
식물병연구

Research Article  Open Access

Res. Plant Dis. 21(2) :  74-81(2015)
http://dx.doi.org/10.5423/RPD.2015.21.2.074

Research in Plant Disease
©The Korean Society of Plant Pathology
pISSN 1598-2262, eISSN 2233-9191

This is an open access article distributed under the terms of the Creative Commons Attribution License (http://creativecommons.org/licenses/by/2.0), 
which permits unrestricted use, distribution, and reproduction in any medium, provided the original work is properly cited. 

박과 작물에 과일썩음병을 일으키는 Acidovorax citrulli 검출을 위한 
nested-PCR 검사법 개발

Development of Nested-PCR Assay to Detect Acidovorax citrulli, a 
Causal Agent of Bacterial Fruit Blotch at Cucurbitaceae
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The specific and sensitive nested-PCR method to detect Acidovorax citrulli, a causal agent of bacterial fruit 
blotch on cucurbitaceae, was developed. PCR primers were designed from the draft genome sequence which 
was obtained with the Next Generation Sequencing of A. citrulli KACC10651, and the nested-PCR primer set 
(Ac-ORF 21F/Ac-ORF 21R) were selected by checking of specificity to A. citrulli with PCR assays. The selected 
nested-PCR primer amplified the 140 bp DNA only from A. citrulli strains, and detection sensitivity of the nest-
ed PCR increased 10,000 times of 1st PCR detection limit (10 ng genomic DNA/PCR). The nested PCR detected 
A. citrulli from the all samples of seed surface wash (external seed detection) of the artificially inoculated wa-
termelon seeds with 101 cfu/ml and above population of A. citrulli while the nested PCR could not detected A. 
citrulli from the mashed seed suspension (internal seed detection) of the all artificially inoculated watermelon 
seeds. When the naturally infested watermelon seeds (10% seed infested rate with grow-out test) used, the 
nested PCR detected A. citrulli from 2 seed samples out of 10 replication samples externally and 5 seed sam-
ples out of 10 replication samples internally. We believe that the nested-PCR developed in this study will be 
useful method to detect A. citrulli from the Cucurbitaceae seeds. 
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서 론

Acidovorax citrulli는 박과 작물에 과일썩음병(bacterial fruit 
blotch, BFB)을 일으키는 종자전염성 병원세균이다(Hopkins와 
Thompsin, 2002; Walcott 등, 2004). 과일썩음병은 1965년 미국

에서 처음 보고 되었으며(Sowel 등, 1978), 강력한 병원성을 가
진 균주의 출현과 더불어 1980년대 미국 전역의 수박 재배지에
서 대발생되어 경제적으로 큰 피해를 일으켰다(Latin 등, 1990). 
이후 다른 박과 작물인 멜론, 오이 및 호박에서도 발병이 보고
되었다(Isakeit 등, 1997; Langston 등, 1999; Matin 등, 1999). 
국내에서는 전북 고창의 수박 재배지에서 처음 보고되었으며
(Song 등, 1991), 멜론에서는 전남 광주와 나주지역 재배지에서 
처음 보고되었다(Seo 등, 2006).

*Corresponding author 
Tel : +82-43-261-2554 
Fax: +82-43-271-4414 
E-mail: jscha@cbnu.ac.kr

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Received September 11, 2014 
Revised March 12, 2015 
Accepted March 25, 2015

74-81  0046-김영탁o.indd   74 2015-06-23   오후 5:30:33



Research in Plant Disease  Vol. 21  No. 2 75식물병연구

Research Article  Open Access

Res. Plant Dis. 21(2) :  74-81(2015)
http://dx.doi.org/10.5423/RPD.2015.21.2.074

병원균 A. citrulli는 Pseudomonas속으로 분류되었으나 병
원성, 생화학적 특성, 16S rRNA 염기서열 분석 등으로 새롭게 

Acidovorax속으로 재분류되었다(Willems 등, 1990). A. citrulli
는 세계적으로 분포하고 있으며 수박을 포함한 중요한 박과 작
물에 과일썩음병을 일으켜 큰 피해를 주고 있다(Latin 등, 1995; 
Schaad 등, 2003).

A. citrulli는 박과 작물의 중요한 종자전염성 병원균으로, 
이 병원균에 감염된 종자는 1차 전염원 역할을 한다(Hopkins 
등, 2002; Rane 등, 1992). 고부가가치를 가진 박과 작물의 종
자 생산을 위해 박과종자 검사는 목표하는 종자전염성 병원
세균을 정확하고 민감하게 검출할 수 있어야 한다. 박과 종자
에서 A. citrulli의 검출을 위해서 반선택배지 또는 grow-out 검
사법을 사용하는 경우 배양된 세균의 추가적인 구별이 필요
하고, 많은 시간, 공간, 노동력이 필요하다. 따라서 최근에는 
PCR(Polymerase chain reaction), IMS-PCR(Immunomagnetic 
separation and polymerase chain reaction), Bio-PCR 그리고 
Real-time PCR 방법 등에 의한 A. citrulli의 검사법이 보고되었

다(Ha 등, 2009; Latin 등, 1995; Randhawa 등, 2001; Schaad 등, 
2002; Walcott 등, 2000).
그러나 이 방법들은 A. citrulli 균주를 인공적으로 접종한 종
자를 사용하여 검출민감도 결과를 얻어서, 실제 1차 전염원 역
할을 하는 종자감염 세균의 검출여부는 반영하지 못하고 있다
(Bahar 등, 2008; Ha 등, 2009).
따라서 본 연구에서는 실제 박과 작물의 종자검사에 적용이 
가능한 특이적이고 민감도가 높은 A. citrulli 검출법을 개발하고
자 하였다. 개발된 nested-PCR 프라이머는 A. citrulli의 genome을 
Next Generation Sequencing(NGS)에 의해 얻어진 A. citrulli의 전
체 ORFs(open reading frames)로 부터 디자인 하였으며, 개발된 
프라이머의 종자에 적용과 상업적인 사용은 인공적으로 접종시
킨 수박 종자와 자연감염 수박종자를 이용하여 확인하였다. 

재료 및 방법

사용 균주 및 DNA 분리. 본 실험에서 사용한 세균 균주

Table 1. Bacterial strains used in this study and results of 1st PCR and nested-PCR  
No. Strainsa Host 1st PCRb nested-PCR

1 Acidovorax citrulli KACC10651 Unknown + +
2 Acidovorax citrulli CNUPBL AC37 Unknown + +
3 Acidovorax citrulli CNUPBL AC42 Unknown + +
4 Acidovorax citrulli CNUPBL LB09-308 Unknown + +
5 Acidovorax citrulli CNUPBL LB09-309 Unknown + +
6 Acidovorax citrulli CNUPBL LB10-233 Unknown + +
7 Acidovorax citrulli CNUPBL LB10-234 Unknown + +
8 Acidovorax citrulli NWB SC016 Watermelon + +
9 Acidovorax citrulli NWB SC024 Watermelon + +

10 Acidovorax citrulli NWB SC058 Watermelon + +
11 Acidovorax citrulli NWB SC074 Watermelon + +
12 Acidovorax citrulli NWB SC076 Melon + +
13 Acidovorax citrulli NWB SC107 Rootstock + +
14 Acidovorax citrulli NWB SC108 Watermelon + +
15 Acidovorax citrulli NWB SC109 Watermelon + +
16 Acidovorax citrulli NWB SC110 Watermelon + +
17 Acidovorax citrulli NWB SC111 Watermelon + +
18 Acidovorax citrulli NWB SC172 Watermelon + +
19 Acidovorax citrulli NWB SC175 Cucumber + +
20 Acidovorax valerianellae NWB SC185 Watermelon - -
21 Acidovorax valerianellae NWB SC186 Watermelon - -
22 Acidovorax avenae CNUPBL294 Unknown - -
23 Acidovorax avenae subsp. avenae KACC10162 Zea mays - -
24 Acidovorax sp. KACC13277 Soil - -
25 Acidovorax facilis LMG2193 lawn soil - -
26 Acidovorax cattleyae LMG2364 Unknown - -
27 Acidovorax konjaci KACC10652 Konjac - -
28 Pseudomonas syringae pv. lachrymans KACC12856 Melon - -
29 Pseudomonas syringae pv. lachrymans KACC12857 Cucumber - -
30 Pseudomonas syringae pv. lachrymans KACC13264 Cucumber - -
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Table 1. Continued
No. Strainsa Host 1st PCRb nested-PCR
31 Pseudomonas syringae pv. lachrymans LMG5070 Cucumber - -
32 Pseudomonas syringae pv. lachrymans LMG5172 Cucumber - -
33 Pseudomonas syringae pv. lachrymans LMG5458 Cucumber - -
34 Pseudomonas syringae pv. lachrymans LMG5459 Cucumber - -
35 Pseudomonas syringae pv. lachrymans LMG5662 Melon - -
36 Pseudomonas syringae pv. syringae LMG2230 Rice - -
37 Pseudomonas syringae pv. syringae NWB SC125 Squash - -
38 Pseudomonas syringae pv. syringae NWB SC132 Squash - -
39 Pseudomonas syringae pv. syringae NWB SC137 Watermelon - -
40 Pseudomonas syringae pv. tomato Y1 Tomato - -
41 Pseudomonas syringae pv. tomato DC3000 Tomato - -
42 Pseudomonas syringae pv. tomato LMG5093 Tomato - -
43 Pseudomonas syringae pv. tomato LMG5509 Tomato - -
44 Pseudomonas syringae pv. pisi LMG5079 Pea - -
45 Pseudomonas syringae pv. pisi LMG5478 Pea - -
46 Pseudomonas syringae pv. pisi LMG5479 Pea - -
47 Pseudomonas syringae pv. pisi LMG5480 Pea - -
48 Pseudomonas syringae pv. pisi LMG5679 Pea - -
49 Pseudomonas syringae pv. pisi LMG8612 Pea - -
50 Pseudomonas syringae pv. pisi KACC11620 Unknown - -
51 Pseudomonas syringae pv. phaseolicola KACC10575 Kidney bean - -
52 Pseudomonas syringae pv. phaseplicola NWB SC126 Squash - -
53 Pseudomonas syringae pv. tabaci NWB SC127 Squash - -
54 Pseudomonas syringae pv. putida NWB SC136 Watermelon - -
55 Pseudomonas syringae pv. garcae KACC10398 Coffee - -
56 Pseudomonas syringae pv. helianthi KACC11618 Unknown - -
57 Pseudomonas syringae pv. japonica KACC11638 Unknown - -
58 Pseudomonas viridiflava LMG6480 Chicory - -
59 Pseudomonas syringae pv. lapsa KACC12216 Unknown - -
60 Pseudomonas syringae pv. mellea KACC12844 Unknown - -
61 Pseudomonas syringae pv. mori KACC10390 Unknown - -
62 Pseudomonas syringae pv. morsprunorum KACC10397 Unknown - -
63 Pseudomonas syringae pv. myricae KACC12845 Unknown - -
64 Pseudomonas syringae pv. panici KACC11619 Unknown - -
65 Pseudomonas syringae pv. papulans LMG5077 Apple tree - -
66 Pseudomonas syringae pv. persicae KACC12852 Unknown - -
67 Pseudomonas syringae pv. ribicola KACC11622 Unknown - -
68 Pseudomonas syringae pv. sesami KACC10649 Unknown - -
69 Pseudomonas syringae pv. tabaci KACC10388 Tobacco - -
70 Pseudomonas syringae pv. tagetis KACC10389 Unknown - -
71 Pseudomonas syringae pv. ulmi KACC11633 Unknown - -
72 Pseudomonas syringae pv. glycinea LMG5554 Unknown - -
73 Pseudomonas syringae pv. savastanoi KACC10751 Olive - -
74 Pseudomonas syringae pv. passiflorae KACC12846 Unknown - -
75 Pseudomonas syringae pv. maculicola LMG5560 Cabbage - -
76 Xanthomonas campestris pv. campestris LMG7460 Rape - -
77 Xanthomonas campestris pv. vesicatoria KACC11153 Pepper - -
78 Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis NWB SC191 Tomato - -

aKACC: Korean Agricultural Culture Collection, CNUPBL: Chungbuk National University Plant Bacteriology Lab, LMG: Belgian Coordinated Collec-
tions of Micro-organisms, NWB: Nongwoobio Co., LTD.
b+: PCR product of the expected size was amplified, -: no PCR product was amplified.
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는 A. citrulli 19균주를 포함한 Acidovorax속 및 Pseudomonas
속 균주 등 총 78균주이다. 이 균주들은 BCCM/LMG(The Bel-
gian Co-ordinated Collections of Micro-organisms/Collec-
tion of the Laboratiorium voor Microbiologie en Microbiele 
Genetica, Belgium)와 농업유전자원센터 미생물은행(Korean 
Agricultural Culture Collection, KACC) 그리고 충북대학교 식
물세균병학 및 분자유전학 실험실(CNUPBL)에서 분양 받아 
사용하였다(Table 1). 이 균주들 중에서 국내 검역대상 균주
는 검역절차를 거쳐 DNA 상태로 분양받아 사용하였으며, 일
부 비교 균주는 ㈜농우바이오(Nongwoobio. Co., LTD.)에서 수집한 
균주들을  이용하였다 .  모든  균주들은  glycerol 15%를  첨
가한  King ’s B 액체배지에 현탁하여 -75oC의 초저온 냉동
고에 보관하였다. 보관된 균주들을 28oC에서 3일 동안 King’s 
B(peptone 20.0 g, MgSO4 · 7H2O 1.5 g, K2HPO4 1.5 g, glycerol 15.0 
ml, agar 18.0 g/l) 배지에 배양한 후 자동핵산분리기(ROCHE, 
Basel, Switzerland)를 이용하여 DNA를 분리하였다. 추출된 ge-
nomic DNA는 분광광도계(Mecasys, Deajeon, Korea)를 이용하
여 10 ng/ml로 정량한 후 -20oC에 보관하며 실험에 사용하였다. 

Next Generation Sequencing.  NCBI에 등록된 A. citrulli의 
유전자들의 염기서열은 Acidovorax속 다른 종의 유전자들의 
염기서열과 상동성이 높아 A. citrulli의 특이적 프라이머를 얻
기 위해 ㈜천랩(Chunlab, Seoul, Korea)에 의뢰하여 A. citrulli의 
draft genome sequence을 얻었다. A. citrulli의 draft genome
은 A. citrulli KACC10651균주의 genomic DNA를 이용하여 Next 
Generation Sequencing(NGS)을 수행하였으며, NGS는 Illumina 
(BMSKorea, Seoul, Korea)를 사용하였다. 

프라이머 제작. NGS를 통해 얻은 A. citrulli KACC10651의 
contig들에 들어있는 ORFs(open reading frames)들의 염기서
열을 각각 NCBI에서 BLASTN하여 Genbank에 등록된 유전자 염
기서열과 상동성이 낮고, 길이가 500 bp 이상인 ORF를 선발하
였다. 선발된 ORF의 내부서열에서 Primer3(v. 0.4.0) 프로그램을 
이용하여 PCR 프라이머를 제작하였으며, 제작한 프라이머들
의 특이성 확인은 A. citrulli 19균주와 Acidovorax속 8균주를 포
함하여 총 27균주로 PCR을 수행하고, PCR 결과 A. citrulli의 모든 
균주에서 예상한 크기의 특이적 DNA을 증폭하는 프라이머들
을 1차 선발하였다. 1차 선발한 프라이머들은 2차로 Pseudomo-
nas속 등 51균주를 이용하여 PCR을 수행한 후 최종 프라이머를 
선발하였다. Nested PCR 프라이머 제작은 앞서 A. citrulli에 대
한 특이성이 확인된 프라이머의 PCR 증폭산물 내부 염기서열
을 이용하여 Primer3(v. 0.4.0) 프로그램으로 100-200 bp 크기
의 DNA가 증폭되도록 디자인하였다. 

PCR 조건. PCR 조건은 95oC에서 5분간 initial denaturation 
과정을 거친 다음 95oC에서 30초간 denaturation, 60oC에서 30초

간 annealing, 72oC에서 45초간 extension의 과정을 총 30회로 
수행한 후 72oC에서 10분간 final extension하였다. PCR 반응액
은 제넷바이오(Daejeon, Korea)의 Ex Taq PCR kit와 프라이머
(10 pM/ml), 그리고 genomic DNA 1 ml(10 ng)를 이용하여 최종 
반응액의 부피를 20 ml로 조정하였다. Nested-PCR은 1차 PCR 
산물을 50배 희석한 후 1 ml를 사용하였으며 PCR 조건은 동일
하게 수행하였다. 인공접종 한 종자와 자연감염 종자의 nested-
PCR 검정 또한 동일한 방법으로 수행하였으며, 모든 PCR 산물
은 1.2% Agarose gel에서 120 V, 60분 동안 전기영동 하여 결과
를 확인하였다. 

자연감염 종자와 인공접종 종자 조제. 개발된 PCR 방법
이 종자검사에 적용이 가능한지를 알아보기 위해 인공접종 수
박 종자와 자연감염 수박 종자를 이용하여 검정을 수행하였
다. 여기서 사용한 자연감염 종자는 실제 육묘장에서 파종한 
결과 과일썩음병이 발생한 종자이고, 종자의 자연감염을 확인
하기 위하여 따로 실시한 grow-out 검사법에서 해당 종자로부
터 발아하여 자란 묘의 10%에서 과일썩음병 병징을 확인하였
다. 인공접종 종자 조제는 A. citrulli KACC10651 균주를 28oC에서 
48시간 동안 배양 후 얻은 세균현탁액의 흡광도를 분광광도계
(Mecasys, Deajeon, Korea)로 OD600 = 0.1 조정하였다. 이 현탁액
을 108 cfu/ml로 산정하고 10배 희석법으로 108 cfu/ml에서 
100 cfu/ml까지 희석하여 세균 현탁액을 준비하였다. 각각의 
세균 현탁액 10 ml에 수박 종자를 3 g씩 넣고 24시간 동안 28oC, 
200 rpm 조건으로 진탕 배양 후 상온에서 건조시켰다. 

종자 처리. 종자 처리는 인공접종 수박 종자와 자연감염 수
박 종자를 이용하였으며 종자의 외부검사와 내부검사로 구분
하여 수행하였다. 인공접종 종자는 농도별로 처리된 종자 각 
1 g의 종자를 이용하였으며, 자연감염 종자는 감염된 한 종류의 
종자들로부터 1 g씩 10반복으로 샘플링 하여 진행하였다. 먼
저 종자 외부검사는 멸균수 5 ml에 각각의 인공접종 종자와 자
연감염 종자를 1 g씩 넣고 1시간 동안 200 rpm으로 진탕 후 이 
현탁액으로부터 종자를 제거한 현탁액을 회수하여 DNA를 분
리하였다. 종자 내부검사는 종자 외부검사에서 진탕 후 현탁액
을 제거하고 얻은 종자를 종피 소독(클로락스 1% 10분 처리 후 
알코올 3분 침지) 후 멸균수로 충분히 세척하고 건조하였다. 건
조 후 마쇄기를 이용하여 종자를 마쇄한 후 종자 외부검사와 동
일한 방법으로 진탕 후 얻은 현탁액으로부터 DNA를 분리하여 
수행하였다. 모든 DNA 분리는 핵산분리기(ROCHE, Basel, 
Switzerland)를 이용하여 분리하였다. 종자 내부검사에 사용
한 종자의 종피 소독(외부 세균의 완전한 제거)이 완전하게 이
루어졌는지의 확인은 종피 소독 한 종자를 종자 외부검사와 동
일한 방법으로 마쇄 없이 진탕하여 현탁액을 얻고 그 현탁액으
로부터 분리한 DNA로 PCR을 수행하고 배지에서도 배양 하여 

A. citrulli가 검출되지 않음을 확인하였다. 
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결 과

PCR 프라이머의 특이성. 본 실험에서는 NGS를 통해 A. citrulli 
KACC10651 DNA로부터 총 510개의 contig를 얻었으며, 각 ORF
들의 상동성 검색을 통해 총 244개 프라이머를 제작하였다. 제
작한 244개의 프라이머 중 A. citrulli 19균주와 Acidovorax속 8균
주의 총 27균주를 이용하여 PCR을 수행하여 1차로 A. citrulli에
서만 예상하는 크기의 DNA를 증폭하는 26개의 프라이머를 선
발하였다. 특이성이 확인된 26개 프라이머를 다시 Pseudomonas
속 등 51균주를 이용하여 PCR을 수행하여 특이성이 확인된 
5개의 프라이머를 2차 선발하였다. 2차 선발된 5개의 프라이
머 중에서 A. citrulli 19균주의 DNA에서 약 620 bp 크기의 DNA
가 특이적으로 증폭되는 Ac-ORF 12F(5’-GCATCTTGTTCAGC-
CACGAC-3’)와 Ac-ORF 13R(5’-ATTGGCAATCACCAAGACGC-3’) 
프라이머를 최종 선발하였다(Fig. 1). 또한 PCR 프라이머 Ac-
ORF 12F와 Ac-ORF 13R에 의해 증폭된 산물의 내부 서열을 이
용하여 nested-PCR 프라이머 Ac-ORF 21F(5’-AGCCCACCTA-
ATCCTCCCTT-3’)와 Ac-ORF 21R(5’-TTATTCTGGGCGTCACC-
GTC-3’)을 제작하였다. 제작된 nested-PCR 프라이머의 특이성
을 확인하기 위해 동일한 조건으로 PCR을 수행한 결과 A. citrulli 
19균주들의 DNA에서만 약 140 bp 크기의 밴드가 증폭되었다
(Fig. 2). 따라서 PCR 프라이머 Ac-ORF 12F와 Ac-ORF 13R, 그리
고 nested-PCR 프라이머 Ac-ORF 21F와 Ac-ORF 21R은 검출 대
상균인 A. citrulli에서만 예상하는 크기의 DNA를 증폭하여 A. 
citrulli에 대한 특이성이 확인되었다. 

PCR 프라이머의 민감도.  PCR 검출 민감도를 확인하기 위
해 10 ng 농도로 정량한 genomic DNA를 10배 희석법으로 희
석하여 PCR을 수행하였다. PCR 프라이머 Ac-ORF 12F와 Ac-
ORF 13R로 PCR을 수행한 결과, 10 ng의 1,000배 희석 농도인 

Fig. 1. PCR result which was carried out with primer set, Ac-ORF 12F/
Ac-ORF 13R and bacterial DNA. Lanes 1-78 is corresponding strain 
number 1-78 in Table 1. NE: water as negative control. 

Fig. 2. Nested-PCR result which was carried out with primer set (Ac-ORF 
21F/Ac-ORF 21R) and bacterial DNA. Lanes 1-78 is corresponding 
strain number 1-78 in Table 1. NE: water as negative control.

Fig. 3. PCR and nested-PCR results for determination of detection sensitivity of target bacterial genomic DNA. PCR was carried out with primer 
set, Ac-ORF 12F/Ac-ORF 13R and 10 ng of genomic DNA of Acidovorax citrulli (lane 1) and its ten-fold serial dilution (lane 2-9). Lane 10 was water 
as negative control (A). Nested-PCR was carried out with primer set, Ac-ORF 21F/Ac-ORF 21R and 1 ml of 50 times dilution of 1st PCR product (B).
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10 pg까지 DNA가 증폭되었다(Fig. 3). PCR의 증폭산물을 50배 
희석한 후 1 ml을 사용하여 nested-PCR을 수행한 결과 1차 PCR
의 검출한계 농도의 10,000배 희석된 DNA에서도 목표로 하
는 약 140 bp 크기의 밴드가 증폭되는 것을 확인할 수 있었다
(Fig. 3). 

인공접종 종자로부터 검출. A. citrulli의 현탁액을 10배 희
석법으로 희석한 후 농도별로 인위적으로 오염시킨 수박 종자
를 nested-PCR로 검정한 결과 종자 외부 검사에서는 108-101 
cfu/ml 농도로 오염시킨 모든 종자에서 예상한 크기(140 bp)
의 DNA가 증폭되었다. 그러나 내부 검사에서는 108-100 cfu/ml 
농도로 오염시킨 모든 종자에서 140 bp 크기의 밴드가 증폭되
지 않았다(Fig. 4). 이는 A. citrulli의 현탁액에 진탕하는 인공접
종은 수박 종자의 외부에는 감염이 되지만 수박종자 내부는 감
염을 시키지 못해 nested-PCR 검정 시 종자 외부에 존재하는 A. 
citrulli는 검출이 되었으나, 종자 내부의 A. citrulli는 검출되지 않
는 것으로 판단된다.

자연감염 종자로부터 검출. 자연감염 된 하나의 종자들에
서 1 g 씩 10반복으로 샘플링 후 nested-PCR 프라이머로 종자 
외부 검사를 한 결과 총 10반복 중 1번과 7번 시료에서 A. citrulli
가 검출되었다(Fig. 5). 종피 소독 후 종자 내부 검사에서는 종자 
외부 검사에서 검출된 시료 1번과 7번을 포함하여 2번, 3번, 6번 
시료에서도 A. citrulli가 검출 되었다(Fig. 5). 따라서 1번과 7번 

종자시료는 종자의 외부 및 내부가 모두 A. citrulli에 감염되었
고, 2번, 3번 그리고 6번 시료는 종자의 내부에만 A. citrulli에 의
해 감염된 것으로 나타났다. 한 종류의 자연감염 종자들로부터 
얻어진 10반복 종자에서 일부 반복에서는 A. citrulli가 검출되고 
나머지 반복에서는 A. citrulli가 검출되지 않는 이유는 본 실험에 
사용한 자연감염 종자가 grow-out 검사에서 전체 종자의 10%
만 A. citrulli에 감염된 것으로, 수박 종자 1 g은 대략 18-20립으
로서 자연감염 된 종자가 포함된 반복에서는 A. citrulli가 검출되
고, 자연감염 되지 않는 종자만 있는 반복에서는 A. citrulli가 검
출되지 않는 것으로 판단된다. 

 고 찰

본 연구에서는 수박을 포함한 박과 작물에 발생하여 큰 경제
적 피해를 주는 과일썩음병 병원균 A. citrulli를 수박 종자로부
터 검출하는 특이적이고 민감한 PCR 방법을 개발하였다. 종자
에 매우 낮은 밀도로 감염된 병원세균을 성공적으로 검출하기 
위해서는 PCR에 사용하는 프라이머가 검출하고자 하는 target 
병원세균에 특이성이 매우 높아야 한다. 최근 식물병원세균의 
특이적 검출을 위한 종 특이 또는 pathovar(pv.) 특이 PCR 프라
이머를 식물병원 세균의 whole-genome 또는 draft genome을 
분석을 통해 성공적으로 얻었다(An 등, 2015; Lang 등, 2010). 
본 연구에서는 병원균인 A. citrulli에 특이성이 높은 프라이머
를 얻기 위하여 A. citrulli KACC10651 균주의 draft genome 

Fig. 4. Nested-PCR results for detection of Acidovorax citrulli from external seed samples (A) and internal seed samples of the artificially inoculated 
watermelon seeds. Nested-PCR was carried out with primer set, Ac-ORF 21F/Ac-ORF 21R and DNA from external and internal seed preparation of 
the artificially inoculated seeds in 108 cfu/ml-100 cfu/ml (lane 1-9). N is negative control and P is positive control. 

Fig. 5. Nested-PCR results for detection of Acidovorax citrulli from external seed samples (A) and internal seed samples of the naturally infected 
watermelon seeds. Nested-PCR was carried out with primer set, Ac-ORF 21F/Ac-ORF 21R and DNA from external and internal seed preparation of 
the naturally infected seeds. Lane 1-10 are 10 replication seed samples. N is negative control and P is positive control. 
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sequence를 Next Generation Sequencing(NGS)을 이용하여 얻
었으며, 이를 통해 최종 선발한 Ac-ORF 12F/Ac-ORF 13R PCR 프
라이머와 Ac-ORF 21F/Ac-ORF 21R nested PCR 프라이머는 수
박, 멜론, 오이에서 분리한 19개의 모든 A. citrulli에서만 예상한 
620 bp와 140 bp 크기의 DNA를 증폭시켜 그 특이성을 확인할 
수 있었다. 
본 연구를 통해 개발한 PCR 방법의 검출한계는 PCR 반응 당 

A. citrulli의 genomic DNA 10 pg이었으며, 검출의 민감도를 
높이기 위해 개발한 nested PCR은 1차 PCR의 검출 한계를 약 
10,000배 증가시켰다. 감귤 궤양병균 검출을 위한 LAMP(Loop-
mediated Isothermal Amplification)의 경우 검출한계가 ge-
nomic DNA 농도로 10 fg(Rigano 등, 2010) 보고되었는데, 본 연
구결과로 얻은 nested-PCR의 검출한계는 이와 유사하거나 조
금 더 민감한 방법으로 판단된다. 본 연구에서 개발된 nested-
PCR을 인공접종 종자와 자연 감염 종자를 이용하여 종자 검사
에 적용하여 상업적으로 이용 가능한지 확인하였다. 인공접종 
종자의 외부 검사에서는 101 cfu/ml 농도로 오염시킨 종자에서
도 검출이 되는 것이 확인되었으나 내부 검사에서는 검출이 되
지 않았다. 이 결과는 인공접종 종자 조제 시 현탁액에 24시간 
침종만으로는 종자 내부로의 오염이 되지 않은 이유일 것으로 
판단된다. 자연 감염 종자의 경우 종자 외부검사에서 10개 시료 
중 2개 시료에서 A. citrulli를 검출하였고, 종피 소독 후 종자 내
부 검사에서도 10개 시료 중 5개 시료에서 A. citrulli를 검출하였
다. 본 실험에 사용한 자연감염 종자는 grow-out 검사에서 전체 
종자의 약 10%만 감염되어 있는 것으로 나타난 종자이므로 10
개 시료 중 5개 시료에서만 병원균 A. citrulli가 검출된 것으로 판
단되며, 이 검출결과를 통해 개발된 nested-PCR 방법이 종자검
사에 사용할 수 있는 것 판단된다. 종자 회사에서는 F1 박과 작
물 종자 생산 시 수확과 동시에 약제를 이용한 종자소독을 실시
하고 있다. 또한 상업적으로 판매되는 수박 등의 박과작물 종자
들은 종자소독을 필히 하고 있어 만약 BFB가 발생된다면, 종자 
외부에 존재하는 A. citrulli보다는 종자 내부에 감염되어 있는 A. 
citrulli가 원인일 것이다. 종자 내부에 낮은 농도로 감염되어 있
는 A. citrulli 검출을 위해서는 특이적이고 민감도 높은 검출법이 
필요한데, 본 연구에서 개발한 nested-PCR의 경우 특이성 및 민
감도가 높고 자연감염 된 수박 종자로부터 검출이 가능한 결과
로 보아 박과작물의 종자로부터 병원세균 A. citrulli를 검출하는
데 효과적으로 사용될 수 있을 것으로 판단된다.

 

요 약

박과 작물에서 과일썩음병(bacterial fruit blotch)을 일으키
는 Acidovorax citrulli를 종자로부터 검출하기 위한 특이적이고 
민감한 nested-PCR 방법을 개발하였다. 본 연구에서는 Next 
Generation Sequencing을 이용하여 draft genome sequencing
을 얻은 후 이를 분석하여 PCR 프라이머를 디자인하였고, 이들 

프라이머의 A. citrulli에 대한 특이성을 확인하여 Ac-ORF 21F/
Ac-ORF 21R의 nested PCR 프라이머를 최종 선발하였다. Ac-
ORF 21F/Ac-ORF 21R는 오직 A. citrulli에서만 특이적으로 140 
bp 크기의 DNA를 증폭하였으며, 그 검출민감도는 1차 PCR 검
출한계(10 ng genomic DNA/PCR)보다 검출한계를 10,000배 증
가시켰다. 개발된 nested-PCR 방법을 통해 병원균을 인공접종 
한 수박 종자의 외부검사에서 101 cfu/ml까지 인공 접종 한 모
든 종자 시료에서 병원균을 검출하였고, 병원균을 인공접종 한 
수박 종자의 내부검사에서는 병원균이 검출되지 않았다. 자연
감염 수박 종자의 외부검사에서는 10개의 반복 시료 중 2개에
서, 그리고 종자 내부검사에서는 10개의 반복 시료 중 5개에서 

A. citrulli를 검출하였다. 본 연구에서 개발한 nested-PCR은 특
이성과 민감도가 높고 인공접종과 자연감염 수박 종자에서도 
병원균의 검출이 가능하여 박과 작물의 종자로부터 A. citrulli를 
검출하는데 효과적으로 사용될 수 있을 것으로 생각된다. 
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