검출에 정확성을 저하시킬 수 있다(Wang 등, 2021). 또한, 자연

감염 종자 내 병원균의 초기 밀도는 매우 낮아 직접 검출이 어

려울 수 있다(Dutta 등, 2012a). 이러한 문제들을 해결하기 위

해 일반적으로 종자 마쇄(Dutta 등, 2012b), 종자 침지(Öztürk

와 Basim, 2022), 종자 침지액을 선택 배지에서 배양하여 증

균(Zhao 등, 2009), DNA 추출 과정에서 polyvinylpolypyrrol-

idone을 이용한 PCR 저해 물질을 제거하는(Walcott와 Gitaitis, 

2000) 방법 등이 사용되고 있다. 이런 방법들은 추가 배양으로 

시간이 연장되고, 화학물질의 첨가, 특수 배지 제조 등의 실험

적 어려움을 수반한다. 따라서 종자 내부의 병원균을 신속하고 

정확하게 검출하기 위해서는 보다 효율적인 종자 처리 조건의 

확립이 필요한 실정이다.

본 연구에서는 Ham 등(2024)이 개발한 SYBR green real-time 

PCR을 통해 수박 종자에 감염된 수박 과일썩음병의 A. citrulli 검

출 효율을 높이기 위해 종자로부터 세균의 추출을 위한 최적 조

건을 구명하고, 기존에 시판되고 있는 DNA 추출 키트 3종을 대

상으로 수박 종자 시료의 처리 조건을 비교·분석하여 최적의 전

처리 조건을 확립하였다. 또한 실제 A. citrulli에 감염된 수박에서 

종자를 채취하여 전처리 방법을 검증하였다.

인공감염 종자를 활용한 검출법 최적화. 수박 종자 30 g을 

70% 에탄올에 30분간 침지한 후 1% sodium hypochlorite에 

30분간 침지하여 소독하고, 멸균 증류수로 3회 세척한 후 24시

간 동안 침지하였다. 인공감염 종자를 생산할 때 A. citrulli의 농

도를 107 cells/ml로 감압 처리 시 종피 및 종자 내부에 감염된다

고 보고되어 있다(Kim 등, 2021). 이를 근거로 병원균 A. citrulli 
KACC 17001 균주를 48시간 동안 배양 후 멸균 증류수를 이용

하여 세균 농도 OD600=0.1 (4.1×107 cells/ml)로 맞추었다. 종자 

30 g에 병원균 현탁액 250 ml를 넣어 1시간 동안 90 kPa에서 

감압 처리한 후 실온에서 200 rpm으로 교반하여 병원균을 종

자에 침투시키고 24시간 동안 무균 작업대에서 건조하였다. 대

조군(control)은 병원균 대신 멸균 증류수 50 ml를 넣고 종자를 

감압 처리한 후 건조하였다.

인공감염 종자 1 g을 멸균 증류수 5 ml에 넣고 온도 27oC 및 

200 rpm으로 0, 1, 3, 5, 10, 24시간 침지하였으며 각각의 처리

구를 3반복(n=3)으로 실험하였다. 침지 후 현탁액에서 DNA을 

추출하기 위해 bacterial (Promega, Madison, WI, USA), plant 

(Qiagen, Hilden, Germany) 및 soil DNA extraction kit (MP Bio, 

Santa Ana, CA, USA)를 사용하였다(Table 1). A. citrulli 검출을 

위한 SYBR green real-time PCR 조건 및 primer는 기존 연구 

결과(Ham 등, 2024)와 동일하게 수행하였다. PCR 결과, 3종의 

DNA 추출 키트 모두에서 침지 시간이 길수록 cycle threshold 

(Ct) 값이 낮아지며 검출 효율이 증가하는 경향을 보였다(Table 

1). 특히 soil DNA extraction kit (soil kit)로 DNA 추출 시 종자

를 3시간 침지한 경우 Ct 값(36.74±1.98)이 높아 검출 효율이 

낮았으나, 24시간 침지 후 Ct 값(26.19±2.61)이 감소하여 장시

간 침지가 병원균 검출 효율을 향상시킨다는 것을 알 수 있었

다. 이러한 종자 침지는 종피 표면 및 내부 조직에 잔존하는 세

균이 침지액으로 용출 및 확산하도록 하여 병원균 회수에 기

여하였을 것으로 사료되며 선행 연구에 따르면, 이러한 침지 과

정은 종자 내 병원균을 침지액으로 용출시켜 검출 효율을 높인

다고 보고되었다(Grabicoski 등, 2015). 또한, 침지 과정에서 종

자에서 용출된 탄소, 질소원 등이 제한적인 영양원으로 작용

하여 침지액 내로 용출된 병원균이 증식했을 가능성이 있으며

(Martins 등, 2018), 최종적인 병원균 검출 효율성을 향상하는 

데 기여한 것으로 사료되었다. 그리고 유럽 및 지중해 식물보호

기구(EPPO)에서 수박 종자에서 A. citrulli를 진단하기 위해 종자

를 24시간 침지하여 병원균을 추출하는 절차를 권장하는 것과 

일치하는 결과이다(EPPO, 2016). 

Table 1. Comparison of mean Ct of seed suspensions according 
to soaking time and DNA extraction kit

Seed 
soaking 
time (hr)

Bacterial DNA 
extraction kit 

(n=3)

Plant DNA 
extraction kit 

(n=3)

Soil DNA
 extraction kit 

(n=3)

Control ND ND ND

00 ND ND ND

01 34.41±1.56 34.67±0.17 37.38±1.76

03 32.97±0.39 32.57±0.62 36.74±1.98

05 33.94±0.25 33.76±1.38 31.34±0.32

10 29.75±0.58 32.77±0.27 29.87±2.93

24 31.24±0.07 31.60±0.97 26.19±2.61

Values are presented as cycle threshold (Ct)±standard deviation.
ND, not detected.
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마쇄에 따른 침지 효과의 검출 효율을 비교하기 위해 액체질

소를 이용하여 종자 마쇄 후 0.04 g씩 3회 반복 채취하여 soil 

kit로 각각의 시료로부터 DNA 추출하였다. 병원균을 검출한 결

과 Ct 값이 25.94±0.29로 24시간 동안 종자를 침지한 후 병원

균을 검출한 결과와 비슷한 양상을 보였다(Table 2). Giovanar-

di 등(2018)의 연구에서는 종자를 분쇄하였을 때보다 침지하였

을 때 PCR 증폭 효율이 더 높다고 보고되어 있다. 이는 분쇄 과

정에서 방출되는 다량의 전분립(starch granules)과 같은 PCR 

저해 물질이 방출되기 때문이라고 설명하였다. 이에 PCR 증폭 

효율을 위해 단순 침지 방법으로는 24시간 침지 후 soil kit로 

DNA를 추출하는 방법이 효율적이다. 반면 마쇄는 암술을 통해 

감염된 종자의 내부 PE 층뿐만 아니라 배에 존재하는 병원균

을 검출함으로써 정확성을 높인다고 보고되어 있다(Dutta 등, 

2016). 따라서 종자의 내외부에 존재하는 병원균을 모두 검출

하기 위해서는 종자의 마쇄와 PCR 저해 물질을 정제하기 위한 

DNA 추출 방법을 병행하는 것이 효율적이라고 사료된다. 

자연감염 종자를 활용한 검출법 검증. 국립농업과학원 비

닐하우스에서 2024년(품종: ‘Uri-kkul’)과 2025년(품종: ‘Dang-

dangha’, ‘Sambok-kkul’)에 수박을 재배하였다. 과일썩음병 발

병을 위해 A. citrulli KACC 17001 (균주 농도 OD600=0.1, 5.12×

107 cells/ml) 현탁액을 제조하여 수정된 암꽃에 접종 및 인공

수분 후 2, 3, 4주째에 과피 표면에 분무 접종하였다(Fig. 1). 각 

품종마다 병원균 무처리군과 병징이 나타난 수박을 각각 3통

씩 수확하고 종자를 채종하였다. 채종한 종자를 70% 에탄올에 

30분 침지한 후 1% sodium hypochlorite에 30분간 침지하여 

소독하고, 멸균 증류수에 3회 세척한 후 48시간 동안 상온에서 

건조하였다. 건조된 종자는 마쇄 후 0.3 g씩 3회 반복 채취하여 

soil kit를 이용하여 각각의 시료로부터 DNA를 추출하였다. 실

험 결과 2024년과 2025년에 채종한 종자에서 A. citrulli가 검출

되었으며, Ct 값은 2024년 종자(품종: ‘Uri-kkul’)에서 평균 31.48

±1.40, 2025년 채종한 종자(품종: ‘Dangdanghan’, ‘Sambok-

kkul’)에서 각각 평균 28.71±0.45와 27.89±0.59로 나타나 병원

균이 안정적으로 검출되는 것을 확인하였다(Table 3). 이러한 

Table 2. Effect of soaking time after seed grinding and DNA ex-
traction kit on mean Ct values

Seed soaking 
time (hr)

Bacterial DNA  
extraction kit (n=3)

Soil DNA 
 extraction kit (n=3)

Control ND ND

00 ND 25.94±0.29

01 26.08±0.52 27.79±0.18

05 26.16±0.50 26.28±0.21

10 26.71±0.01 28.20±1.02

Values are presented as cycle threshold (Ct)±standard deviation.
ND, not detected.

Fig. 1. Watermelons were cultivated in a greenhouses in 2024 and 
2025, respectively. (A-C) Inoculated with sterilized water, (D-F) in-
oculated with Acidovorax citrulli KACC 17001. Cultivars were (A, D) 
Uri-kkul, (B, E) Dangdanghan, and (C, F) Sambok-kkul.

Table 3. Mean Ct for control and treated watermelon seeds col-
lected in 2024 and 2025 

Year (cultivar) Sample Value (n=3)
2024 

(Uri-kkul)
Control 1 ND

Control 2 ND

Control 3 ND

Inoculated 1 32.67±0.66

Inoculated 2 29.93±0.33

Inoculated 3 31.83±0.13
2025

 (Dangdanghan)
Control 1 ND

Control 2 ND

Control 3 ND

Inoculated 1 28.63±0.47

Inoculated 2 28.31±0.13

Inoculated 3 29.20±0.32
2025

 (Sambok-kkul)
Control 1 ND

Control 2 ND

Control 3 ND

Inoculated 1 27.38±0.14

Inoculated 2 27.76±0.15

Inoculated 3 28.54±0.36

Values are presented as cycle threshold (Ct)±standard deviation.
The seeds were ground, and DNA was then extracted using soil kit. 
ND, not detected.



Research in Plant Disease  Vol. 31  No. 4434

결과는 종자를 마쇄한 후 soil kit로 DNA 추출하여 real-time 

PCR 수행할 경우 수박 내외부에 존재하는 병원균을 효율적으

로 검출할 수 있음을 시사하였다. 

요 약

Acidovorax citrulli는 박과 작물인 수박·멜론 등에 과일썩음병

을 일으키는 종자 전염성 병원균이다. 수박 재배 시 A. citrulli가 

오염된 종자를 사용하면 병원균이 기주에 감염하여 과실 수확 

시 큰 피해를 끼칠 수 있다. 본 연구에서는 병원균이 오염된 수

박 종자를 검출하고 건전 종자를 선별하기 위하여 SYBR green 

real-time PCR을 이용하여 수박 종자에 미량으로 존재하는 A. 

citrulli의 검출 효율을 높이기 위한 최적 전처리 조건을 확립하

였다. A. citrulli를 인공 접종한 수박 종자를 침지 시간, 마쇄 여

부 및 DNA 추출 방식을 다르게 하여 각각의 검출 농도를 비교

하였다. 그 결과, 종자를 24시간 침지하거나 바로 마쇄한 후 soil 

kit로 DNA를 추출하여 real-time PCR 했을 때 검출 효율이 가

장 높았다. 또한 최적화한 방법을 과일썩음병 발병 수박으로부

터 채취한 종자에 적용한 결과 A. citrulli가 검출되는 것을 확인

할 수 있었다. 이러한 결과는 본 연구에서 구명한 최적 검출 조

건을 수박 과일썩음병 이병 종자의 선별에 활용할 수 있음을 시

사한다.
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