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66..  연연구구결결과과  활활용용제제목목
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ABSTRACT

  Since the first report of fire blight in Korea in 2015, the affected area is 

gradually expanding, making countermeasures an urgent necessity. In Korea, fire 

blight surveillance is conducted during the winter and growing seasons. During the 

flowering period, bactericides are sprayed according to the risk warning provided by 

the fire blight prediction service (https://fireblight.org). To accurately monitor fire 

blight, it is necessary to predict the possibility of fire blight by detecting pathogens 

in symptomless blossoms during the flowering period and establishing effective 

control measures. Thus, in this study we developed a sample pretreatment method 

to efficiently detect fire blight in symptomless blossoms. This method reduced the 

amount of sample required by using only the pistil and stamen, and improved 

detection sensitivity by culture in a tryptic soy broth media for 24 hr. Using this 

pretreatment method, pathogens were detected in four partially closed orchards with 

burn disease in the Gyeonggi region from 2022 to 2023. Based on our findings, our 

method has potential for preemptive control of orchards with a high risk of fire 

blight by early detection in symptomless pear blossoms.

KKeeyywwoorrddss: Pear, Fire blight, Erwinia amylovora, Survey, Control
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11..  연연구구목목표표

  과수화상병은 우리나라 식물방역법상 금지급 검역병으로 지정되어 있는데, 화상병이 

발생하면 해당 과원의 발병한 나무를 제거하거나 과원 전체를 폐원하는 공적 방제를 

실시하고 있다(Park 등, 2022). 국내에서는 2015년도에 배나무(Park 등, 2016)와 사과

나무(Myung 등, 2016)에서 처음 발견이후, 경기도와 충청도를 중심으로 2019년 경기도 

연천, 2021년 경상북도 안동, 그리고 2023년 경기도 양평을 포함한 전국 24개 지역으로 

빠르게 확산하였다(Ham 등, 2020a; Park 등, 2022).

  과수화상병의 원인균인 Erwinia amylovora는 궤양에서 월동하여 봄에 궤양 주변에 

누출된 세균액을 곤충 등이 꽃으로 옮겨 꽃감염의 전염원이 된다(van der Zwet et 

al., 2012). 화상병균의 꽃감염을 예방하기 위해서는 화상병 꽃감염 위험 예측 정보에 

따라 약제를 살포하는 것이 필요하다(Namkung 등, 2023). 또한 개화기 화상병의 주 

감염경로는 꽃의 암술머리로 화상병균은 암술에 접종된 화상병균은 14일간 생존하고 

증식하여 꽃 감염을 일으킨다. 또한 강우시 빛물에 의해 암술머리(stigma)로 부터 화통(hypanthia) 

감염의 이동을 촉진한다(Thomson, 1986). 화상병균은 꿀벌(Apis mellifera) 복부를 

포함한 몸체 외부에서 15일간 생존하며 소화기관에서 10일간 생존이 보고되었으며, 꿀벌 

내외부에서 오랜시간 생존하여 화상병균의 매개원으로 알려져 있다(Choi 등, 2022). 

이러한 꽃에서의 화상병 증상은 검은별무늬병과 매우 비슷하여 농가에서는 꽃의 화상병 

증상을 정확히 인지하지 못하기 때문에, 화상병 확산을 최소화하기 위해서는 무병징 

식물체에서도 화상병균 진단이 가능한 기술이 요구되고 있다(Ham 등, 2020b). 

  이러한 화상병의 확산 방지를 위해서는 개화기 꽃감염을 조기에 확인하고 세밀하게 

관리를 하는 것이 화상병이 확산되는 것을 예방하는 데 매우 중요하다. 따라서 본  

연구에서는 꽃감염에 의한 병징이 발현되기 이전에 무병징 꽃에서의 화상병균의 

효율적인 검출기술을 개발하고자 수행하였다.

22..  재재료료  및및  방방법법

 가. 배꽃 화기별 화상병균 분포 특성

  화상병은 금지급 검역병으로 본 연구는 농촌진흥청에서 운영하는 LMO 안전관리 

규정에 따라 건립한 안성시 소재 격리포장에서 수행하였다. 시험에 사용된 병원균은 

국내 분리된 E. amylovora TS3128 균주를 농촌진흥청으로 부터 분양받아 활용하였다. 

시험 품종은 3년생 묘목(신고 품종)을 대상으로 하였고, 개화기를 포함하는 시험기간 

동안에는 살충제나 다른 종류의 살균제를 살포하지 않았다. 접종에 사용한 시험균주는 

tryptic soy broth(TSB)배지에 24시간 배양 후 이를 멸균수에 희석하여 107 cfu/ml의 

균 현탁액을 제조하였다. 신고배 3년생 묘목 꽃에 분무 접종 24시간 후 처리별로 꽃을 

100개씩 5반복으로 채집하였다. 채집된 꽃의 화통 아랫부분(줄기)을 제거하고 꽃잎, 암술, 

수술, 화통으로 각각 분리 후 무게를 측정하였다. 분리된 화기별로 10mM phosphate 
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buffered saline buffer(pH 7.4, Bioneer, Korea)에 마쇄하였다. 마쇄 후 상청액을 멸균수에 

10배씩 희석하여 현탁액 10ul를 cycloheximide 50ppm이 포함된 Nutrient agar(NA) 배지에 

평판 도말하여 28℃ 배양기에 24~120시간 배양한 후 유백색의 colony 개수를 조사하였다. 

이들 colony는 Real-time PCR kit(과수화상병/가지검은마름병 검출 kit, Nanohelix, 

Korea)를 이용하여 colony PCR을 수행하여 화상병원균임을 확인하였다(Jin 등, 2023).

 나. 시료 전처리 배지 선발

  시료 전처리시 최적의 배지 선발 실험은 화상병균을 TSB 배지에서 24시간 동안 배양한 뒤 

103 cfu/ml의 균 현탁액을 제조하였다. 이후 TSB, Nutrient Broth(NB), Luria-Bertani 

broth(LB) 배지 100ml에 균 현탁액을 10ul씩 접종 후 진탕배양기에서 배양하였다. 

배양 24시간까지 4시간 간격으로 tryptic soy agar(TSA)배지에 평판 도말한뒤 28℃ 

배양기에 24~96시간 배양하며 colony 개수를 조사하였다. 

 다. 화기감염 검출기술 현장적용

  2022년부터 2024년까지 화상병 부분매몰지와 매몰지 인근 현장에서 채집한 배꽃 

전체와 암술·수술 시료만 사용한 확립된 분석의 검출 효율을 비교하였다. 

  2022년 개화기 무병징 꽃 감염 조사는 안성, 평택지역의 '21년~'22년 배 화상병 발생 

부문매몰지 및 매몰지 인근 배 과수원 15지점을 대상으로 하였다(표 1, 2). 시료 채집은 

꽃 만개 전후로 4월 13일~14일에 1차 꽃 시료를 과원별로 100개씩 3반복으로 채집

하였고, 4월 18일~19일에 2차 시료를 채집하였다. 채집된 배꽃은 화통 아랫부분(줄기)을 

제거하였고, 꽃 전체 분석은 화기별 구분없이 100개의 꽃을 PBS buffer 20ml에 마쇄

하였으며, 암술·수술 분석은 100개의 꽃 암술과 수술을 분리하여 PBS buffer 3ml에 

마쇄하였다. 각 분석별 PBS buffer 추출 시료를 5분간 원심분리(5000g) 후 상청액을 

검출에 사용하였고, 각 분석별 PBS buffer 추출 상청액 200ul를 2X TSB배지(200ul)에 

접종하여 24℃ 배양기에 24시간 정치배양 후 상청액을 검출에 사용하였다. 화상병균 

검출은 Real-time PCR Kit(HelixDtecTM 과수화상병/가지검은마름병 검출키트 EAEP-T100, 

Nanohelix, Korea)를 이용하였다. PBS buffer 추출 상청액과 TSB배지에 24시간 배양한 

상청액 1ul를 PCR 주형으로 사용하였다. 정량증폭 조건은 95℃ 5분, 40 cycles 95℃ 

10초, 60℃ 30초 하였고, Ct값 35 cycle 이하에서 증폭반응을 양성으로 평가하였다.
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표 1. 연도별 꽃 감염 조사지점

조조사사지지점점 22002222년년 22002233년년 22002244년년
계 15 11 1

1 안성1 O O 미조사
2 안성2 O O 〃
3 안성3 O O O
4 안성4 O 미조사 미조사
5 안성5 O 〃 〃

6~10 안성6~10 O O 〃
11 안성11 O 미조사 〃
12 평택 1 O O 〃

13~14 평택 2~3 O O 〃
15 평택 4 O 미조사 〃

표 2. 꽃 감염 조사지역

시시  군군 과과수수원원  주주소소 비비  고고

안성

안성1 안성시 서운면 신흥리 *** '22년 부분매몰지
안성2 안성시 서운면 양촌리 *** 〃
안성3 안성시 서운면 양촌리 *** 〃
안성4 안성시 서운면 신흥리 *** 〃
안성5 안성시 서운면 양촌리 *** 〃
안성6 안성시 서운면 신흥리 *** 〃
안성7 안성시 서운면 마산리 *** 〃
안성8 안성시 미양면 용두리 *** 〃
안성9 안성시 양성면 삼암리 *** '21년 부분매몰지
안성10 안성시 양성면 명목리 *** '21년 매몰지 인근
안성11 안성시 미양면 신기리 *** '21년 부분매몰지

평택

평택1 평택시 죽백동 *** '21년 부분매몰지
평택2 평택시 팽성읍 대사리 *** 〃
평택3 평택시 죽백동 *** 〃
평택4 평택시 죽백동 *** 〃

  2023년 개화기 무병징 꽃 감염 조사는 안성, 평택지역의 '21~'22년 배 화상병 발생 

부문매몰지 및 매몰지 인근 배 과수원 11지점을 대상으로 하였다. 시료 채집은 꽃 

만개 전후로 4월 6~7일에 1차 꽃 시료를 과원별로 100개씩 3반복으로 채집하였고, 

4월 11~12일에 2차 시료를 채집하였다. 시료 전처리와 Real-time PCR 방법은 2022년 

방법과 동일하게 진행하였다. 

  2024년 개화기 무병징 꽃 감염 조사는 개화기 무병징 꽃 감염 조사에서 2년간 

검출된 안성3 지점을 대상으로 하였다. 시료 채집은 꽃 만개 전후로 4월 11일에 1차 

꽃 시료를 100개씩 3반복으로 채집하였고, 4월 17일에 2차 시료를 채집하였다. 시료 

전처리 및 Real-time PCR 방법은 2023년 방법과 동일하게 진행하였다.
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 라. 항진균제 처리에 따른 화상병균 검출 특성

  꽃에서 화상병균 검출 민감도를 높이기 위해 TSB배지에서 항진균제 처리가 필요할 

것으로 판단되어 cycloheximide 처리 농도에 따른 화상병균 생장에 미치는 영향을 조사

하였다. cycloheximide 처리 농도별 화상병균 밀도조사는 화상병균을 TSB 배지에서 

24시간 배양하여 108 cfu/ml의 균 현탁액을 제조하였다. cycloheximide 농도가 각각 

1, 5, 10, 50, 100ppm 첨가된 TSB배지 20ml에 균 현탁액을 10ul씩 접종 후 200rpm, 

24시간 진탕배양 하였다. 각 처리 농도별 배양액을 멸균수에 10배씩 희석하여 현탁액 

10ul를 TSA배지에 평판 도말한뒤 28℃ 배양기에 24~96시간 배양하며 colony 개수를 

조사하였다. 

  cycloheximide 농도별 처리에 따른 암술·수술 분석 화상병균 검출 유무 실험은 

화상병균을 처리 농도별로 화기에 분무처리 후 검출 유무를 조사하였다. 화상병균은 

TSB 배지에서 24시간 동안 배양한 뒤 109 cfu/ml 농도로 균 현탁액을 제조하였고, 균 

현탁액을 멸균수에 10배씩 희석하여 104~9 cfu/ml 농도로 만들어 신화배 3년생 묘목 

화기에 분무 처리 접종하였다. 화상병균 현탁액 접종 5일 뒤 처리별 꽃 50개씩 3반복

으로 채집하였다. 채집된 꽃 시료는 암술, 수술만 분리하여 PBS buffer 3ml에 마쇄

하였다. cycloheximide 처리 배양은 EPPO(European and Mediterranean Plant 

Protection Organization)에서 E. amylovora 증균 배지로 사용되는 CCT 배지(Sucrose 100g, 

Sorbitol 10.0g, Niaproof 1.2ml, Crystal violet 2ml, Nutrient agar 23.0g, cycloheximide 0.05g/L)와 

동일한 농도로 처리하였다. PBS buffer 추출 상청액 100ul와 cycloheximide(200ppm) 

100ul를 2X TSB배지(200ul)에 접종하여 24℃ 배양기에 24시간 정치배양 하였다. 

cycloheximide 미처리 배양은 cycloheximide 100ul를 멸균수로 대체하여 접종 후 24℃ 

배양기에 24시간 정치배양 하였다. 배양액에서 화상병균 검출은 앞서 검출키트 방법을 

동일하게 적용하였다. 

33..  결결과과  및및  고고찰찰

 가. 배꽃 화기별 화상병균 분포 특성

  배꽃에서 화상병균(107 cfu/ml)을 화기에 스프레이로 접종 24시간 후 화기별로 분리

하여(그림 1) 화상병균 밀도를 조사한 결과, 꽃잎의 화상병균 밀도는 2.4×104 cfu/ml으로 

낮았고, 암술과 수술에서 밀도가 각각 3.5×107, 2.3×106 cfu/ml으로 가장 높았다(표 3). 

배꽃의 꽃잎, 수술, 암술, 화통 화기별 무게 중 암술과 수술이 차지하는 비중은 6.2% 

이다(표 4). 시료 전처리 과정의 소요 시간을 조사한 결과 꽃 전체 분석 대비 암술·수술 

분석시 전처리 시간을 20분 단축되었다(표 5). 따라서 배꽃에서 화상병균 검출시 

암술·수술을 시료로 사용하면 시료 전처리 시간이 단축되고 화상병균 검출시 시료량을 

줄여 추출 버퍼를 줄여 민감도를 향상시킬 수 있을 것으로 판단된다. 이러한 결과를 

토대로 배 꽃에서의 화상병균 검출 시 꽃잎을 떼어내고 암술과 수술만을 이용하였다.
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그그림림  11..  배배꽃꽃  화화기기  구구조조  및및  암암술술··수수술술  분분리리

표 3. 배꽃 화기별 화상병균 밀도

구구    분분  
화화기기별별  밀밀도도  ((ccffuu//gg))

꽃꽃잎잎 수수술술 암암술술 화화통통
Erwinia amylovora(cfu/ml) 2.7 × 105 2.3 × 106 3.5 × 107 2.4 × 104

 ※ 접종(107cfu/ml) 1일 후 조사

표 4. 배꽃 화기별 무게

구구    분분  전전체체((110000)) 꽃꽃잎잎
암암수수술술

화화통통
수수술술 암암술술

무게(g/100개) 26.8 11.3 1.3 0.4 13.8

% 100 42.2
4.8 1.4

51.6
6.2

  

표 5. 시료 전처리 방법별 분석과정 비교 

시시료료  분분석석과과정정
시시료료  전전처처리리  시시간간((초초))

비비고고
꽃꽃  전전체체  분분석석  암암술술··수수술술  분분석석

화통 아랫부분 제거 753 -
암수·수술 분리 - 980

막자사발로 꽃 마쇄 314 -
15ml튜브 옮겨 무게측정 - 140 평균 2.05g

암술, 수술 마쇄 - 56
진탕 배양 900 -
튜브 라벨 190 184

원심분리(5,000g) 300 -
상청액 추출 305 190
총소요시간 2,762(46분2초) 1,550(25분50초) 20분 단축

  ※ 시료 분석과정 샘플수: 꽃 100송이
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  나나..  시시료료  전전처처리리  배배지지  선선발발

  시료 전처리 배지선발을 위해 TSB, NB, LB배지에 화상병균 접종 후 24시간 동안 

각 배지별로 화상병균의 배양 균밀도를 조사한 결과, TSB배지에서 화상병균 밀도가 

4×106 cfu/ml으로 생육이 가장 좋았다(그림 2). 이러한 결과로 배 꽃에서의 화상병균 

검출 방법은 암술과 수술만 분리하여 PBS buffer 3ml에 마쇄하고, 이후 PBS buffer 

추출 시료를 원심분리(5000g) 후 상청액 200ul를 2X TSB배지(200ul)에 접종하여 24℃ 

배양기에 24시간 정치 배양 후 해당 시료를 Real-time PCR Kit로 진단하도록 화기감염 

화상병균 검출 시험절차를 확립하였다. 

그그림림  22..  정정치치배배양양시시  배배지지별별  균균밀밀도도

 다. 화기감염 검출기술 현장적용

  2022년에는 개화기 2회에 걸쳐 15농가('21년~'22년 배과수원 부분매몰지)의 무병징 

꽃감염 조사결과 PBS buffer에 추출하여 진단하는 경우 1개 지점에서만 검출 되었으나, 

PBS 추출 시료를 TSB배지에 24H 배양후 진단시 4개 지점에서 검출 되었다(표 6). 그중 

안성4 , 안성5 지점은 '22년 5월, 6월 화상병 예찰에서 발생이 확인되어 매몰처리 되었다.

표 6. 시료 전처리에 따른 무병징 꽃 감염 검출건수                     (2022년도)

구구분분
11차차 22차차

PPBBSS  추추출출 **배배양양  PPBBSS  추추출출 배배양양  
계 a- 3 1 4

1 안성1 - - - -
2 안성2 - 1 - -
3 안성3 - - - 1
4 안성4 - - - 1
5 안성5 - 2 1 2

6~11 안성6~11 - - - -
12~15 평택1~4 - - - -

  a미검출, *배양: PBS추출 후 TSB 24H 배양

  ※ 조사지점: '21년~'22년 배 부분매몰지 15농가, 3반복(90시료)

  ※ 1차 조사: 4.13.~4.14., 2차 조사: 4.18.~4.19.
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  동일한 방법으로 2023년에도 개화기 2회에 걸쳐 12농가('21년~'23년 배과수원 부분

매몰지)의 무병징 꽃감염을 조사한 결과, PBS 추출 시료는 안성1 지점에서만 검출 

되었으나, PBS 추출 시료를 TSB배지에 24H 배양 후 진단시 3개 지점(안성 1, 2, 3)에서 

검출 되었다(표 7). 화상병균이 검출된 안성1 지점은 이후 ’23년 5월 화상병 예찰에서 

발생이 확인되어 매몰처리 되었다. 안성2 지점은 '22년 무병징 꽃감염 1차 조사와 

'23년 무병징 꽃감염 2차 조사에서 검출이 되었고, '24년 2월 동절기 사전예방 중점기간 

예찰에서 화상병 발생이 확인되어 매몰 처리되었다. 

표 7. 시료 전처리에 따른 개화기 무병징 꽃 감염 검출건수              (2023년도)

구구  분분
11차차 22차차

PPBBSS  추추출출 **배배양양  PPBBSS  추추출출 배배양양

계 a- 2 1 3

1 안성1 - 2 1 1

2 안성2 - - - 1

3 안성3 - - - 1

4~9 안성6~11 - - - -

10~12 평택1~3 - - - -

  a미검출, *배양: PBS추출 후 TSB 24H 배양

 ※ 조사 지점: '21~'23년 배 부분 매몰지 12농가, 3반복(72시료)

 ※ 1차 조사: 4.6.~4.7., 2차 조사: 4.11.~4.12.

  '22년, '23년 무병징 꽃감염 조사에서 화상병이 검출되었으나, 화상병 예찰시 발생이 

확인되지 않은 안성3 지점은 '24년 꽃감염 조사에서는 음성이었다(자료 미제시). 해당 

농가는 경작자가 지속적으로 의심 증상 가지 및 궤양을 사전에 제거하고 방제 약제를 

주기적으로 살포하여 확산이 안된 것으로 판단된다. '22년, '23년 무병징 꽃감염 조사에서 

꽃 전체(꽃잎, 수술, 암술, 화통)를 PBS 추출 및 PBS 추출 시료를 TSB배지에 24H 

배양후 진단에서는 모두 음성이었다(자료 미제시). 이러한 결과로 화상병의 꽃감염 

진단시 암술·수술 시료만 사용한 분석이 현장시료에서도 검출 효율이 높은 것으로 확인

되었다.

 라. 항진균제 처리에 따른 화상병균 검출 특성

  항진균제(cycloheximide) 처리 농도(1~100ppm)에 따른 화상병균 생장에 미치는 

영향을 조사한 결과 cycloheximide 처리가 TSB배지에서 화상병균 생장에 영향이 없는 

것으로 확인되었다(그림 3). 시료 전처리 배양 단계에서 cycloheximide 처리가 검출 

민감도에 미치는 영향 실험에서는 cycloheximide 처리 농도를 EPPO에서 E. amylovora 

증균 배지로 사용되는 CCT 배지의 cycloheximide 50ppm과 동일하게 적용하였다. 시료 
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전처리 배양 단계에서 cycloheximide 처리가 검출 민감도에 미치는 영향을 조사한 결과 

화상병균 검출 민감도의 차이는 없었다(표 8). 이러한 결과로 미루어보아 정립된 

꽃에서의 암술·수술을 시료로 PBS buffer에 마쇄하여 TSB배지에 24H 정치 배양후 

화상병균 검출방법에 cycloheximide를 추가 처리할 필요는 없는 것으로 판단된다. 

따라서 이번 연구에서 개발된 화기감염 화상병균 검출기술은 시료 전처리 과정을 

단순화하고 Real-time PCR 검출 민감도를 향상 시킬 수 있어 화상병 부분 폐원 과수원, 

발생 시군과 인접한 미발생지역 과수원 등 발생이 우려되는 지역에서 필요시 예찰

방법으로 활용하기 적합할 것으로 생각된다.

cycloheximide 처리농도

그그림림  33..  항항진진균균제제((ccyycclloohheexxiimmiiddee))  처처리리에에  따따른른  배배양양  특특성성

표 8. 항진균제(cycloheximide) 처리에 따른 검출 민감도 검정(검출건수)

처처리리농농도도

((ccffuu//mmll))
ccyycclloohheexxiimmiiddee  처처리리 ccyycclloohheexxiimmiiddee  미미처처리리

109 3 3

108 3 3

107 3 3

106 3 3

105 2 3

※ 배양조건: TSB배지 24hr 배양
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44..  적적요요

  화상병 확산 방지를 위한 배 꽃에서의 화상병균 검출 기술을 개발하고자 수행한 

연구결과는 다음과 같다.

 가. 화상병균 접종(107 cfu/ml) 1일 경과후 화기별 화상병균 밀도 조사한 결과 암술과 

수술 밀도가 가장 높았으며, 배꽃에 암술과 수술이 차지하는 비중은 전체 꽃에서 

6.2%로 진단시 시료량을 줄이고 추출 버퍼를 3ml만 사용하여 민감도를 향상

시킬 수 있었다.

 나. 시료 전처리 배지로 TSB, LB, NB를 사용하여 24시간 동안 배지별로 화상병균의 

배양 균밀도를 조사한 결과, TSB배지에서 밀도가 4×106 cfu/ml으로 생육이 가장 

좋았다.

 다. 무병징 꽃 감염 진단시 꽃 전체 분석과 암술·수술 분석의 시료 전처리 시간을 

비교한 결과 암술·수술 분석 전처리시 화상병균 검출 시간이 20분 단축되었다.

 라. 항진균제인 cycloheximide가 화상병균 생장에 미치는 영향을 조사한 결과 cycloheximide 

처리(1~100ppm)가 화상병균 생장에 영향은 없었다.

 마. cycloheximide 처리 유무에 따른 화상병균 접종 농도별 검출 민감도 차이는 없었다.

 바. 화기감염 검출기술 현장적용 결과 '22년 조사에서 15지점 중 4개 지점에서 꽃감염 

양성이었으며, 이 중 2개 과수원은 5, 6월 예찰에서 화상병 발생이 확인되어 매몰

처리 되었다. '23년에 조사한 12지점 중 3지점에서 꽃감염 양성이었으며, 이 중 

1지점은 5월 예찰에서 화상병 발생이 확인되어 매몰처리 되었고, '22년, '23년 

꽃감염 조사에서 양성이었으나, 예찰시 화상병 미발생 지점은 동일 과원으로 지속

적인 방제로 화상병이 미발생하였다.
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66..  연연구구결결과과  활활용용제제목목

 과수화상병균 무병징 꽃 감염의 RT-PCR 검정을 위한 시료 전처리 방법(영농활용, '22년)

 과수화상병 개화기 무병징 꽃감염 예찰 및 관리 방안(영농활용, '24년)

 과수화상병 개화기 예찰시 무병징 꽃 감염 Real time PCR 검정법 사용(정책제안, '23년)
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