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요 약 문

Ⅰ. 제 목

산림자원으로부터 무공해 생물농약의 탐색 및 개발

Ⅱ. 연구개발의 목적 및 중요성

현재 우리나라의 산 림 자 원 으 로 부 터 저 독 성 농 약 활 성

물 질 의 탐 색 및 개 발 에 관 한 연 구 는 전 무 한 실 정 으 로

산 림 자 원 으 로 부 터 농 림 해 충 의 방 제 제 개 발 을 위 하 여

식 물 자 원 의 생 리 활 성 기 능 에 따 른 계 통 체 계 확 립 에 의 한

자 원 관 리 , 농 림 해 충 의 사 육 법 및 생 물 검 정 법 의 확 립 ,

정 밀 분 석 기 술 을 확 립 함 으 로 서 국 내 농 약 업 계 의 저 독 성

농 약 개 발 을 위 한 국 제 경 쟁 력 을 강 화 하 며 천 연 물 유 래

의 저 독 성 물 질 을 살 충 제 로 서 개 발 하 여 산 업 화 함 으 로

서 국 제 수 지 향 상 에 기 여 코 자 함 .

선 진 국 은 지 적 소 유 권 확 대 로 기 능 성 생 리 활 성 물 질

의 기 술 개 발 이 전 을 회 피 하 고 있 을 뿐 아 니 라 저 독 성 농

약 개 발 국 에 막 대 한 Ro y a l t y 를 지 불 하 고 있 는 실 정 임 .

천 적 선 충 및 미 생 물 살 충 제 는 미 국 , 유 럽 의 여 러

나 라 및 일 본 등 선 진 국 을 중 심 으 로 많 은 종 류 가 개 발

되 어 시 판 되 고 있 으 며 , 분 자 생 물 학 및 유 전 공 학 기 법 을

도 입 하 여 숙 주 범 위 를 넓 힘 과 동 시 에 살 충 력 을 강 하 게

할 수 있 는 연 구 를 계 속 하 고 있 음 .
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Ⅲ. 연구개발 내용 및 범위

본 연구는 산림자원으로부터 산림 및 농업해충에 대한 살충활

성, 섭식저해, 유인 및 기피활성물질의 분리 ·동정하여 야외적용

시험을 실시함은 물론 산림자원으로부터 유효 천적자원을 분리하

여 병원성을 검정하고 대량생산체계확립, 제형 및 보관기술개발

및 생물농약의 시제품을 제작함.

Ⅳ. 연구개발결과 및 활용에 대한 건의

본 연 구 결 과 분 리 한 a z a d i r a c h t i n 등 7 종 의 천 연

물 유 래 살 충 제 는 유 기 합 성 농 약 에 의 한 부 작 용 을 최 대

한 줄 이 면 서 강 력 한 살 충 력 을 나 타 내 기 때 문 에 산 림 자

원 뿐 아 니 라 한 약 재 와 같 은 고 부 가 가 치 작 물 에 도 살 포

가 능 케 함 으 로 서 국 제 경 쟁 력 강 화 로 인 한 농 가 의 수 익

증 대 에 기 여 할 것 임 .

천 적 선 충 및 미 생 물 농 약 의 선 발 과 이 용 기 술 의 개 발

로 산 림 해 충 뿐 만 아 니 라 과 수 , 채 소 및 시 설 원 예 해 충

에 까 지 도 무 공 해 적 으 로 방 제 가 가 능 하 여 고 소 득 작 물

의 생 산 성 향 상 에 크 게 기 여 할 것 임 .

모 기 에 살 충 성 이 강 한 국 내 산 Bt 제 의 시 제 품 을 제

작 개 발 함 으 로 서 위 생 해 충 에 대 한 생 물 농 약 을 이 용 한

방 제 가 가 능 하 게 되 었 으 며 , 야 외 적 용 시 험 을 거 쳐 산 업

화 함 으 로 서 자 연 생 태 계 를 보 전 함 과 아 울 러 국 내 농 약 산

업 의 활 성 화 에 기 여 하 리 라 생 각 됨 .
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SUMMARY

62 f ami l i es 123 s peci es 127 pl ant s ampl es wer e t es t ed

agai ns t t he l ar vae of The c odi pl os i s j apone ns i s . The s t eam

di s t i l l at e of Thuj ops i s dol abr at a var . hondai s awdus t

bel ongi ng t o Cupr es s aceae f ami l y showed 100% l ar vi ci dal

act i vi t y. The l ar vi ci dal component was i s ol at ed by

chr omat ogr aphi c t echni ques and char act er i zed by s pect r al

anal ys i s as car vacr ol . I ns ect i ci dal act i vi t y of 37 f ami l i es

71 s peci es 94 s ampl es of pl ant s was t es t ed agai ns t 2nd i ns t ar

nymphs of Mat s ucoccus t hunber gi anae . The met hanol ext r act of

neem t r ee ( Az adi r acht a i ndi ca A. J uss ) ker nel s howed s t r ong

act i vi t y. The l ar vi ci dal component was i s ol at ed by

chr omat ogr aphi c t echni ques and char act er i zed by s pect r al

anal ys i s as azadi r acht i n. I n f i el d s t udy wi t h t r unk

i mpl ant at i on, t hes e t wo compounds s howed syner gi s t i c ef f ect

when appl i ed wi t h t he commonl y us ed s ys t emi c i ns ect i ci de

phosphami done. Ber ber i ne chl or i de was i s ol at ed f r om Copt i s

j aponi ca r oot and i t showed s t r ong ant i f eedi ng act i vi t y

agai ns t Hyphant r i a cunea and Agel as t i ca coer ul ea .

Ci nnamal dehyde i s ol at ed f r om Ci nnamonum cas s i a and i t s howed

s t r ong i nsect i ci dal act i vi t y agai ns t Mechor i s ur s ul us .

Es s ent i al oi l of C. obt us a s howed f umi gant t oxi ci t y agai ns t

C. chi nens i s and bor nyl acet at e, t er pi nol ene and l i monene

wer e act i ve compounds .
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Thr ee hundr ed ei ght y ei ght B. t hur i ngi ens i s s t r ai ns

i s ol at ed f r om agr i cul t ur al f i el ds and f or es t r es our ces i n

Kor ea wer e exami ned f or i ns ect i ci dal act i vi t y and cr ys t al

pr ot ei n s hape t o be di vi ded i nt o f our gr oups : 244 Bombyx

mor i - t oxi c s t r ai ns , 18 Cul ex pi pi ens - t oxi c s t r ai ns , 95 bot h

B. mor i and C. pi pi ens - t oxi c s t r ai ns and 31 non- t oxi c

s t r ai ns . Among al l B. t hur i ngi ens i s i s ol at es , an ef f ect i ve

s t r ai n har bor i ng hi gh t oxi ci t y t o mosqui t o l ar vae was

s el ect ed and was named as Bt 185- 1.

Ent omopat hogeni c f ungi or i gi nat ed f r om soi l s and i ns ect

cadaver s wer e char act er i zed, mas s pr oduced and eval uat ed

t hei r bi ocont r ol pot ent i al s t o devel op bi ol ogi cal

i ns ect i ci de. Among 61 i s ol at es of ent omopat hogeni c f ungi

col l ect ed, 36 wer e cl as s i f i ed i nt o Beauver i a spp. , 21 wer e

Met ar r hi z i um s pp. , and f i ve wer e As per gi l l us spp. The

ent omopat hogeni c f ungi , Beauver i a s pp. and Met arr hi z i um s pp. ,

wer e gr own wel l on al l t he s i x commer ci al medi a. Met ar rhi z i um

s p. 066 s howed s t r ong s t r ong pat hogeni ci t y agai ns t s ever al

i ns ect s s uch as Agel as t i ca coer ul ea , Meganol a mel anchol i ca,

Anomal a or i ent al i s and Agr ot i s s eget um.
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제 1 장 서 론

제1절 연구개발의 목적과 범위

농약은 인류가 식량문제를 농업에 의존하는 한 농산물의 양적

증대 및 질적 향상에 필수 불가결한 농업자재의 하나로서, 그 특

성상 유익성과 위해성을 동시에 갖는다. 특히 2차 대전 이후에 비

약적으로 발전한 유기합성농약은 농업해충의 방제에 의한 농산물

의 증수와 질병매개곤충의 구제에 의한 인류보건 향상에 크게 기

여한 것은 사실이나. 이들 농약의 연용과 남용은 여러 가지 부작

용을 야기하였다. 그중에서도 살충제 저항성해충의 출현에 의한

살충제 사용량과 살포회수의 증가는 이러한 부작용을 더욱 증폭시

켜, 금후 약효의 선택성 및 안전성 측면에서 새로운 저독성 살충

제의 개발이 절실히 요구되고 있다.

1938년부터 DDT가 살충제로서 실용화된 이후 BHC, al dr i n,

endr i n 등의 유기염소계 살충제가 개발되기 시작하면서부터, 종래

의 무기 및 천연물 살충제의 사용량은 감소하는 반면 유기합성 살

충제의 사용은 폭발적으로 증가하게 되었고, 이에 따른 농산물의

증수와 인류의 보건향상도 괄목할 만한 발전을 보였다. 실제, 미

국에서 1945년부터 9년간 살충제 DDT와 살균제 Nabam을 병해충방

제에 사용한 결과, 감자는 90%, 밀은 20%, 야채류는 61%, 두류는

42%의 높은 단위면적당 생산량 증가를 보였지만, 반면에 농약무처

리 토지에서는 그 9년간 전작에서 4- 6%, 야채류에서 3- 6% 정도의

낮은 증가를 보였을 뿐이었다. 이러한 DDT의 뛰어난 효과가 입증
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된 이래 유기염소계, 유기인계, 카바메이트계 살충제등 점차 많은

수의 살충제가 개발, 시판되어 본격적인 농약시대에 막이 올랐다.

이와 같이 유기합성 살충제에 장점만이 사람들의 주목을 받던 이

시기를 농약의 역사에 있어서 낙관의 시대 ( The year of

opt i mi s m) 라고 부르고 있다 . 1958년 이후 인구증가로 인한 심각

한 기아상태와 질병의 만연이 세계적으로 누적되어 각국은 농업해

충 방제에 의한 식량 증산 및 위생해충의 구제에 의한 질병퇴치

정책상 살충제의 사용을 적극 권장하게 되었다. 그 때문에 식량증

산과 보건향상에 큰 효과를 올린 것은 사실이었으나 반면 살충제

의 사용량과 살포횟수는 점점 증가하여 저항성, 해충의 출현, 잠

재해충의 주요 해충화, 해충의 이상격발, 천적과 유용곤충의 살

해, 야생동물 및 어류에 대한 악영향, 인축에 대한 독성, 토양이

나 식품등의 잔류 그외 각종 환경오염 문제등의 부작용이 나타나

기 시작하였다. 마침내 잔류성과 인축 및 환경독성 등에 문제 때

문에 DDT, par at hi on등 다수의 살충제의 사용이 1960년대를 전후

하여 금지되었는데, 살충제의 역할에 대하여 회의가 높았던 이 시

기를 살충제의 역사에 있어서 회의의 시대 라고 부르고 있다.

그러나, 인류는 여전히 제한된 면적에서 식량을 생산하지 않으면

안되고 아직도 곤충이 매개하는 질병의 위협하에 놓여있다. 따라

서, 해충방제에 대한 새로운 접근이 필요하며 이의 일환으로 새로

운 성질의 살충제, 즉, 탁월한 약효와 선택적 살충성, 인축 및 환

경에 대한 낮은 위해성, 저항성 문제의 해결을 위한 새로운 살충

기작등을 갖춘 살충제 개발에 주력하고 있으며 이러한 관점에서

구미, 일본등 선진제국들은 오래전부터 개발 확률이 매우 낮은 화

학적 합성에 의한 살충제 개발에서 인축 및 환경에 부작용이 적은
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천연물로부터의 살충성분의 탐색과 개발에 눈을 돌려 이미 많은

업적이 축적되어 있을 뿐 아니라 실용화에 이르고 있다. 또한 이

들 천연물 유래의 살충성분을 모핵화합물로 하여 유기인계, 카바

메이트계, 피레스로이드계 살충제 등이 개발되어 농업 및 위생해

충의 방제에 이용되고 있으며, 오늘날도 꾸준히 저독성 살충제의

개발에 진력하고 있다.

예를 들면, 아프리카산 콩과 작물의 일종인 카라바콩 종자의

독성분인 phys os t i gmi ne ( es er i ne) 이 수종의 곤충에 대해 살충력

을 발휘한다는 사실이 발견된 이래로, phys os t i gmi ne의 화학구조

중 N- met hyl car bamoyl 기를 모핵화합물로 하여 car bar yl 을 비롯한

많은 카바메이트계 살충제가 개발되었고 제충국의 살충성분인

pyr et hr i n을 모핵화합물로 하여 탁월한 살충효과를 갖는 합성 피

레스로이드제가 개발되었다. 해안에 서식하는 환형동물에 속하는

갯지렁이의 일종인 Lumbr i coner ei s het er opoda Mar enz의 사체에

접촉된 파리나 모기가 마비, 치사한다는 사실로부터 그 활성본체

인 ner ei s t oxi n이 분리되었고 이를 모핵화합물로 하여 아미노산계

살충제인 car t ap이 개발되었다. 그러나, 이러한 천연물유래 살충

제 개발 분야에 있어서의 국내의 연구동향은 체계적인 연구가 거

의 이루어져 있지 않고 있을 뿐만아니라 살충제 개발을 위한 생물

검정법에 관한 연구도 미미한 실정이다. 따라서, 본 연구는 본 연

구진에 의해 확립된 생물검정법을 이용 수종 해충을 대상으로 하

여 식물체 메탄올 조추출물의 살충활성 및 살충성분을 분리, 정제

및 구조동정하여 식물체 유래의 저독성 살충제를 개발하고자 본

연구를 수행하였다.
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제 1 세부과제

살충 및 행동제어물질의 탐색 및 개발

분야

총괄연구책임자 : 임업연구원 박지두
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제 2 장 살충 및 행동제어물질 탐색 및

개발 분야

제1절 서설

산림해충은 산림생태계의 한 구성요소인 수 많은 곤충류 중

에서 인간이 산림에서 기대하는 역할을 저해하는 특정종을 임의로

규정한 것으로 해충방제는 이러한 특정종의 밀도를 인간의 이해에

따라 인위적으로 조절하기 위한 일련의 산림생태계에 대한 간섭으

로 정의할 수 있다.

지금까지 산림해충 방제는 산림의 특수성에 입각한 이론과 체

계의 정립없이 농업해충이나 위생해충에 적용하고 있는 방제법 및

약제를 그대로 적용하여 해결하려고 노력하여 왔으며, 광범위한

살충력을 지닌 유기합성 살충제의 획일적이고 무분별한 대량살포

는 인축의 중독, 수질 ·토양 등의 환경오염 및 새로운 저항성 해

충의 출현 등 심각한 사회적 문제를 야기시키고 있다.

따라서 오래전부터 선진국들은 유기합성 살충제의 부작용을

극복하고 산림 생태계의 부작용을 극소화하기 위해 해충제어물질

( bi or egul at or s ) 에 의한 해충종합관리( I nt egr at ed Pes t

Management ) 의 일환으로 산림생태계내에 존재하는 생물 상호간의

작용물질( semi ochemi cal s ) 의 이용과 응용에 초점을 맞추어 왔으며

이들을 이용하여 해충의 밀도를 제어하고자 하는 시도가 행하여

지고 있다. 이러한 예로서, 세균( Baci l l us t hr i ngi ens i s 등) 및
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곤충 바이러스( Nucl ear Pol yhedr os i s Vi r us , Gr anul os i s Vi r us ,

Cyt opl as mi c Pol yhedr os i s Vi r us 등) 를 이용한 미생물적 수단, 곤

충의 pher omone 및 호르몬을 이용하는 방법, 그리고 식물에 존재

하는 종 특유의 이차대사산물 중 독물질( t oxi ns ) , 유인물질

( at t r act ant s ) , 섭식 또는 산란저해물질( det er r ent s ) , 기피물질

( r epel l ent s ) 및 곤충생장조절물질( i ns ect gr owt h r egul at or s ) 등

의 이용법 연구에 진력하고 있다. 특히 곤충과 오랫동안 관계를

맺으면서 공진화해온 식물체에 함유된 이차대사산물( s econdar y

met abol i t es ) 을 살충제로 개발 ·이용하고자 하는 연구가 1960년대

이후 꾸준히 진행되어 왔다. 식물체의 휘발성물질들은 여러 가지

다양한 기능을 갖고 있다. 곤충이 기주 식물을 찾는데 가장 중요

한 역할을 할 뿐 아니라 식물체 자체내의 방어물질로서도 많은 기

능을 갖고 있다. 오래 전부터 외국에서는 이들 식물체의 휘발성물

질들을 이용하여 저장물 및 골목해충에 대한 훈증제로서의 가능성

에 많은 연구를 해오고 있다. Shaaya( 1991) 등은 ani s e

( Pi mpi nel l a ani s um L. ) 와 pepper mi nt ( Ment ah pi per i t a L. ) 의 정

유가 쌀바구미를 비롯한 네 종의 저장물해충에 대해 살충활성을

갖는다고 보고하였고, Raj apaks e와 Van- Emden( 1997) 은 여러 식물

체의 정유에 대해 팥바구미에 대한 살충활성을 보고하였다. 국내

에서도 이( 1993) 에 의해 측백나무과( Cupr ess aceae) 의 나한백으로

부터 흰개미, 배추좀나방 등에 대한 살충성분으로서 테르펜화합물

의 일종인 car vacr ol 을 분리 ·동정하였으며, 이와 안( 1995) 은 솔

잎혹파리 등 여러 저장물 해충에 대한 car vacr ol 의 훈증효과를 보

고하였고, 또한 이 등( 1997) 과 이( 1998) 는 이 화합물을 솔잎혹파

리와 솔껍질깍지벌레의 수간주사 약제인 phosphami don의 협력제로
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서 2종의 해충방제에 이용하려는 연구를 수행한 바 있다. 박 등

( 1999) 은 계피의 헥산층에서 분리된 ci nnamal dehyde, s al i cyal deh

yde와 eugenol 이 도토리거우벌레에 대한 훈증 및 접촉독성을 갖

는다고 보고하였다.

본 연구에서는 산림자원으로부터 생물농약을 개발할 목적으로

식물체로부터 생리활성물질을 추출하여 중요한 해충에 대한 살충

활성, 유인활성, 섭식저해활성을 검정하고 활성성분을 분리 ·동정

하였으며 야외적용시험을 실시하였다.
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1. Neem t r ee로부터 솔껍질깍지벌레에 대한 살충활성물질 탐색

가. 재료 및 방법

1) 솔껍질깍지벌레에 대한 살충활성성분의 분리 및 동정

가) 실험곤충

실내 살충활성 검정을 위한 솔껍질깍지벌레( Mat s ucoccus

t hunber gi anae Mi l l er and Par k) 는 1997년과 1998년 2월 하순

에 경남 사천시 실안동의 곰솔 단순림에서 본 충에 감염된

치수목을 선발한 후 두께가 1 ㎝ 정도되는 가지중 2령약충

밀도가 높은 부위를 길이 20 ㎝ 정도로 절단하여 통풍이 잘

되는 비닐봉지에 넣어 실험실로 운반 후 , 24시간 이내에 실

험에 사용하였다 .

나) 실험식물체 및 추출방법

공시식물체는 1995년과 1996년 제주도 한라수목원과 전

남 완도 수목원에서 채집한 36과 70종 93시료 및 인도산 식

물체 1과 1종( Ta be l 1) 등 모두 37과 71종 94시료를 r a ndom

또는 a ne c dot a l 한 방법으로 채집하였다 . 채집한 식물체의

추출은 50 ℃에서 2일간 열풍건조기( 關東理化器製作所 , 日

本) 에서 건조시킨 후 마쇄기를 이용해 분말로 만들었다. 이

들 각각의 분말시료 30g씩을 취하여 500ml Er l e nme ye r

f l a s k에 넣고 메탄올 300ml 를 부어 잘 흔든후에 실온암실하

에 방치하였다. 24 ∼48시간 후 감압농축하여 메탄올 조추출
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물을 얻었으며, 이들 추출물을 살충력 검정을 위한 시료로

이용하였다 . 이들 메탄올 조추출물과 정유를 이용하여 실험

곤충에 대한 살충효과를 검정하였다 . 한편 , 인도산 식물체

는 1996년 태국의 Dr . Vi s et s on, S. ( Depar t ment of

Agr i cul t ur e, J at uchak, Bangkhen, Bangkok, Thai l and) 로부터 분

양받은 Neem ker nel ext r act 를 실험재료로 사용하였다.

다) 살충활성 검정

식물체 조추출물의 솔껍질깍지벌레 2령약충에 대한 살충활성

은 충체침지법으로 검정하였으며, 5, 000ppm을 출발농도로하여

생물검정하였다 .

생물검정에 이용한 충체침지법은 2령약충이 50마리 이

상 서식하는 곰솔가지를 선발하여 5, 000 ppm으로 조제한 시

료용액 30 ㎖이 담긴 시험관( 직경 2 ㎝, 높이 10 ㎝) 에 1분간

침지한 후 침지가 안된 다른부위를 다시 1분간 침지 하였

다 . 침지한 가지는 백색의 복사용지에 올려놓은 후 실험실

에 방치하고 72시간 후 현미경하에서 2령약충의 생사여부를

판정하여 살충율을 조사하였다 .

생물검정의 효과평가는 살충율이 90 ％ 이상일 경우

+++, 살충율이 61 ％에서 89 ％에 속하면 ++, 살충율이 40 ％

에서 60 ％ 사이일 때 +, 기타 40 ％ 미만의 낮은 활성을 보

일 경우는 - 로 표시하였다.
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Tabl e 1. Li s t of pl ant s peci es t o be t es t ed

Pl ant speci es
Par t

col l ect ed*

녹나무 Ci nnamomum camphora L

왕후박나무 Machi l us t hunbergi i L

육계나무 Ci nnamomum l ourei r i i B

생달나무 Ci nnamomum j aponi cum W, B

참식나무 Neol i t sea ser i cea W, L

센달나무 Machi l us j aponi ca W

비목나무 Li ndera eryt hrocarpa W, B, L

감태나무 Li ndera gl auca L

구실잣밤나무 Cast anops i s cupi dat a var . s i evol di i L

갈참나무 Quercus al i ena B, L

붉가시나무 Quercus acut a W

참가시나무 Quercus sal i ci na B, L

종가시나무 Quercus gl auca B

산벚나무 Prunus sargent i i W

복분자딸기 Rubus coreanus L

홍가시나무 Phot i ni a gl abra W, B, L

돌배나무 Pyrus pyr i f ol i a L

팔손이나무 Fat s i a j aponi ca L

송악 Hedera rhombea T

두릅나무 Aral i a el at a L

음나무 Kal opanax pi ct us W

개머루 Ampel ops i s brevi peduncul at a T

머루 Vi t i s amurens i s var . coi gnet i ae T

담쟁이덩굴 Part henoci ssus t r i cuspi dat a L
칡 Puerar i a t hunbergi ana L+T
회화나무 Sophora j aoni ca L
왕자귀나무 Al bi zz i a j ul i br i ssi n W
향나무 Juni perus chi nens i s L
측백나무 Thuj a or i ent al i s B, L
편백 Chamaecypar i s obt usa L
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( Cont i nued Tabl e 1)

Pl ant speci es
Par t

col l ect ed
나도밤나무 Mel i osma myri ant ha B, L, W

합다리나무 Mel i osma ol dhami i B, L

전나무 Abi es hol ophyl l a B

리기다소나무 Pi nus ri gi da B

층층나무 Cornus cont roversa B

말채나무 Cornus wal t er i W

산초나무 Zant hoxyl um schi ni f ol i um L

초피나무 Zant hoxyl um pi peri t um B

조록나무 Di s t yl i um racemosum W

송광납판화 Coryl ops i s coreana L

모새나무 Vacci ni um bract eat um L

철쭉나무 Rhododendron schl i ppenbachi i var. schl i ppenbachi i L, W

참회나무 Euonymus oxyphyl l us B, L

줄사철나무 E. f ort unei var . radi cans L

보리수나무 El aeagnus umbel l at a L, T

보리밥나무 El aeagnus macrophyl l a L

신나무 Acer gi nnal a B

나도박달 Acer t r i f l orum L

소사나무 Carpi nus coreana B, L

자작나무 Bet ul a pl at yphyl l a var . j aponi ca W

목련 Magnol i a kobus W

튤립나무 Li r i odendron t ul i pi f era L

굴피나무 Pl at ycarya s t robi l acea W, B

때죽나무 St yrax j aponi ca L, W

붓순나무 I l l i ci um rel i gi osum B

소귀나무 Myri ca rubra L

계수나무 Cerci di phyl l um j aponi cum B, L, W

노린재나무 Sympl ocos chi nens i s f or . pi l osa L

대추나무 Zi zyphus j uj uba var . i nermi s L

아외나무 Vi burnum awabuki B, L
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( Cont i nued Tabl e 1)

Pl ant speci es
Par t

col l ect ed

섬사스레피나무 Eurya j aponi ca L

호랑가시나무 I l ex cornut a B

헛개나무 Hoveni a dul ci s W

참느릅나무 Ul mus parvi f ol i a L, B

광대싸리 Secur i nega suf f rut i cosa T, L+T

모감주나무 Koel reut er i a pani cul at a B, L

벽오동 Fi rmi ana si mpl ex B, L

플라타너스 Pl at anus or i ent al l i s L

오동나무 Paul owi ni a coreana B

청미래덩굴 Smi l ax chi na L

Neem t r ee Azadi racht a i ndi ca S

* B : bar k, L : l eaf , S : s eed, T : t wi g, W: xyl em.

라) Neem ker nel ext r act 의 살충성분 분리 및 동정

Neem ker nel ext r act 의 살충성분 분리는 여러 가지 칼럼 및

HPLC를 이용하여 분리하였다( Fi g. 1) .

( 1) 용매분획

Neem ker nel 메탄올 조추출물 100 g을 증류수 800 ㎖와 헥

산 800 ㎖에 녹여 2 ℓ 분획여두에 넣은 후, 마개를 닫고 시료와

두 가지 용매가 잘 섞이도록 흔들어 물층과 헥산층으로 분리한 뒤

헥산획분을 뽑아내고, 물층에 새로운 헥산 800 ㎖를 부어 동일한

방법으로 2차의 헥산층을 뽑아내었다. 남아있는 물층에 클로로포
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름 800 ㎖을 붓고 마개를 닫은 다음 충분히 흔들어 물층과 클로로

포름층으로 분리한 다음 클로로포름획분을 뽑아내고 물층에 새로

운 클로로포름 800 ㎖를 부어 동일한 방법으로 2차의 클로로포름

을 뽑아내었다. 남아있는 물층에 에틸아세테이트 800 ㎖를 부어

헥산 분배시와 동일한 방법으로 에틸아세테이트획분을 2회에 걸쳐

뽑아내었다. 또한 남아있는 물층에 부탄올 800 ㎖를 부어 역시 헥

산 분배시와 동일한 방법으로 부탄올획분을 2회에 걸쳐 뽑아내었

다. 이상과 같이 용매분획하여 헥산층, 클로로포름층, 에틸아세테

이트층, 부탄올층을 얻었으며, 각 획분을 회전진공농축기로 45 ℃

에서 농축하였다. 각각의 획분에 대해 살충활성을 검정하였다.

( 2) 컬럼크로마토그래피

생물검정 결과 강한 살충활성을 보인 헥산층 획분 3. 41g을

100% 클로로포름에 녹였다. 유리제 칼럼 ( Ф 5. 5 ×70 ㎝, PTEE

end pl at e 부착) 에 실리카겔 500 g을 클로로포름으로 습식충진한

다음 용매에 녹인 헥산층 획분을 피펫으로 충진시킨 후 클로로포

름 100%를 1000 ㎖ 흘렸고 순차적으로 클로로포름과 메탄올을

25/ 1, 15/ 1, 5/ 1 ( v/ v) 로 흘린 후 마지막엔 100% 메탄올로써 용출

시켰다. 분취한 시료는 박층크로마토그래피( Thi n Layer

Chr omat ogr aphy, TLC) 에 의해 클로로포름과 메탄올을 부피비로 섞

어 전개시킨다음, TLC pl at e상에 전개된 band pat t er n을 UV hand

l amp ( UVGL- 58, UV- 254/ 366nm, UVP I nc. ) 로 확인하였으며 동일

s pot 으로 확인되면 서로 합쳐 감압농축한 후 생물검정을 행하였

다. 살충활성을 보인 분취시료를 다시 크로로포름과 메탄올

( 25/ 1, V/ V) 용매시스템으로 크마토그래피를 실시하였다. 분취시
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료는 UV hand l amp로 확인 후 감압농축하였다.

( 3) HPLC ( Hi gh per f or mance l i qui d chr omat ogr aphy)

컬럼크로마토그래피와 TLC로 분리하고 생물검정을 거친 각

각의 활성획분은 먼저 UV spect r ophot omet er ( HP 8452A Di ode

Ar r ay Spect r ophot omet er , Hewl et t Packar d) 를 이용하여 최대 흡

수파장을 검색한 뒤 ( r ef er ence s ol vent : met hanol ) Ther mo

Seper at i on Pr oduct s HPLC s ys t em을 사용하여 정제하였다. 칼럼은

C18 s emi - pr ep. col umn ( 7. 8 ㎜ × 30 ㎝, par t i cl e s i ze 10

mi cr on) 을 사용하였고 용매는 물과 메탄올을 3 : 7의 비율로 섞어

사용하였으며 f l ow r at e는 1 ㎖/ mi n. 으로 하고 파장을 217 ㎚로

하였다. 시료는 0. 25 ㎖ s yr i nge에 0. 1 ㎖를 넣어 사용하였다.

( 4) 살충 성분의 화학구조 결정

최종 정제된 살충성분에 대해 UV ( J ASCO, V- 550) , EI - MS

( J EOL, AX505- WA, 70eV) , CI - MS ( J EOL, AX505- WA, 70eV) , 1H- NMR

( J EOL, J NM- LA 400, 400MHz) 및 13C- NMR ( JEOL, GSX- 400, 100MHz,

TMS as i nt er nal s t andar d) 을 통하여 화학구조를 결정하였다.

마) 야외방제효과 검정

실내 살충활성 검정에서 강한 살충효과를 보인 인도산

식물체 ne e m t r e e ( Az adi r ac ht a i ndi c a A. J us s ) 열매의 추

출물을 이용하여 1996년 12월과 1997년 12월에 전남 진도군

에서 흉고직경 c m당 0. 6 ㎖씩( 솔껍질깍지벌레 현행 약제주입

량) 수간주입하였으며 , 처리내역은 ne e m 추출물 단독처리 ,
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ne e m 추출물과 phos pha mi don 혼합처리( 1: 1혼합) , c a r va c r ol

과 phos pha mi don 혼합처리 , phos pha mi don 단독처리 및 무처

리 등 3본씩 난괴법 3반복으로 시험구 처리하였다 .

방제효과 조사는 솔껍질깍지벌레 성충이 완전히 우화한

다음해 5월에 3단 고절가위( 약 5m) 를 이용하여 공시목에서

4방향의 1차 측지 1개씩을 절단한 후 절단한 가지에 달린

잎을 완전히 제거하고 가지를 20 ㎝ 정도로 잘라 통풍이 잘

되는 비닐에 담아 실험실로 운반하였으며 , 후약충 탈피각수

( 생충) 와 2령약충( 후약충) 폐사충수를 검경조사하여 살충율

을 구하였다 . 각 처리구에 대한 통계분석은 SAS( 1987) 를 이

용 Tuke y' s t e s t 로 검정하였다 .

나 . 결 과

1) 식물체 추출물의 솔껍질깍지벌레에 대한 살충활성

71종 식물체 94시료의 메탄올 조추출을 5, 000 ppm으로

희석하여 솔껍질깍지벌레 2령약충에 대한 살충효과를 충체

침지법을 이용하여 검정하였고 , 처리 72시간 후에 살충효과

를 조사한 결과는 Ta bl e 2에 나타내었다. Ne e m ke r ne l 메탄

올 조추출물에서만 90% 이상의 높은 살충활성을 나타내었

고 , 초피나무( Zant hoxyl um pi per i t um) 수피 추출물과 비목나

무( Li nder a er yt hr ocar pa) 잎 추출물은 70 %의 살충활성을 보

였으나 기타 식물체들은 활성을 나타내지 않았다( Ta bl e 2) .
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Ta bl e 2. I ns e c t i c i da l a c t i vi t y of pl a nt e xt r a c t s

a ga i ns t M. t hunbe r gi anae de t e r mi ne d by i ns e c t di ppi ng

me t hod.

Pl a nt s pe c i e s a I ns e c t i c i da l a c t i vi t y b

Az adi racht a i ndi ca +++

Zant hoxyl um pi per i t um ++

Li nder a er yt hr ocar pa ++

a Pl a nt s s howi ng i ns e c t i c i da l a c t i vi t y wi t h >70 ％ a r e

pr e s e nt e d.

b Mor t a l i t y>90 ％, +++; 90 ∼61, ++; 40 ∼60, +; <40 ％, - .

2) Az adi r acht a i ndi ca 열매 추출물의 살충활성

식물체 메탄올 조추출물 중에서 Az adi r acht a i ndi ca 열매

추출물에서만 강한 활성을 보였기 때문에 neem ker nel 메탄올

조추출물 100 g을 증류수 800 ㎖와 헥산 800 ㎖에 녹여 용매분획

하여 헥산층, 클로로포름층, 에틸아세테이트층, 부탄올층을 얻었

으며, 각 획분을 회전진공농축기로 45 ℃에서 농축한 후 각각의 획

분 2, 000 ppm으로 살충활성을 검정하였다. 그 결과 헥산층에서

100%의 살충활성을 보였으며 다른 획분에서는 활성이 없었다

( Tabl e 3) .
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Ta bl e 3. I ns e c t i c i da l a c t i vi t y of s ol ve nt f r a c t i ons of

ne e m ke r ne l e xt r a c t a ga i ns t M. t hunbe r gi anae de t e r mi ne d

by i ns e c t di ppi ng me t hod.

Fr a c t i on Mot a l i t y ( %) ( ±SEM)

He xa ne Fr .

Chl or of or m Fr .

Et hyl a c e t a t e Fr .

But a nol Fr .

100. 0 a a

20. 5 ± 4. 5 b

23. 7 ± 5. 1 b

18. 0 ± 3. 4 b

a Me a ns f ol l owe d by t he s a me l e t t e r i n c ol umn a r e not

s i gni f i c a nt l y di f f e r e nt ( P= 0. 05; Tuke y' s t e s t 〔SAS

I ns t i t ut e 1987 〕) .

3) Az adi r acht a i ndi ca 열매 추출물로부터 솔껍질깍지벌레에 대한

살충성분 분리

최종 정제된 살충성분에 대해 UV ( JASCO, V- 550) , EI - MS

( J EOL, AX505- WA, 70eV) , 1H- NMR ( J EOL, J NM- LA 400, 400MHz) ,

13C- NMR을 통하여 화학구조를 결정하였다. 이러한 스펙트럼 자료

는 Kr aus 등( 1985) 의 자료와 일치하여 azadi r acht i n ( C35H44O16) 으

로 동정하였으며 그 분자구조는 Fi g. 2와 같다. 또한, NMR

s pect r al dat a를 요약하여 Tabl e 4에 정리하였다.
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Neem seed ker nel

MeOH ext r act

Si l i ca gel open col umn chr omat ogr aphy

Chl or of or m/ Met hanol gr adi ent

( 100/ 1, 25/ 1, 15/ 1, 5/ 1, 0/ 100; v/ v)

F r . 1 Fr . 2

( Act i ve)

Fr . 3

Si l i ca gel open col umn chr omat ogr aphy

Chl or of or m/ Met hanol i s ocr at i c

( 25/ 1, v/ v)

F r . 21 Fr . 22

( Act i ve)

Fr . 23

HPLC ( r ever s e phas e)

s ol vent : MeOH/ Wat er ( 7/ 3, v/ v)

λ= 217 nm, Fl ow r at e = 1ml / mi n

F r . 221 Fr . 222

( Act i ve)

Fr . 223

HPLC ( r ever s e phas e)

s ol vent : MeOH/ Wat er ( 7/ 3, v/ v)

λ = 217 nm, Fl ow r at e = 1ml / mi n

Act i ve compound

( 4 mg)

Fi g. 1. I sol at i on pr ecedur e of act i ve compound f r om neem s eed

ker nel ext r act
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Fi g. 2. Chemi cal s t r uct ur e of azadi r acht i n.
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Tabl e 4. 1H- NMR ( 400 MHz) and 13C- NMR ( 100 MHz) spect r al dat a

( CDCl 3 , TMS=0) of t he i s ol at e

1H I s ol at e 13C I sol at e

1- H 4. 75( dd, 2. 9; 3. 1) C- 1 70. 52( d)

2- H( α) 2. 23( ddd, 16. 7; 2. 9; 2. 7) C- 2 29. 79( t )

2- H( β) 2. 19( ddd, 16. 7; 3. 1; 2. 9) C- 3 67. 00( d)

3- H 5. 49( dd, 2. 7; 2. 9) C- 4 52. 51( s )

5- H 3. 33( d, 12. 5) C- 5 37. 10( d)

6- H 4. 57( dd, 12. 5; 2. 7) C- 6 73. 76( d)

7- H 4. 65( d, 2. 7) C- 7 74. 43( d)

9- H 3. 34( s ) C- 8 45. 39( s )

15- H 4. 60( d, 3. 4) C- 9 44. 70( d)

16- H( a) 1. 69( ddd, 13. 0; 3. 4; 5. 1) C- 10 50. 18( s )

16- H( b) 1. 29( d, 13. 0) C- 11 104. 19( s )

17- H 2. 38( d, 5. 1) C- 12 171. 79( s )

18- H 1. 99( s ) C- 13 69. 12( s )

19- H( a) 3. 60( d, 9. 6) C- 14 70. 51( s )

19- H( b) 4. 14( d, 9. 6) C- 15 76. 68( d)

21- H 5. 62( s ) C- 16 25. 03( t )

22- H 5. 03( d, 2. 9) C- 17 48. 68( d)

23- H 6. 44( d, 2. 9) C- 18 18. 38( q)

28- H( α, β) 4. 06( d, 9. 0) C- 19 69. 12( t )

3. 75( d, 9. 0) C- 20 83. 62( s )

30- H 1. 73( s ) C- 21 108. 83( d)

7- OH 2. 74( br . s ) C- 22 107. 38( d)

11- OH 4. 99( s ) C- 23 147. 19( d)

20- OH 2. 78( br . s ) C- 28 73. 03( t )
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1H I s ol at e 13C I s ol at e

31- H 6. 90( qq, 7. 0; 1. 5) C- 29 173. 35( s )

41- H 1. 76( dq, 7. 0; 1. 1) C- 30 21. 32( q)

51- H 1. 83( dq, 1. 5; 1. 1) C- 11 166. 24( s )

CH3COO 1. 93( s ) C- 21 128. 69( s )

COOCH3 3. 77( s ) C- 31 137. 56( d)

3. 67( s ) C- 41 14. 31( q)

C- 51 11. 97( q)

CH3COO 169. 64( s )

CH3COO 20. 90( q)

COOCH3 53. 30( q)

52. 76( q)

4) 살충활성물질의 야외적용시험결과

해송의 주요 해충인 솔껍질깍지벌레의 효율적 방제제 개발

을 위하여 1- 2차년도에서 강한 살충효과를 보인 인도산 식물체

neem t r ee ( Az adi r acht a i ndi ca A. J us s ) 의 추출물중

azadi r acht i n이 1. 5%와 4. 5% 함유된 물질을 이용 수간주입 효

과를 검정하였는데, azadi r acht i n 4. 5% 함유물의 경우 사충율

78. 0%로서 phos phami don 단독처리 79. 5%와 비슷한 효과를 나타

내었으며 azadi r acht i n 1. 5%함유물의 경우에는 61. 4%의 약간

저조한 사충율을 보였다. 그러나 azadi r acht i n 1. 5%와

phos phami don을 1 : 1로 혼합하여 처리할 경우 다른 처리구에

비하여 월등하게 높은 93. 8% 의 살충효과를 나타내었다. 또한,

phos phami don과 car vacr ol 혼합처리구는 86. 9%로서
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phos phami don 단독처리보다는 높은 살충효과를 보였다( Tabl e

5) .

Tabl e 5. Sus cept i bi l i t y of Mat s ucoccus t hunber gi anae

i nt er medi at e nymph ( s econd i ns t ar ) t o phosphami don al one and

i n mi xt ur e wi t h neem s eed ker nel ext r act by t r unk

i mpl ant at i on appl i cat i on

Chemi cal
Dose

( ㎖/ cm i n DBH)

Mor t al i t y ( %)

( ±SEM) a

Neem ext r act ( 1. 5%) c 0. 6 61. 4 ( ±2. 7) cb

Neem ext r act ( 4. 5%) 0. 6 78. 0 ( ±2. 9) b

Neem ext r act ( 1. 5%)

+ Phosphami don

0. 3 + 0. 3 93. 8 ( ±3. 9) a

Car vacr ol + Phosphami don 0. 3 + 0. 3 86. 9 ( ±2. 1) ab

Phosphami don 0. 6 79. 5 ( ±3. 6) b

Unt r eat ed - 1. 8 ( ±0. 8) d

a Tr eat ed on 5 December 1997 and det er mi ned on 2 May 1998.

b Means f ol l owed by t he s ame l et t er i n col umn ar e not

s i gni f i cant l y di f f er ent ( P= 0. 05; Tuke y' s t e s t 〔SAS

I ns t i t ut e 1987 〕) .

c Azadi r acht i n cont ent .
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2 . 나 한 백톱 밥 으 로 부 터 솔 잎 혹 파 리에 대 한 살충 활 성 물 질 탐 색

가. 재료 및 방법

1) 솔잎혹파리에 대한 살충활성성분의 분리 및 동정

가) 실험곤충

한방식물체의 살충활성검정을 위한 솔잎혹파리

( The c odi pl os i s j apone ns i s Uc hi da e t I nouye ) 유충은 경기

도 미금시 금곡동 금곡릉 주변 소나무림에서 1993년 9월 13

일에 충영을 채집하였고 , 한라산 식물체의 검정을 위한 유

충은 강원도 횡성군 일대의 피해지에서 1995년 9월 22일에

충영을 채집하였다 . 충영엽을 통풍이 잘되는 비닐봉지에 넣

어 실험실로 운반 후 , 충영이 형성된 엽만을 선별하고 예리

한 칼날로 충영을 개봉하고 난 후 , 유충을 부드러운 붓으로

물이 들어 있는 페트리디쉬에 털어내고 건전한 유충만을 골

라 실험에 사용하였다 .

나) 실험식물체 및 추출방법

공시식물체는 서울 경동시장에서 구입한 한약재 42과

79종( Ta bl e 6) , 제주도산 식물체의 경우 한라수목원에서

1994년 8월에 채집한 19과 43종 및 일본원산 1과 1종( Ta bl e

7) 등 모두 62과 123종 127시료를 r a ndom 또는 a ne c dot a l 한

방법으로 채집 ·구입하였다 . 일본원산 식물체인 T.

dol abr at a va r . hondai 톱밥의 경우 , 에테르를 이용 수증기
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증류 ( s t e a m di s t i l l a t i on) 하여 정유를 얻었고 , 기타의 식

물체는 50 ℃에서 2일간 열풍건조기( 關東理化器製作所 , 日

本) 에서 건조시킨 후 마쇄기를 이용해 분말로 만들었다. 이

들 각각의 분말시료 30g씩을 취하여 500ml Er l e nme ye r

f l a s k에 넣고 메탄올 300ml 를 부어 잘 흔든후에 실온암실하

에 방치하였다. 24 ∼48시간 후 감압농축하여 메탄올 조추출

물을 얻었으며, 이들 추출물을 살충력 검정을 위한 시료로

이용하였다 . 이들 메탄올 조추출물과 정유를 이용하여 실험

곤충에 대한 살충효과를 검정하였다 .

다) 살충활성 검정

식물체 조추출물의 솔잎혹파리 유충에 대한 살충활성은 조

등( 1987) , 안과 조( 1992) , 안 등( 1992) 의 방법에 따라 검정하였

다. 조추출물의 출발농도가 너무 높을 경우에는 미생물에 의

해서 부패되기 쉽고 너무 낮을 경우에는 추출물중에 미량으

로 존재하는 활성본체를 놓칠 확률이 높기 때문에 ( 조 등 ,

1987) , 본 실험에서는 5, 000ppm을 출발농도로하여 생물검정

하였다 .

생물검정에 이용한 f i l t e r pa pe r - i mpr e gna t e d me t hod는

여지( 6c m) 1매를 추출물 용액에 5초간 침지하여 hood내에

서 30분가량 풍건시킨 다음, 동일 직경의 페트리디쉬 바닥

에 깔고서 약간의 수분을 분무한 후 솔잎혹파리 유충 20마

리를 넣어주었다. 뚜껑을 덮어 준 뒤 빛 차단과 외부로의

수분증산을 방지하기 위해 습지를 위에 덮고나서 실험실에

방치하고 처리 48시간 후에 현미경하에서 살충율을 조사하
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였다 . 또한 충체침지법은 유충 20마리를 Ef f e ndor f t ube 에

넣어두고 5, 000 ppm으로 조제한 시료용액을 피펫을 이용하

여 0. 5ml 을 취한 후 , 유충이 들어 있는 t ube 에 15초간 침지

하였다 . 침지한 유충은 mi c r o- t i b을 충이 충분히 빨려 올

수 있도록 끝을 절단하고 마이크로피펫을 이용하여 취한 후

용액과 충을 함께 여지( 6c m) 가 깔려있는 페트리디쉬(

6c m) 에 처리하였다 . 이후의 방법은 f i l t e r pa pe r 방법과 동

일하게 실행하였다 .

생물검정의 효과평가는 살충율이 90 ％ 이상일 경우

+++, 살충율이 61 ％에서 89 ％에 속하면 ++, 살충율이 40 ％

에서 60 ％ 사이일 때 +, 기타 40 ％ 미만의 낮은 활성을 보

일 경우는 - 로 표시하였다.
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Tabl e 6. Or i ent al medi ci nal pl ant s peci es t o be t es t ed

Pl ant speci es
Par t

col l ect ed

당귀 Angel i ca ret i cul at a r oot

백지 Angel i ca dahur i ca r oot

사상자 Tor i l i s j aponi ca seed

시호 Bupl eurum f al cat um r oot

전호 Ant hr i scus syl vest r i s r oot

방풍 Ledebourel l a sesel i odes r oot

긴잎개회나무 Syr i nga ret i cul at a l eaf

진피 Fraxi nus rhynchi phyl l a l eaf

부자 Aconi t um carmi chael i r oot

진범 Aconi t um erect um r oot

위령선 Cl emat i s f l or i da r oot

작약 Paeoni a j aponi ca. r oot

갈근 Puerari a t hunbergi ana r oot

황기 Ast agal as membranaceus r oot

땅비싸리 I ndi gof era ki r i l owi r oot

조각자 Gl edi t s i a si nens i s s t em

대황 Rheum undul at um r oot

하수오 Pl europt erus t r i pl i ana r oot

도인 Prunus persi cae seed

산사 Crat egus maxi mowi cz i i f l ower

황매화 Kerr i a j aponi ca seed

섬개야곰나무 Cot oneas t er wi l soni i seed

참조팝나무 Spi raea f r i t schi ana l eaf

조팝나무
Spi raea pruni f ol i a var .
s i mpl oci f l ora

l eaf

독활 Aral i a cont i nent al i s r oot

해동피 Kal opanox pi ct um r oot

두릅나무 Aral i a el at a r oot
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( Cont i nued Tabl e 6)

Pl ant speci es
Par t

col l ect ed

두충 Eucommi a ul moi des l eaf

만형자 Vi t ex rot undi f ol i a seed

맥문동 Li r i ope pl at yphyl l a r oot

목향 I nul a hel eni um r oot

우방자 Arct i um l appa r oot

인진 Art emi si a messerschmi dt i ana s t em

창출 At ract yl odes j aponi ca r oot

홍화 Cart hamus t i nct or i um f l ower

미나리 Oenant he decumbens s t em

백모근 I mperat a cyl i ndr i ca r oot

빈랑 Beckmanni a syz i gachne r oot

백하수오 Cynanchum carmi chael i r oot

사간 Bel amcanda chi nensi s r oot

삼지구엽초 Epi medi um koreanum r oot

황련 Copt i s j aponi ca r oot

세신 Asarum si ebol di i l eaf

신이화 Megnol i a kobus r oot

흑오미자 Schi zandra mi gra r oot

원지 Pol ygal a t at ar i now r oot

익모초 Leonurus s i bi r i cus l eaf

형개
Schi zonept a t enui f ol i a var .

kaponi ca
l eaf

자초 Li t hospermum eryt hrorhi zon s t em

지각 Ci t rus aurant i um f r ui t

탱자나무 Ponci t rus t ri f ol i at a f r ui t

황백 Phel l odendron amurense s t em

지실 Ci t rus aurant i um r oot

길경 Pl at ycodon f radi f l orum r oot
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( Cont i nued Tabl e 6)

Pl ant speci es
Par t

col l ect ed

사삼 Condonops i s l anceol at a r oot

청괴불나무 Loni cera subsess i l i s s t em

금은화 Loni ca j aponi ca f l ower

토사자 Cuscut a j aponi ca f r ui t

향부자 Cyperus rot undus f r ui t

삼릉 Sci rpus f l uvi at i l i s r oot

현삼 Scrophyl ar i a buerger i ana r oot

목적 Eqi set um hyemal e s t em

목통 Akebi a qui nat a s t em

산조인 Zi zyphus j uj uba r oot

초룡담 Gent i ana scabra r oot

포황 Typha or i ent al i s pl ant

과루인 Tri chosant es ki r i l owi i r oot

참회나무 Euonymus oxyphyl l us l eaf

나래회나무 Euonymus macropt era l eaf

대팻집나무 I l ex macropoda l eaf

수국 Hydrangea macrophyl l a f l ower

까마귀밥따름 Ri bes f asci cul at um l eaf

매화말발도리 Deut z i a coreana r oot

가시말발도리 Deut z i a parvi f l ora s t em

물참대 Deut z i a gl abrat a r oot

현호색 Corydal i s t urrschani novi i r oot

철쭉 Rhododendron schl i ppenbachi i f l ower

개오갈피 El eut erococcus sent i cosus s t em

지모 Anemarrhem asphodel oi des r oot
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Tabl e 7. Mt Han- l a pl ant s t o be t es t ed

Pl ant speci es
Par t

col l ect ed

감탕나무 I l ex i nt egra l eaf

말오줌때나무 Euscaphi s j aponi ca l eaf

털머위 Farf ugi um j aponi cum l eaf

중대가리 Adi na rubel l a l eaf

합다리 Mel i osma ol dhami i l eaf

육박나무 Lozos t e l anci f ol i a l eaf

생달나무 Ci nnamomum j aponi cum l eaf

생달나무 Ci nnamomum j aponi cum s t em

새덕이 Neol i t sea aci cul at a l eaf

후박 Machi l us t humbergi i seed

후박 Machi l us t humbergi i l eaf

녹나무 Ci nnamomum camphora l eaf

참식 Neol i t sea seri cea l eaf

센달나무 Machi l us j aponi ca l eaf

까마귀쪽 Li t sea j paponi ca l eaf

사람주나무 Sapi um j aponi cum l eaf

굴거리 Daphni phyl l um macropodum l eaf

예덕나무 Mal l ot us j aponi cus l eaf

멀구슬나무
Mel i a azedarach var .

j aponi ca
f r ui t

남오미자 Kadsura j aponi ca l eaf

광나무 Li gus t rum j aponi cum l eaf

황철 Popul us maxi mowi cz i i l eaf

녹보리똥나무 El aeagnus mari t i ma l eaf

큰보리장 El aeagnus submacrophyl l a l eaf

꾸지나무 Broussonet i a papyr i f era l eaf

삼백초 Saururus chi nens i s l eaf

석류나무 Puni ca granat um l eaf
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( Cont i nued Tabl e 7)

Pl ant speci es
Par t

col l ect ed

소귀나무 Myri ca rubra l eaf

잣나무( 정상) Pi nus korai ensi s l eaf

잣나무( 피해) Pi nus korai ensi s l eaf

검양옻나무 Rhus succedanea l eaf

머귀나무 Zant hoxyl um ai l ant hoi des l eaf

쉬나무 Evodi a dani el l i i l eaf

황벽나무 Phel l odendron amurense l eaf

초피나무 Zant hoxyl um pi per i t um l eaf

멀꿀 St aunt oni a hexaphyl l a l eaf

이나무 I des i a pol ycarpa l eaf

이나무 I des i a pol ycarpa seed

덧나무 Sambucus s i ebol di ana l eaf

아왜나무 Vi burnum awabuki l eaf

조록 Di st yl i um racemosum l eaf

후피향나무 Terns t roemi a j aponi ca l eaf

개가시나무 Quercus gi l va l eaf

붉가시 Quercus acut a l eaf

종가시나무 Quercus gl auca l eaf

된장풀 Desmodi um het erocarpon l eaf

뽕잎피나무 Ti l i a t aquet i i l eaf

나한백1 Thuj ops i s dol abrat a var .

hondai
sawdus t

1The s awdus t was obt ai ned f r om Aomor i For es t Exper i ment al

St at i on, Aomor i , J apan. The cr ude oi l of t he sawdus t was

obt ai ned by s t eam di s t i l l at i on.
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라) Thuj ops i s dol abr at a var . hondai 톱밥의 살충성분 분리 및

동정

공시 식물체의 1차 스크리닝결과 Thuj ops i s dol abr at a var .

hondai 톱밥의 수증기 증류물이 솔잎혹파리에 대하여 강력한 살충

효과를 보였기 때문에, 이 수증기 증류물의 살충활성을 조사하였

다. 정유는 Ahn 등( 1995) 의 방법에 따라 물과 에테르로 수증기 증

류하여 얻었으며, 이 정유를 다시 cent r i f ugal t hi nf i l m

evapor at or 로 4개의 분획을 얻어 솔잎혹파리에 대한 살충효과를

검정하였다. 정유 500 g을 85 ℃, 5 t or r 로 하여 무색의

Fr a c t i on Ⅰ 32 g을 얻었고 , 잔획물을 95 ℃, 0. 95 t or r 조건

으로하여 청색의 Fr a c t i on Ⅱ 165g을 얻었다. 다시 나머지

를 90 ℃, 0. 5 t or r 로 하여 적색의 Fr a c t i on Ⅲ 143 g과 흑

색의 Fr a c t i on Ⅳ 160g을 얻었다 . 또한 , Ahn 등( 1995) 에 의

해 T. dol abr at a va r . hondai 톱밥 수증기 증류물 분획중

Fr I 의 화합물로서 c e dr ol , α- t e r pi nol , β- t huj a pl i c i ne

및 c a r va c r ol 이 분리 동정되였으며 , 이 물질들이 수종의 해

충에 대하여 강한 살충활성을 보인다고 보고하였으므로( 이

와 안 , 1995) 이들 화합물과 테르펜 화합물인 t huj one ,

t hymol 등을 구입하여 살충활성 검정에 이용하였다 . 살충활

성 검정에 이용한 표준품( a ut he nt i c s a mpl e s ) 으로서

c e dr ol , α- t e r pi nol , β- t huj a pl i c i ne 은 Funa kos hi

Che mi c a l Co. 에서 c a r va c r ol 은 Wa ko Che mi c a l Co. 에서 구입

하였다 .
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마) 솔잎혹파리에 대한 방제효과 검정

솔잎혹파리에 대한 실내시험 결과 살충효과가 우수한

c a r va c r ol 의 야외방제효과를 검정하기 위하여 수간주입법을

이용 야외시험을 실시하였다 . 1994년 6월 15일 강원도 평창

군 진부면의 피해임지에서 c a r va c r ol 원액 및 phos pha mi don

( 2- c hl or o- 2- di e t hyl c a r ba moyl - me t hyl vi nyl di me t hyl

phos pha t e , 50% LC) 을 공시하였으며 소나무에 천공기를 이

용하여 구멍을 뚫은 후 , c a r va c r ol 은 흉고직경 c m당 0. 1 ㎖,

0. 3 ㎖를 주입하였고, phos pha mi don은 현재 이용되고 있는

액제 주입농도인 0. 3 ㎖ 씩을 주입하였으며 c a r va c r ol 과

phos pha mi don을 1: 1의 비율로 혼합한 액 0. 3 ㎖를 주입하였

다 . 시험구배치는 처리구당 3본씩 난괴법 3반복으로 배치하

였고 , 효과조사는 1994년 9월 20일에 실시하였다 . 또한

1995년 6월 20일 강원도 강릉시 연곡면 삼산리 소금강지역

의 피해임지에서 phos pha mi don ( 0. 3 ㎖/ ㎝ i n DBH) ,

c a r va c r ol 과 phos pha mi don을 0. 15 ㎖씩 1: 1로 혼합한 액을

흉고직경 ㎝당 0. 3 ㎖씩 처리하였으며 , 시험구는 1994년과 동

일한 방법으로 배치하였다 .

Ne e m 열매 추출물의 야외 방제효과 검정은 1997년 6월

17일 평창군 도암면 대관령목장 주변의 피해임지에서 ne e m

추출물 , phos pha mi don, c a r va c r ol 과 phos pha mi don 혼합액

( 1: 1) 및 ne e m 추출물과 phos pha mi don 혼합액( 1: 1) 을 상기

한 방법과 동일하게 수간주입하였다 . 시험구배치는 처리구

당 3본씩 난괴법 3반복으로 처리하였으며 , 효과조사는 1997

년 9월 8일 ∼12일에 실시하였다 . 한편 , 솔잎혹파리에 대한

- 44 -



살충효과 조사시 ne e m 추출물 처리구의 유충이 타 처리구에

비하여 유충길이가 현저히 크게 관찰되어 각 처리구의 유충

생장상황을 조사 비교하였다 .

방제효과 조사는 3단 고절가위( 약 5m) 를 이용하여 공시

목에서 가지를 절단한 후 절단한 가지에 달린 1년생 가지를

임의로 1본당 10개씩 선택하여 통풍이 잘되는 비닐에 담아

실험실로 운반하였으며 , 피해엽을 절개하여 유충의 생사여

부를 검경조사하여 살충율을 구하였다. 각 처리구에 대한

통계분석은 SAS( 1987) 를 이용Tuke y' s t e s t 로 검정하였다 .

나. 결 과

1) 식물체 추출물의 솔잎혹파리에 대한 살충활성

123종 식물체 127시료의 메탄올 조추출물과 수증기 증

류물 10 ％ 에탄올용액의 솔잎혹파리 유층에 대한 살충효과

를 여지접촉법과 충체침지법을 이용하여 검정하였고, 처리

48시간 후에 살충효과를 조사한 결과, 산형과( Umbe l l i f e r a )

의 방풍( L. s e s e l oi de s ) 이 70%, 미나리아재비과

( Ra nunc ul a c e a e ) 의 진범( A. ps e udo- l e av e va r . e r e c t um) ·

부자( A c ar mi c hae l i ) ·위령선( C. f l or i da ) 등이 모두 90% 이

상의 높은 살충활성을 나타내었고 , 측백나무과

( Cupr e s s a c e a e ) 의 T. dol abr at a va r . hondai 의 수증기 증류

물 또한 매우 강한 살충활성을 보였다( Ta bl e 8) . 그러나 기

타 식물체들은 활성을 나타내지 않았다.

- 45 -



Ta bl e 8. I ns e c t i c i da l a c t i vi t y of pl a nt e xt r a c t s

a ga i ns t T. j apone ns i s de t e r mi ne d by f i l t e r

pa pe r - i mpr e gna t e d a nd i ns e c t di ppi ng me t hods .

Pl ant s pec i es a
Tr eat ment b

Fi l t er paper - i mpregnat edc Insect di ppi ngd

Ledebouri el l a sesel oi des

Aconi t um pseudo- l aeve

var . erect um

Aconi t um carmi chael i

Cl emat i s f l ori da

Thuj ops i s dol abrat a

var . hondai

++

+++

+++

+++

+++

+

+

+

+

+

a Pl a nt s s howi ng i ns e c t i c i da l a c t i vi t y wi t h >70 ％ a r e

pr e s e nt e d.

b Mor t a l i t y>90 ％, +++; 90 ∼61, ++; 40 ∼60, +; <40 ％, - .

c Tr e a t e d wi t h 10 mg/ f i l t e r pa pe r ( 6c m) .

d Tr e a t e d wi t h 5, 000 ppm.

2) T. dol abr at a va r . hondai 톱밥 추출물의 살충활성

식물체 조추출물 중에서 측백나무과의 T. dol abr at a

va r . hondai 톱밥의 수증기 증류물이 솔잎혹파리 유충에 대

하여 100 ％의 강한 활성을 보였기 때문에 , 이 식물체 수증

기 증류물의 살충활성을 조사하였다 .

톱밥 수증기 증류물의 분획층 중에서 무색의 Fr . I 이
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100 ％의 높은 활성을 나타냈고 , 청색층의 Fr . Ⅱ는 58 ％의

살충효과를 보였으나 , 적색층의 Fr . Ⅲ과 흑색층의 Fr . Ⅳ

는 낮은 살충활성을 나타내었다( Ta bl e 9) .

Ta bl e 9. La r vi c i da l a c t i vi t y of t he c r ude f r a c t i ons of

Thuj ops i s dol abr at a va r . hondai a ga i ns t T. j apone ns i s .

Fr act i ona Mot al i t y ( %) ( ±SEM)

Fr . Ⅰ

Fr . Ⅱ

Fr . Ⅲ

Fr . Ⅳ

100. 0 ± 0. 0 a

58. 3 ± 4. 4 b

26. 7 ± 3. 3 c

10. 0 ± 0. 0 c

Me a ns f ol l owe d by t he s a me l e t t e r i n c ol umn a r e not

s i gni f i c a nt l y di f f e r e nt

( P= 0. 05; Tuke y' s t e s t 〔SAS I ns t i t ut e 1987 〕) .

a 10 ㎎/ f i l t e r pa pe r ( 6 ㎝) .

Fr a c t i on I 의 성분은 Ahn 등( 1995) 에 의하여

c a r va c r ol , β- t huj a pl i c i ne , c e dr ol , α- t e r pi nol 등의

monot e r pe noi d류로 밝혀진 바 있어 , 이들 4종 화합물 및 테

르펜 화합물인 t huj one 과 t hymol 을 공시하여 살충활성을 검

정한 결과 , Ta bl e 10에 나타낸 바와 같이 c a r va c r ol 은 1㎎

수준에서는 다른 화합물에 비해 유의성이 관찰되었으나 살

충활성은 75. 5 ％로 비교적 낮았고 , 10㎎ 처리시에는 유의성

은 없었으나 살충활성에 있어서는 93. 3 ％로 높은 살충력을
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나타내었다 .

Ta bl e 10. La r vi c i da l a c t i vi t y of Thuj ops i s dol abr at a

va r . hondai - de r i ve d ma t e r i a l s a nd t e r pe noi ds a ga i ns t T.

j apone ns i s .

Compound

a Mor t a l i t y ( %) ( ± SEM)

1 5 10b

Car vacr ol

β- Thuj apl i ci ne

Cedr ol

α- Ter pi nol

Thuj one

Thymol

75. 5±2. 3 a

67. 3±3. 7 ab

59. 3±5. 8 abc

52. 7±6. 4 abc

47. 7±3. 9 bc

42. 3±6. 2 c

79. 0 ±3. 8 a

70. 0 ±5. 8 a

70. 0 ±5. 8 a

55. 0 ±5. 0 a

65. 0 ±5. 0 a

60. 0 ±5. 8 a

93. 3 ±1. 7 a

73. 3 ±4. 4 a

70. 0 ±7. 6 a

70. 0 ±7. 6 a

67. 7 ±4. 3 a

76. 3 ±4. 5 a

a Me a ns f ol l owe d by t he s a me l e t t e r i n c ol umn a r e not

s i gni f i c a nt l y di f f e r e nt

( P= 0. 05; Tuke y' s t e s t 〔SAS I ns t i t ut e 1987 〕) .

b Appl i c a t i on r a t e , mg/ pa pe r ( 6 c m) .

3) 야외 방제효과

현재 솔잎혹파리 방제를 위해 수간주입 약제로 이용되

고 있는 phos pha mi don을 대조약제로 하여 c a r va c r ol 과 혼합

또는 단독 처리하였을 때의 살충효과를 2년차에 걸쳐 강원

도 지역의 솔잎혹파리 피해지에서 조사하였다 . Ta bl e 11은

1994년 시험결과로서 흉고직경 ㎝당 c a r va c r ol 0. 3 ㎖ 처리
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시 10. 8 ％의 사충율을 보여 극히 낮은 살충효과를 보였으

며 , phos pha mi don 0. 3 ㎖ 처리시에는 81. 8 ％의 높은 살충효

과를 나타내었다 . 한편 phos pha mi don과 c a r va c r ol 을 각각

0. 15 ㎖씩 혼합하여 처리하였을 때의 사충율은 95. 0 ％로서

phos pha mi don 단독처리 보다 더 높은 살충활성을 보였으며 ,

이들 약제간에 협력작용( s yne r gi s m) 이 있는 것으로 판단된

다 .

또한 Ta bl e 12는 1995년 6월 20일에 처리구당 3본씩 난

괴법 3반복으로 배치하여 당년 9월 25일에 효과조사를 한

결과로서, 94년도 결과와 동일하게 c a r va c r ol 과

phos pha mi don을 혼합처리하였을 때 , phos pha mi don의 단독처

리보다 살충효과가 우수하였다 . 또한 충영형성율에 있어서

도 phos pha mi don과 c a r va c r ol 을 혼합처리한 경우 5. 0 ％로

서 대조구( 55. 6 ％) 에 비해 현저하게 낮았다 .
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Ta bl e 11. The s yne r gi s t i c e f f e c t of t he c a r va c r ol by

t r unk i mpl a nt a t i on a ppl i c a t i on i n 1994.

Chemi cal
Dose

( ㎖/ ㎝ i n DBHa)

bMort al i t y (%) ( ±SEM)

Carvacrol

Carvacrol

Phosphami don (50%LC)

Phosphami don + Carvacrol

Unt reat ed

0. 1

0. 3

0. 3

0. 15 + 0. 15

-

0. 0 d

10. 8 ± 1. 4 c

81. 8 ± 6. 5 ab

95. 0 ± 5. 3 a

1. 8 ± 0. 7 d

a Di a me t e r of Br e a s t He i ght .

b Me a n f ol l owe d by t he s a me l e t t e r i n c ol umn a r e not

s i gni f i c a nt l y di f f e r e nt

( P = 0. 05; Tuke y' s t e s t 〔SAS I ns t i t ut e 1987 〕) .

Tabl e 12. The s yner gi s t i c ef f ect of t he car vacr ol by t r unk

i mpl ant at i on appl i cat i on i n 1995.

Chemi cal
Dose

(㎖/ ㎝ i n DBH)

Gal l format i on

(%) ( ±SEM)

aMort al i t y

(%) ( ±SEM)

Phosphami don (50%LC)

Phosphami don + Carvacrol

Unt reat ed

0. 3

0. 15 + 0. 15

-

12. 0 ±1. 5 b

5. 0 ±1. 8 b

55. 6 ±3. 3 a

83. 4 ±1. 6 c

92. 3 ±2. 5 b

2. 0 ±0. 6 a

a Means f ol l owed by t he s ame l et t er i n col umn ar e not

s i gni f i cant l y di f f er ent ( P=0. 05; Tukey' s t es t 〔SAS I ns t i t ut e

1987 〕) .
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3. 황련( Copt i s j aponi ca) 으로부터 오리나무잎벌레( Agel as t i ca

coerul ea) 및 흰불나방(Hyphant r i a cunea) 에 대한 섭식저해제

분리 및 동정

가. 재료 및 방법

1) 실험곤충

미국흰불나방은 서울대학교 농업생명과학대학내 버즘나무에서

채집하였다. 오리나무잎벌레 성충은 홍릉수목원내 물오리나무에서

채집하였다. 두 곤충 모두 25 ℃, 상대습도 65%, 명암 16: 8( 명: 암)

조건으로 흰불나방의 경우 버즘나무 잎으로, 오리나무잎벌레의 경

우 물오리나무 잎으로 사육하였다.

2) 화합물

실험에 사용한 화합물( Ber ber i ne chl or i de, pal mat i ne

i odi de, copt i s i ne chl or i de) 은 Si gma에서 구입하였다.

3) 섭식저해제 분리 및 동정

실험식물체인 황련뿌리( 4. 5 kg) 는 경동시장내 한약방에서 구

입하였다. 60 ℃에서 2일간 건조기에서 건조시킨 후 마쇄하여 분말

로 만들고 나서 20L 메탄올을 부어 잘 흔든 후에 실온 암실하에

방치하였다. 3일후 감압여과하고 회전진공농축기 ( EYELA aut oj ack

NAJ - 160, J apan) 로 40 ℃에서 감압농축하여 메탄올 조추출물을 얻

어, 생물검정 시료로 이용하였다. 메탄올추출물 수율은 21% 였다.

메탄올추출물은 hexane( 70. 9g) , chl or of or m( 37. 8g) , et hyl
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acet at e( 14. 2g) , but anol ( 165. 4g) 그리고 물층( 656. 7g) 으로 분획

한 후 생물검정에 사용하였다. 활성이 확인된 chl or of or m층은 유

리칼럼을 이용하여 분리하였다. Chl or of or m과 met hanol 을 이용하

여 ( 1, 2. 5, 5, 10%) 분리하였고 10% 층에서 강한섭식기피활성을

보였다. 최종 순수물질은 HPLC( hi gh per f or mance l i qui d

chr omat ogr aphy) 와 Pr ep. TLC를 이용하여 분리하였다( Fi g. 3) . 분

리된 순수물질의 화학구조는 1H- NMR과 13C- NMR 그리고 질량분석기

를 이용하여 동정하였다.
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CHCl 3 f r act i on ( 24 g)

Si O2 gel col umn chr .

( CHCl 3: MeOH, gr adi ent )

C1 ( 1%) C2 ( 2. 5%) C3 ( 5%) C4 ( 10%)

C41 C42 C43

UV, λ=254nm

Pr ep. HPLC

MeOH: H2O=3: 2

C421 C422 C423

Pr ep. TLC( Bz: Et OAc/ Pr OH

/ MeOH/ NH2C2H5=8/ 4/ 2/ 1/ 1, V/ V)

C4221 C4222

preci pi t at ed by addi ng

5%HCl : MeOH (1; 1, V/ V)

di ssol ved i n H2O

preci t at ed by addi ng

7. 5%HI

Ber ber i ne chl or i de ( 17 mg) Pal mat i ne i odi de ( 20 mg)

Fi g. 3. I sol at i on pr ocedur e of ant i f eedant f r om CHCl 3

f r act i on agai ns t H. cunea and A. coer ul ea.
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4) 생물검정

섭식저해효과는 엽침지법( l eaf di ppi ng met hod) 을 사용하였

다. 먼저 잎을 Cor k bor er ( 3cm) 로 오려낸 후 추출물질을 농도에

따라 처리한 후 대조구와 함께 페트리디쉬에 넣었다. 24시간 후에

대조구와 처리구의 잎면적을 측정한후 섭식기피정도를 산출하였

다. 흰불나방의 경우 버즘나무 잎을 사용하였으며 오리나무잎벌레

의 경우 물오리나무 잎을 사용하여 처리 후 24시간 후에 섭식기피

활성검정을 하였다.

섭식저해활성 = ( C- T/ C+T) × 100

( C = 대조구 잎 면적, T = 처리구의 잎 면적)

5) 통계분석

통계분석은 SAS 프로그램내 Schef f e s t es t ( P = 0. 05) 를 사

용하여 분석하였다.

나. 결과

1) 활성물질의 분리 ·동정

질량분석기, I R, NMR등을 이용하여 물질구조를 분석한 결과

황련뿌리에서 분리된 활성물질은 i s oqui nol i ne al kal oi d 계통인

ber ber i ne chl or i de와 pal mat i ne i odi de로 밝혀졌다( Fi g. 4) .
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Ber ber i ne chl or i de Pal mat i ne i odi de

Fi g. 4. Chemi cal s t r uct ur e of ber ber i ne chl or i de and

pal mat i ne i odi de

2) 활성물질의 섭식저해효과

황련뿌리로부터 분리된 ber ber i de chl or i de의 미국흰불나방에

대한 섭식저해활성은 두 개의 다른 i s oqui nol i ne al kal oi ds 인

pal mat i ne i odi de와 copt i s i ne chl or i de와 비교하였다( Tabl e 13) .

500 ppm 농도에서, ber ber i ne chl or i de와 pal mat i ne i odi de의 섭

식저해활성은 각각 75. 4와 76% 이었다. 그러나 ber ber i ne

chl or i de와 pal mat i ne i odi de를 혼합하여 처리하였을 경우에는

125, 250, 500 ppm 농도에서 각각 61. 2, 82. 3과 100%의 섭식기피

활성을 보였다. 이상의 결과에서 ber ber i ne chl or i de와 pal mat i ne

i odi de는 미국흰불나방 유충의 섭식저해활성에 강한 시너지효과

( s yner gi c ef f ect ) 가 있음을 보여주었다.

Tabl e 14는 황련뿌리 유래 i s oqui nol i ne al kal oi ds 의 오리나무잎

벌레 성충에 대한 섭식저해활성을 나타낸다. Ber ber i ne chl or i de

는 250 ppm에서 91. 1%, 500 ppm에서 97. 2%의 섭식저해활성을 나타

내었다. 그러나 pal mat i ne i odi de와 copt i s i ne chl or i de는 섭식저
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해활성을 나타내지 않았다.

Tabl e 13. Ant i f eedi ng act i vi t y of i s oqui nol i ne al kal oi ds

i s ol at ed f r om C. j aponi ca agai ns t H. cunea

Compoun

da
Conc, ppm Act i vi t y ( %)

BC 500 75. 4 ± 2. 5b

PI 500 76. 0 ± 3. 1c

BC + PI 125 61. 2 ± 3. 1c

250 82. 3 ± 2. 1b

500 100. 0a

aBC, ber ber i ne chl or i de; PI , pal mat i ne i odi de; and CC,

copt i s i ne chl or i de.

Tagl e 14. Ant i f eedi ng act i vi t y of i s oqui nol i ne al kal oi ds

i s ol at ed f r om C. j aponi ca agai ns t A. coer ul ea

Compounda Conc, ppm Act i vi t y ( %)

BC 125 57. 5 ± 2. 6b

250 91. 1 ± 0. 8a

500 97. 2 ± 1. 8a

PI 500 41. 4 ± 3. 8b

CC 500 52. 4 ± 4. 6b

aBC, ber ber i ne chl or i de; PI , pal mat i ne i odi de; and CC,

copt i s i ne chl or i de
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4. 계피로부터 도토리거위벌레에 대한 살충물질 분리 및 동정

가. 재료 및 방법

1) 실험곤충

도토리거위벌레는 홍릉수목원내에서 8월에서 9월에 산란된 도

토리를 채집한 후 3 ∼4 주동안 실온에서 보관한 후 말령 유충을

실험에 사용하였다.

2) 실험식물체 및 메탄올추출

실험식물체인 계피는 경동시장내 한약방에서 구입하였다. 5

0 ℃에서 2일간 건조기에서 건조시킨 후 마쇄하여 분말로 만들고

나서, 분말시료 3. 6 kg을 취하여 메탄올 10L를 부어 잘 흔든 후에

실온 암실하에 방치하였다. 3일후 감압여과하고 회전진공농축기

( EYELA aut oj ack NAJ - 160, J apan) 로 40 ℃에서 감압농축하여 메탄

올 조추출물을 얻어, 생물검정 시료로 이용하였다.

3) 화합물

실험에 사용한 ci nnami c aci d, eugenol , s al i cyl al dehyde는

Si gma에서 구입하였으며, ci nnami c al cohol 은 Tokyo Kas ei 에서 구

입하였다.

4) 살충물질 분리 ·동정

계피 메탄올조추출물은 hexane, chl or of or m, et hyl acet at e와

but anol 을 이용하여 분획하였으며 이중에서 hexane층이 강한 살충
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활성을 보였다. 강한 살충활성을 보인 hexane층은 다시 유리칼럼

상에서 hexane과 et hyl acet at e ( 0, 10, 30, 50, 80 그리고 100%)

용매 시스템을 이용하여 분리하였다. 활성이 나타난 50% 층을 다

시 hexane과 et hyl acet at e를 2: 1( v/ v) 비율로 분리하였다. 다시

활성이 확인된 층은 HPLC를 이용하여 met hanol 과 물 3: 7( v/ v) 의

비율로 분리하였다. 순수하게 분리된 활성물질은 1H와 13C- NMR, 질

량분석기를 이용하여 구조동정을 하였다.

5) 생물검정

여과지침지법을 이용하여 추출물 및 순수화합물의 살충활성을

조사하였다. 적당한 양을 acet one 100㎕에 녹인 후 여과지에 침지

한후 2분동안 실온하에서 아세톤을 날리고 pol yet hyl ene cup( 지름

50mm, 높이 60mm) 에 넣은 후 도토리거우벌레 유충을 집어넣었다.

유충을 집어넣은 후 컵의 뚜껑을 닫아주었다.

분리한 화합물의 훈증효과를 알아보기 위하여 컵에다 모래를 깐후

뚜껑을 덮은 경우, 모래를 깐후 뚜껑을 덮지 않은 경우, 모래를

깔지않고 뚜껑을 덮은 경우 등 세가지 방법을 사용하여 훈증활성

을 조사하였다.

6) 통계분석

통계분석은 SAS 프로그램내 Schef f e s t es t ( P = 0. 05) 를 사

용하여 분석하였다.
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나. 결과

1) 살충활성물질의 동정

분리된 순수화합물을 여러 가지 분석기기를 이용하여 분석한

결과 t r ans - ci nnamal dehyde로 동정되었다( Fi g. 5) .

Fi g. 5. Chemi cal s t r uct ur e of t r ans - ci nnamal dehyde

2) 계피유래 화합물들의 도토리거우벌레에 대한 살충활성

계피유래 화합물들의 도토리거우벌레에 대한 살충활성은

Tabl e 15에 나타내었다. 5mg 농도에서 eugenol , sal i cyl al dehyde,

t r ans - ci nnamal dehyde는 100% 살충활성을 나타내었다. ci nnami c

aci d의 경우 86%의 살충활성을 보였고 ci nnami c al cohol 은 60%로

다른 화합물에 비해 낮은 살충활성을 보였다. 2. 5mg 농도에서는

t r ans - ci nnamal dehyde가 96%로 가장높은 살충활성을 보였으며 1mg

농도에서는 t r ans - ci nnamal dehyde와 s al i cyl al dehyde가 76. 7%로

가장높은 살충활성을 보였다.

3) 처리방법별 계피유래 화합물들의 도토리거우벌레에 대한 살충

활성
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처리방법별 계피유래 화합물들의 도토리거우벌레에 대한 살충

활성은 Tabl e 16에 나타내었다. 뚜껑을 덮고 접촉을 하지 못하도

록 모래를 깔았을 때 5mg 농도에서 sal i cyl al dehyde가 100% 살충

활성을 보였고 eugenol 은 83%의 살충활성을 나타내어 이 두 화합

물은 훈증에 의한 살충활성이 상당히 높았다. 뚜껑을 열고 모래를

깔았을 경우에는 s al i cyl al dehyde가 80%의 살충활성을 보였으나

나머지 화합물들의 살충활성은 상당히 감소하였다. 이상의 결과

t r ans - ci nnamal dehyde의 경우 접촉 독성에 의한 살충활성이 상당

히 강한 반면 s al i cyl al dehyde와 eugenol 의 경우에는 훈증에 의한

독성이 상당히 강하다는 것을 보여주었다.
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Tabl e 15. I ns ect i ci dal act i vi t y of C. cas s i a bar ks - der i ved

mat er i al s agai ns t M. ur s ul us

Cont ent r at i on Chemi cal s a Nb Mor t al i t y ( Mean ± S. E ; %)

5mg/ f i l t er paper CD 30 86. 7 ± 5. 77ab

CL 30 60. 0 ± 26. 46b

EN 40 100a

SA 30 100a

CA 40 100a

2. 5mg/ f i l t er paper EN 30 90. 0 ± 17. 32ab

CD 30 76. 7 ± 11. 55ab

SA 30 86. 7 ± 15. 28ab

CA 30 96. 7 ± 5. 77a

1mg/ f i l t er paper EN 30 66. 7 ± 20. 82a

CD 30 53. 3 ± 15. 28a

SA 30 76. 7 ± 25. 17a

CA 30 76. 7 ± 11. 55a

aEN, Eugenol ; CD, Ci nnami c aci d; SA, Sal i cyl al dehyde; CA,

t r ans - Ci nnamal dehyde; CL, Ci nnami c al cohol .

bNumber of i ns ect t es t ed
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Tabl e 16. I ns ect i ci dal act i vi t y of C. cas s i a bar ks - der i ved

mat er i al s agai ns t M. ur s ul us by di f f er ent appl i cat i on met hod

con. Met hoda Nc

Mort al i t y (Mean ± S. E)

ENb CD SA CA

5mg
A 120 83. 3 ±5. 77b 66. 7 ±5. 77ab 100a 66. 7 ±5. 77b

B 120 36. 7 ±5. 77c 36. 7 ±23. 09b 80. 0 ±10. 00b 46. 7 ±11. 55c

C 140 100a 86. 7 ±5. 77a 100a 100a

aA: Pol yet hyl ene cup cont ai ns f i l t er paper t r eat ed wi t h t es t

mat er i al s , s ea sand and l i d; B: Pol yet hyl ene cup cont ai ns

f i l t er paper t r eat ed wi t h t es t mat er i al s , s ea s and and no

l i d; C: Pol yet hyl ene cup cont ai ns f i l t er paper t r eat ed wi t h

t es t mat er i al s and l i d

bEN, Eugenol ; CD, Ci nnami c aci d; SA, Sal i cyl al dehyde; CA,

t r ans - Ci nnamal dehyde.

cNumber of i ns ect t es t ed
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5. 식물체 메탄올추출물의 5대 농업해충에 대한 살충활성

가. 재료 및 방법

1) 실험곤충

벼멸구 ( Ni l apar vat a l ugens ) , 배추좀나방 ( Pl ut el l a

xyl os t el l a) 과 담배거세미나방 (Spodopt er a l i t ura) 은 온도 27 ±

1 ℃, 상대습도 55 ± 5%, 명암 16L: 8D의 조건으로, 복숭아혹진딧

물( Myz us per s i cae ) 은 온도 22 ± 1 ℃, 상대습도 45 ± 5%, 명암

16L: 8D의 조건으로, 점박이응애( Tet r anychus ur t i cae ) 는 25 ±

1 ℃, 상대습도 55 ± 5%, 명암 16L: 8D의 조건으로 사육하였으며,

이들은 살충제 도태를 하지 않은 실험실내 계통이었다.

2) 실험식물체 및 메탄올 추출

실험식물체는 임업연구원내 홍릉수목원에서 약 150 여종의 식

물체를 r andom 또는 anecdot al 한 방법으로 채집하였다. 채집된 식

물체는 50 ℃에서 2일간 건조기에서 건조시킨 후 마쇄하여 분말로

만들고 나서, 각각의 분말시료 50g씩을 취하여 500ml Er l enmeyer

f l ask에 넣고 메탄올 300ml 를 부어 잘 흔든 후에 실온 암실하에

방치하였다. 3일후 감압여과하고 회전진공농축기 ( EYELA aut oj ack

NAJ - 160, J apan) 로 40 ℃에서 감압농축하여 메탄올 조추출물을 얻

어, 생물검정 시료로 이용하였다.

3) 살충활성

벼멸구에 대한 식물체 메탄올 추출물의 살충활성은 충과 유묘
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동시살포법( Spar y met hod) 으로 검정하였다. 벼( 품종: 추청) 유묘

( 초장 5cm) 를 3- 5본씩 뿌리부위를 솜으로 말아서 약간의 물이 들

어있는 유리시험관( 직경 3 × 15cm) 속으로 밀어넣은 시험관에 흡

충관으로 우화 3일후의 암컷 성충을 접종하고 나서, 소형 분무기

를 이용하여 5, 000ppm으로 희석한 시료를 시험관 입구에서 분무기

를 이용하여 분무 처리하였고, 처리 48시간 후에 각각의 사충수를

조사하였다.

복숭아혹진딧물에 대한 살충활성은 담배 ( 품종: NC81) 잎을

cor k bor er 로 오려낸 절단엽 ( 직경 5cm) 1매를 5, 000ppm 공시약액

에 10초간 침지한 후 hood에서 통풍건조시켜 샤레 ( 9cm) 에 옮겼

다. 처리잎이 담겨져 있는 샤레에 무시태생의 성충암컷을 10마리

씩 접종하고 덮개를 덮은 다음 48시간 후에 각각의 사충수를 조사

하였다.

점박이응애의 경우 강남콩 잎을 채가 bor er 로 오려낸 절단엽

( 직경 5cm) 1매를 아세톤에 녹인 5, 000ppm의 조추출물 희석액에

10초간 침지하고 나서, hood에서 통풍건조시켰다. 물에 충분히 흡

수시킨 두꺼운 탈지면을 샤레에 깔고 탈지면 위에는 여지를 한 장

깐 다음 건조잎을 여지 위에 얹었으며, 건조잎 위에 응애성충 20

마리를 접종하고 나서 처리 48시간후에 사충수를 조사하였다.

배추좀나방 및 담배거세미나방에 대한 살충활성은 양배추잎을

cor k bor er 로 오려낸 절단엽 ( 직경 5cm) 1매를 5, 000ppm 공시약액

에 10초간 침지한 후 hood에서 통풍건조시켜 샤레 ( 9cm) 에 옮겼

다. 처리잎이 담겨져 있는 샤레에 배추좀나방 및 담배거세미나방

10마리씩 접종하고 덮개를 덮은 다음 48시간 후에 각각의 사충수

를 조사하였다.
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나. 결과

1) 식물체 메탄올 추출물의 살충활성

식물체 메탄올 추출물의 5종의 해충에 대한 살충활성은 Tabl e

17에 나타내었다. 벼멸구에 강한 활성을 보인 식물체는 초피나무

수피, 편백 잎, 비목나무 잎이었다. 이들 중 초피나무 수피는

100%, 편백 및 비목나무 잎은 95%의 활성을 보였다. 나머지 식물

체 추출물들은 약하거나 활성을 보이지 않았다. 담배거세미나방과

복숭아혹진딧물에 대해서는 약하거나 활성을 보이지 않았다. 굴피

나무 목부, 나도밤나무 수피, 회화나무 잎, 해송 목부는 배추좀나

방에대해 80% 이상의 매우 강한 살충활성을 보였고, 머루 줄기,

때죽나무 잎, 담뱅이덩굴 잎, 초피나무 수피는 70% 이상의 강한

살충활성을 보였다. 점박이응애의 경우, 보리밥나무 잎 추출물이

매우 강한 살충활성을 보였고, 광대싸리 잎+줄기, 두릅나무 잎,

참가시나무 잎, 모새나무 잎 추출물이 강한 살충활성을 보였고,

나머지 식물체들은 약하거나 활성을 나타내지 않았다.
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Tabl e 17. I ns ect i ci dal act i vi t y of pl ant s ext r act agai ns t

f i ve maj or agr i cul t ur al pes t s

식물명 부위 농도( ppm) BPHa GPA DBM TCW TSSM
소귀나무 잎 5000 50 0 0 0 10

생달나무 수피 5000 0 0 10 0 0

짜구사리 잎 5000 60 0 0 0 20
자작나무 목부 5000 0 0 40 0 0
청미래덩굴 잎 5000 0 0 60 0 0
굴피나무 목부 5000 0 0 90 20 0
머루 줄기 5000 0 0 70 0 0
나도밤나무 수피 5000 0 0 80 0 0
합다리나무 수피 5000 0 0 50 30 0
합다리나무 잎 5000 0 0 60 0 0
회화나무 잎 5000 0 0 80 20 10
때죽나무 잎 5000 0 0 70 30 0
때죽나무 목부 5000 0 0 60 20 0
참회나무 수피 5000 0 0 40 0 67
참회나무 잎 5000 0 0 30 0 0
비목나무 수피 5000 0 0 60 0 0
비목나무 목부 5000 0 0 50 0 60
철쭉꽃 잎 5000 0 0 60 0 0
철쭉꽃 목부 5000 0 0 50 0 0
복분자딸기 잎 5000 0 0 40 0 0
담쟁이덩굴 잎 5000 0 0 70 0 0
향나무 잎 5000 0 0 40 0 10
대만풍나무 잎 5000 30 0 10 0 0
계수나무 잎 5000 0 0 10 0 0
대추 잎 5000 0 0 0 0 0
보리수나무 잎 5000 0 0 0 0 0
갈참나무 잎 5000 0 0 0 0 0
참느릅나무 잎 5000 0 0 0 0 0
말채나무 목부 5000 0 0 10 0 0
광대싸리 줄기 5000 0 0 0 0 0
측백나무 수피 5000 0 0 50 0 0
측백나무 잎 5000 0 0 0 0 20
칡 잎+줄기 5000 0 0 0 0 0

aBPH, 벼멸구; GPA, 복숭아혹진딧물; DBM, 배추좀나방; TCW, 담배거세미나방, TSSM, 점

박이응애
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Tabl e 17. cont i nued

식물명 부위 농도( ppm) BPH GPA DBM TCW TSSM
산초나무 잎 5000 0 0 0 0 0
나도밤나무 목부 5000 0 0 10 0 0

수양벚나무 수피 5000 0 0 0 0 0

모감주나무 잎 5000 0 0 10 0 0

참식나무 잎 5000 0 0 30 0 0

홍가시 잎 5000 0 0 0 0 0

센달나무 목부 5000 0 0 20 0 0

생달나무 목부 5000 0 0 30 10 0

산벚나무 목부 5000 0 0 0 0 0

오동 수피 5000 0 0 0 0 0

계수나무 목부 5000 0 0 10 0 0

보리밥나무 잎 5000 0 0 0 0 80

팔손이 잎 5000 0 0 0 0 0

육계나무 수피 5000 30 0 0 0 0
돌배나무 잎 5000 0 0 0 0 0

사스레피나무 잎 5000 0 0 0 0 60
후박나무 잎 5000 0 0 0 0 50
녹나무 잎 5000 0 0 0 0 0

종가시나무 수피 5000 0 0 0 0 50

헛개나무 목부 5000 0 0 0 0 60

참식나무 목부 5000 0 0 0 0 43

복자기 잎 5000 0 0 0 0 37

광대싸리 잎+줄기 5000 0 0 0 0 70

참느릅나무 수피 5000 0 0 0 0 0

음나무 목부 5000 0 0 0 0 40

줄사철나무 잎 5000 0 0 0 0 57
개머루 줄기 5000 0 0 0 0 20
굴피나무 수피 5000 0 0 0 0 20

붉가시나무 목부 5000 0 0 0 0 23

참가시나무 수피 5000 0 0 0 0 0

구실잣밤나무 잎 5000 0 0 0 0 50

자귀나무 목부 5000 0 0 0 0 33
두릅나무 잎 5000 0 0 0 0 70
초피나무 수피 5000 100 0 70 0 73

층층나무 수피 5000 0 0 0 0 50

편백 잎 5000 95 0 0 0 57
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Tabl e 17. cont i nued

식물명 부위 농도( ppm) BPH GPA DBM TCW TSSM
잣나무 목부 5000 0 0 0 0 0
모과나무 수피 5000 0 0 0 0 0
방크스소나무 수피 5000 0 0 0 0 0
산딸나무 수피 5000 0 0 0 0 0
느릅나무 수피 5000 0 0 0 0 0
자작나무 잎 5000 0 0 0 0 0
느티나무 수피 5000 0 0 0 0 0
두충 목부 5000 0 0 0 0 0
해송 잎 5000 0 0 0 0 0
진달래 꽃 5000 0 0 0 0 0
종가시나무 잎 5000 0 0 0 0 0
참취 5000 0 0 0 0 0
잣나무 잎 5000 0 0 0 0 0
구상나무 수피 5000 0 0 0 0 0
멀구슬나무 잎 5000 0 0 0 0 0
붉가시나무 수피 5000 0 0 0 0 0
전나무 잎 5000 0 0 0 0 0
서어나무 잎 5000 0 0 0 0 0
센달나무 잎 5000 0 0 0 0 0
잣나무 수피 5000 0 0 0 0 0
진달래 줄기 5000 0 0 20 0 0
감탕나무 잎 5000 0 0 0 0 0
삼나무 잎 5000 0 0 0 0 0
조구나무 잎 5000 0 0 10 0 0
굴피나무 잎 5000 0 0 0 0 0
송악 잎 5000 0 0 0 0 0
굴거리나무 수피 5000 0 0 0 0 0
화살나무 잎 5000 0 0 0 0 0
조록나무 잎 5000 0 0 0 0 0
음나무 수피 5000 0 0 0 0 0
모새나무 목부 5000 0 0 0 0 0
삼나무 목부 5000 0 0 0 0 0
노각나무 수피 5000 0 0 50 0 0
두릅나무 수피 5000 0 0 20 0 0
구상나무 잎 5000 0 0 20 0 0
신나무 목부 5000 0 0 0 0 0
구걸목서 잎 5000 0 0 20 0 0
먼나무 목부 5000 0 0 10 0 0
방크스소나무 잎 5000 0 0 0 0 0
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Tabl e 17. cont i nued

식물명 부위 농도( ppm) BPH GPA DBM TCW TSSM

종비나무 목부 5000 0 0 0 0 0

산벚나무 수피 5000 0 0 0 0 0

낙엽송 잎 5000 0 0 0 0 0

소귀나무 수피 5000 0 0 0 0 0

음나무 수피 5000 0 0 10 0 0

먼나무 수피 5000 0 0 0 0 0

적송 수피 5000 0 0 0 0 0

분비나무 수피 5000 0 0 0 0 0

다래 5000 0 0 0 0 0

육박나무 잎 5000 0 0 0 0 0

광나무 잎 5000 0 0 0 0 0

해송 목부 5000 0 0 80 0 0

느릅나무 목부 5000 0 0 0 0 0

호랑가시나무 잎 5000 0 0 0 0 0

개망초 5000 0 0 0 0 0

리기다소나무 잎 5000 0 0 0 0 0

미역취 5000 0 0 0 0 0

해송 수피 5000 0 0 0 0 0

푸조나무 잎 5000 0 0 0 0 0

굴거리나무 잎 5000 0 0 0 0 0
돈나무 잎 5000 0 0 20 0 0
산딸나무 목부 5000 0 0 0 0 0
센달나무 수피 5000 0 0 0 0 0
주목 잎 5000 0 0 0 0 0
붉나무 잎 5000 0 0 0 0 0
족제비싸리 5000 0 0 20 0 0
전나무 목부 5000 0 0 0 0 0
육박나무 수피 5000 0 0 0 0 0
오미자 5000 0 0 0 0 0
물푸레나무 목부 5000 0 0 0 0 0
팽나무 목부 5000 0 0 0 0 0
오동 잎 5000 0 0 0 0 0
참식나무 수피 5000 0 0 0 0 0
서어나무 목부 5000 0 0 0 0 0
사람주나무 수피 5000 0 0 0 0 0
참가시나무 목부 5000 0 0 0 0 0
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Tabl e 17. cont i nued

식물명 부위 농도( ppm) BPH GPA DBM TCW TSSM

송악 줄기 5000 0 0 0 0 0

벽오동 잎 5000 0 0 0 0 0

보리수나무 줄기 5000 0 0 10 0 0

소사나무 수피 5000 0 0 10 0 0

전나무 수피 5000 0 0 0 0 60

모감주나무 수피 5000 0 0 20 0 0

갈참나무 수피 5000 0 0 0 0 0

목련 목부 5000 0 0 0 0 40

성쑥부쟁이 5000 0 0 10 0 57

참가시나무 잎 5000 20 0 0 0 77

모새나무 잎 5000 0 0 0 0 70

조록나무 목부 5000 0 0 0 0 0

비목나무 잎 5000 95 0 0 0 0

붓순나무 수피 5000 0 0 0 0 0

아왜나무 잎 5000 25 0 0 0 0

플라타너스 잎 5000 0 0 20 0 0

목백합 잎 5000 0 0 0 0 0

큰잎꽝꽝 잎 5000 0 0 0 0 0

개비자나무 잎 5000 0 0 0 0 0

육박나무 목부 5000 0 0 0 0 0
미역줄나무 5000 0 0 10 0 0
태산목 잎 5000 0 0 0 0 0
방크스소나무 목부 5000 0 0 0 0 0
노각나무 목부 5000 0 0 0 0 0
붉나무 수피 5000 0 0 0 0 0
느티나무 목부 5000 0 0 0 0 0
오동 목부 5000 0 0 0 0 0
황칠나무 목부 5000 0 0 10 0 0
합다리나무 목부 5000 0 0 0 20 0
후박나무 수피 5000 0 0 0 0 0
물푸레나무 수피 5000 0 0 0 10 0
구실잣밤나무 목부 5000 0 0 0 10 0
홍가시 수피 5000 0 0 0 0 0
홍가시 목부 5000 0 0 0 0 0
모감주나무 목부 5000 0 0 0 0 0
복자기 목부 5000 0 0 0 0 0
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6. 향기성한방식물체 메탄올 조추출물의 5종의 농업해충에 대한

살충활성 스크리닝

가. 재료 및 방법

1) 실험식물체 및 메탄올 추출

실험식물체는 경동시장에서 35 종의 향기성한방식물체를

r andom 또는 anecdot al 한 방법으로 경동시장에서 구입하였다. 구

입한 식물체는 50 ℃에서 2일간 건조기에서 건조시킨 후 마쇄하여

분말로 만들고 나서, 각각의 분말시료 50g씩을 취하여 500ml

Er l enmeyer f l as k에 넣고 메탄올 300ml 를 부어 잘 흔든 후에 실온

암실하에 방치하였다. 3일후 감압여과하고 회전진공농축기 ( EYELA

aut oj ack NAJ - 160, J apan) 로 40 ℃에서 감압농축하여 메탄올 조추

출물을 얻어, 생물검정 시료로 이용하였다.

2) 실험곤충

- 식물체메탄올추출물의 5대 농업해충에 대한 살충활성과 동일

3) 살충활성

- 식물체메탄올추출물의 5대 농업해충에 대한 살충활성과 동일

나 . 결 과

1) 향기성한방식물체의 5종의 주요농업해충에 대한 살충활성

향기성한방식물체의 5종의 주요농업해충에 대한 살충활성은
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Tabl e 18과 Tabl e 19에 나타내었다. 5000 ppm 농도에서 벼멸구에

강한 살충을 나타낸 식물체는 창포, 곽향, 삼내자, 정향, 후추 그

리고 울금이었다. 복숭아혹진딧물에 강한 살충활성을 나타낸 식물

체는 석창포, 창포, 편뇌, 대회향, 삼내자, 정향, 후추 그리고 천

궁이었다. 편뇌, 대회향, 후추, 천궁과 울금은 배추좀나방에 대하

여 80% 이상의 강한 살충활성을 나타내었다. 그 중요성에도 불구

하고 담배거세미나방에 강한 살충활성을 갖는 식물체는 없었으며

점박이응애의 경우 마만이 80% 이상의 살충활성을 나타내었다.

5, 000 ppm 농도에서 강한 살충활성을 나타낸 식물체들은 다

시 2, 500 ppm 농도로 희석하여 살충활성을 조사하였다. 2, 500 ppm

농도에서 벼멸구에 강한 살충활성을 보인 식물체는 울금이었다.

복숭아혹진딧물의 경우 편뇌, 삼내자 및 대회향이 80% 이상의 강

한 살충활성을 보였다. 배추좀나방의 경우 편뇌, 후추 및 울금이

강한 살충활성을 보였으며 담배거세미나방과 점박이응애는 살충활

성을 나타내는 식물체는 없었다.
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Tabl e 18. I ns ect i ci dal act i vi t y of ar omat i c medi ci nal pl ant s
agai ns t f i ve maj or agr i cul t ur al pes t s at 5, 000 ppm

식물체명
살충율 ( 평균 ± 표준편차, 반복수=3)

BPH GPA DBM TCW TSSM
석창포 63. 6±35. 1 83. 3±20. 8 50±17. 3 16. 7±5. 8 73. 3±6. 5
창포 100 90. 0±17. 3 56. 7±30. 6 - 48. 0±8. 5
쑥 - - - - -
유향 - - - - -
목향 - - - - -
팔각향 - - - - -
모과 - - - - -
편뇌 78. 3±17. 6 100 100 - 45. 7±19. 1
곽향 100 - - - -
형계 - - - - -
지초 - - - - -
육계 18. 3±16. 1 - - - -
조협 - - - - -
감초 - - - - -
자단향 45±17. 3 - 66. 7±35. 1 - -
삼내자 100 100 - - 35. 7±15
대회향 28. 3±20. 2 96. 7±5. 8 100 - -
후박 - - - - -
정향 90±5. 0 86. 7±23. 1 36. 7±15. 3 - 32. 3±21. 4
산목 - - - - -
목단피 30±27. 8 - - - -
후추 98. 3±2. 9 100 100 23. 3±5. 8 60±10
대황 - - - - -
영릉향 - - - - 53. 3±15. 3
단목 - - - 46. 7±15. 3 -
오수유 - - - - -
초피 (열매) 46. 7±12. 6 - - - -
초피(식물전체) 45±20 - - - -
마 - - - - 84. 3±5. 1
백부근 - - - - -
침향 - - - - -
백지 33. 3±22. 5 - - - 30±30
천궁 60±20 100 100 - -
감송향 - - - - -
계심 - - - - -
울금 95±8. 7 - 100 - -
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Tabl e 19. I ns ect i ci dal act i vi t y of ar omat i c medi ci nal pl ant s

agai ns t f i ve maj or agr i cul t ur al pes t s at 2, 500 ppm

식물체명

살충율 ( 평균 ± 표준편차, 반복수=3)

BPHb GPA DBM TCW TSSM

창포 46. 7 ±45. 1 56. 7±23. 1 20 - -

편뇌 16. 7 ±24. 7 100 96. 7 ±5. 8 - -

곽향 8. 3 ±7. 6 - - - -

삼내자 - 96. 7 ±5. 8 - - -

대회향 28. 3 ±20. 2 83. 3±11. 5 40 ±17. 3 - -

정향 - - - - -

후추 - - 96. 7 ±5. 8 6. 7±5. 8 23. 3 ±20. 8

천궁 - - - - -

울금 95 ±8. 7 - 93. 3 ±11. 5 - -

aSee Tabl e 17
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7. 후추( Pi per ni grum) 로부터 5종의 중요농업해충에 대한 살충활

성물질 탐색

가. 재료 및 방법

1) 실험식물체 및 메탄올 추출

후추(Pi per ni gr um) 열매( 2kg) 는 경동시장에서 구입하였다.

말린 후추열매는 마쇄기로 간후 메탄올로 이틀간 침지한 후 진공

회전농축기를 이용하여 농축하여 메탄올 조추출물을 얻었다. 후추

메탄올 조추출물의 수율은 10%였다. 메탄올 조추출물 100g은 다시

헥센( 800 ml ×2) , 클로로포름( 800 ml ×2) , 에틸아세테이트( 800

ml ×2) , 부탄올로( 800 ml ×2) 용매분획을 하였다. 살충활성을

나타낸 헥센층과 클로로포름층은 다시 open col umn

chr omat ogr aphy를 이용하여 분리하였다.

2) 실험곤충

- 향기성한방식물체의 5대 농업해충에 대한 살충활성과 동일

3) 살충활성

- 향기성한방식물체의 5대 농업해충에 대한 살충활성과 동일

나. 결과

1) 메탄올 및 용매분획층의 살충활성

후추의 메탄올 조추출물과 용매분획층의 살충활성은 Tabl e 20
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에 나타내었다. 메탄올 조추출물은 벼멸구, 복숭아혹진딧물 및 배

추좀나방에 강한 살충활성을 나타내었고 hexane 층은 벼멸구 및

배추좀나방에 chl or of or m층은 배추좀나방에 강한 살충활성을 나타

내었다. Et hyl acet at e와 but anol 층은 활성을 나타내지 않았다.

2) Col umn을 이용한 분리층의 살충활성

유리칼럼을 이용하여 분리한 hexane 및 chl or of or m층의 살충

활성은 Tabl e 21에 나타내었다. Hexane Fr . I 층은 배추좀나방에

대해 2, 500 ppm 농도에서 86. 7%의 살충활성을 보였다. Hexane

Fr . I I 층은 복숭아혹진딧물 및 배추좀나방에 각각 90%와 100%의

강한 살충활성을 나타내었다. Chl or of or m 층은 Fr . I I 층이 배추좀

나방에 대해 86. 7%로 강한 살충활성을 나타내었다. Hexane Fr . I ,

hexane Fr . I I 와 chl or of or m Fr . I I 층의 활성물질은 지금 탐색중에

있다.

Tabl e 20. I ns ect i ci dal act i vi t y of s ol vent f r act i ons of P.

ni grum ext r act

Sol vent f r act i ons
Con.

( ppm)

Mor t al i t y ( Mean ± S. E, %)

BPHa GPA DBM TCW TSSM

MeOH 5000 +++b +++ +++ - +

Hexane 2500 +++ - +++ + +

Chl or of or m 2500 - - +++ - -

Et hyl acet at e 2500 - - - - -

But anol 2500 - - - - -

aSee Tabl e 17

b+++; > 80%, ++; > 60- 80%, +; >40- 60%, - ; <40%
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Tabl e 21. I ns ect i ci dal act i vi t y of col umn f r act i ons

fr act i ona
Con.

(ppm)

Mor t al i t y ( Mean, %)

BPH GPA DBM TCW TSSM

H. Fr. I 2500 0 3. 3 86. 7 0 0

H. Fr. II 2500 41. 74 90 100 53. 3 34

H. Fr. III 2500 16. 7 23. 3 46. 7 0 47. 3

C. Fr. I 2500 0 0 0 0 0

C. Fr. II 2500 0 16. 75 86. 73 0 0

C. Fr. III 2500 0 0 0 0 0

aH: hexane; C: chl or of or m
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8. 편백정유의 팥바구미에 대한 살충활성검정

가. 재료 및 방법

1) 정유추출 및 생물검정

편백건전목 잎을 체취한 후 길이를 약 1cm로 자른 후 AOAC

19. 117에 규정한 정유추출 장치의 1 ℓ용량 후라스크에 약 150g을

넣고 100 ℃에서 3- 4시간 증류하여 얻었다. 실험에 사용한 팥바구

미는 한국화학연구소에서 분양받아 팥으로 25 ℃, RH 65%, 명암

16: 8 ( L: D) 시간 조건으로 사육한 성충을 사용하였다. 생물검정은

여과지침지법( f i l t er paper di f f us i on met hod) 을 사용하였다. 정

유추출물을 원하는 농도로 하여 50㎕ 아세톤에 녹인후 여과지에

처리한 후 2분간 휘발시켰다. 처리된 여과지는 바이엘( 40ml ) 의 아

랫면에 넣은후 팥바구미 10마리를 집어넣었다. 각각의 농도에 대

한 반복수는 5반복이었고, 살충율은 처리 24시간 후에 조사하였

다.

2) 정유성분분석

정유성분분석 조건은 Tabl e 22에 나타내었다.
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Tabl e 22. Condi t i ons of Gas chr omat ogr aphy and mas s

s pect r omet er

GC HP6830

MS J MS- 600W, J EOL

Col umn
DB- WAX ( 60m, 0. 25 mm I D, 0. 25 ㎛ f i l m

t hi ckness , J & WSci ent i f i c Co. )

Oven t emper at ur e 70 ℃ t o 200 ℃ ( 2 ℃/ mi n)

I nj ect i on vol ume 2 ㎕

나 . 결 과

1) 편백정유 및 편백정유성분의 팥바구미에 대한 살충활성

편백정유의 팥바구미 암수에 대한 살충효과는 Tabl e 23에 나

타내었다. LC50 및 LC9 5의 값은 숫컷의 경우 1. 17 및 2. 83mg/ 여과

지 이었고 암컷의 경우 1. 80과 7. 65 mg/ 여과지 이었다. 암컷의 경

우 편백정유에 대한 강한 내성을 보여 이후의 실험에는 암컷만을

사용하였다. 편백정유를 분석한 결과 대부분이 침엽수 계통의 나

무에서 잘 알려진 t er penoi ds 계통의 물질들이 주를 이루었다. 이

중 많은 양이 함유된 al pa- pi nene, t er pi nol ene, l i monene,

s abi nene, bor nyl acet at e 및 myr cene을 가지고 훈증효과를 조사

하였고 Tabl e 24에 그 결과를 나타내었다. 2mg/ 여과지 농도에서

bor nyl acet at e, t er pi nol ene과 l i mone등은 높은 살충활성을 나타

내었으나 al pa- pi nene, s abi nene과 myr cene은 낮은 활성을 나타내

었다. bor nyl acet at e, t er pi nol ene 및 l i mone의 LC50 및 LC95 값

은 Tabl e 25에 나타내었다. Bor nyl acet at e의 경우 LC5 0 및 LC95값
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은 각각 0. 66 및 2. 61mg/ 여과지 이었고 t er pi nol ene의 경우 0. 94

및 3. 11 mg/ 여과지 이었으며 l i monene의 경우 1. 65 및 3. 97mg/ 여

과지 이었다.

2) 편백정유성분

가스크로마토그래피 및 질량분석기에 의해 분석된 편백정유성

분은 Fi g. 6에 나타내었다.

Fi g. 6. Gas chr omat ogr am of C. obt us a es s ent i al oi l
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Tabel 23. I ns ect i ci dal act i vi t y of C. obt us a es sent i al oi l

agai ns t C. chi nens i s

Sex Na
LC5 0 ［( 95% CL) ,

mg/ f i l t er paper ］

LC95 ［( 95% CL) ,

mg/ f i l t er paper ］
Sl ope

Mal e 250 1. 17 ( 1. 06 - 1. 29) 2. 83 ( 2. 37 - 3. 70) 4. 30

Femal e 250 1. 80 ( 1. 46 - 2. 10) 7. 65 ( 5. 42 - 15. 09) 2. 62

aNumber of i ns ect t es t ed

Tabl e 24. I ns ect i ci dal act i vi t y of component s of C. obt us a

es s ent i al oi l agai ns t f emal e adul t of C. chi nens i s

Chemi cal s a Nb Mor t al i t y ( Mean ± S. E) , %c

Bor nyl acet at e 50 96 ± 5. 5a

Ter pi nol ene 50 86 ± 13. 4ab

( ＋) - Li monene 50 62 ± 4. 5b

Myr cene 50 20 ± 4. 5c

( ＋) - Sabi nene 50 20 ± 4. 5c

α- pi nene 50 0c

a2mg/ f i l t er paper

bNumber of i ns ect t es t ed

bMor t al i t y: I nves t i gat ed at 24h l at er af t er t r eat ment
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Tabl e 25. I ns ect i ci dal act i vi t y of bor nyl acet at e,

t er pi nol ene and l i monene agai ns t f emal e adul t of C. chi nens i s

Chemi cal s N
LC50 ［( 95% CL) ,

mg/ f i l t er paper ］a

LC9 5 ［( 95% CL) ,

mg/ f i l t er paper ］
Sl ope

B o r n y l

acet at e
250 0. 66 ( 0. 55 - 0. 78) 2. 61 ( 1. 97 - 4. 06) 2. 77

Ter pi nol ene 250 0. 94 ( 0. 80 - 1. 09) 3. 11 ( 2. 40 - 4. 55) 3. 16

Li monene 250 1. 65 ( 1. 48 - 1. 86) 3. 97 ( 3. 13 - 6. 09) 4. 31

aMor t al i t y: I nves t i gat ed at 24h l at er af t er t r eat ment
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9. 오리나무잎벌레의 기주선호도와 기주식물체의 유인성분 탐색

가. 재료 및 방법

1) 실험곤충

오리나무잎벌레의 기주선호도는 오리나무잎벌레 유충을 사용

하였다. 오리나무잎벌레의 유충은 홍릉수목원내 물오리나무 및 오

리나무에서 1998년도와 1999년도에 채집하였다. 채집한 유충은 2

5 ℃, RH 65%, 명암 16: 8 ( L: D) 시간 조건하에서 물오리나무를 이

용하여 사육하였다. 기주식물체에 대한 유인력은 오리나무잎벌레

성충을 사용하였다. 오리나무잎벌레는 홍릉수목원에서 5월에 물오

리나무에서 채집하였다. 채집한 성충은 25 ℃, RH 65%, 명암 16: 8

( L: D) 조건하에서 물오리나무를 이용하여 사육하였다. 유인력 검

정에 사용한 식물체는 물오리나무, 오리나무였고 홍릉수목원내에

서 채집하였다.

2) 실험식물체

오리나무잎벌레 유충 및 성충의 기주식물체는 자작나무과로

알려져 있다. 따라서 오리나무잎벌레 유충의 기주선호도에는 자작

나무과 9종의 식물체를 사용하였다. 채집한 식물체는 Tabl e 26에

나타내었다.
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Tabl e 26. Pl ant s peci es t es t ed f or hos t pr ef er ence

Genus Pl ant s peci es

Al nus

A. hi r s ut a Rupr echt

A. j aponi ca St eud.

A. maxi mowi cz i i Cal l i er

Bet ul a
B. schmi dt i i Regel

B. davur i ca Pal l as

Cor yl us
C. s i ebol di ana var . mands bur i ca Bl .

C. het er ophyl l a var . t hunbergi i Schnei der

Car pi nus
C. cor dat a Bl .

C. t s chonos ki i var . brevi cal yci na

3) 기주선호도 검정

기주선호도는 choi ce와 no choi ce 검정법을 사용하였다.

choi ce 검정의 경우 각각의 식물체를 cor k bor er ( 720 mm2) 로 오

려낸 후 24h후에 섭식면적을 계산하였다. 대조구로는 물오리나무

잎을 사용하였고 나머지 8종의 식물체를 물오리나무와 비교하였

다. No choi ce 검정의 경우 9종의 식물체를 cor k bor er 로 오려낸

후 24h 후에 면적을 계산하였다. 면적은 컴퓨터와 연결된 col or

i mage mi cr os cope s ys t em ( Sams ung) 을 이용하였다.

4) 유인력 검정

기주식물에 대한 오리나무잎벌레의 유인력은 Y- t ube

ol f act omet er 를 이용하여 검정하였다. 한쪽 유리 chamber 에 검정

에 기주식물을 넣고 한쪽에는 아무것도 넣지않은 유리 chamber 에
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600ml / mi n 속도로 char col 을 이용하여 불순물을 제거한 깨끗한 공

기를 흘려주었다. 오리나무잎벌레 성충 1마리를 Y- t ube

ol f act omet er 끝에 위치한후 양쪽 유리 chamber 중 어느쪽을 선택

하는지 조사하였다. 총 관찰시간은 마리당 5분동안 관찰하였고 5

분내에 아무것도 선택하지 않은 경우는 무반응으로 처리하였다.

물오리나무에는 성충 60마리, 오리나무는 46마리를 사용하였다.

5) 휘발성물질 추출

물오리나무 및 오리나무의 휘발성 물질은 수증기증류법을 사

용하여 추출하였다. 채취한 잎을 증류수로 깨끗이 씻은 후 2- 3cm

길이로 잘라내어 수증기증류장치에 증류수( 50ml ) 와 함께 넣어 수

증기증류장치를 이용하여 2시간 동안 추출하였다. 추출은 hexane

을 이용하였다.

6) 유인성분분석

정유성분분석은 GC- MS를 이용하여 분석하였다. 분석조건은

Tabl e 27과 같다.
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Tabl e 27. Condi t i ons of gas chr omat ogr aphy and mas s

s pect r omet er

GC HP6830

MS J MS- 600W, J EOL

Col umn
DB- WAX( 60m, 0. 25 mm I D, 0. 25 ㎛ f i l m

t hi cknes s , J & WSci ent i f i c Co. )

Oven t emper at ur e 70 ℃ t o 200 ℃ ( 2 ℃/ mi n)

I nj ect i on vol ume 4㎕

나. 결과

1) 기주선호도 조사 ( No choi ce as s ay)

오리나무잎벌의 no choi ce 검정에 의한 기주선호도는 Fi g. 6

에 나타내었다.
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Fi g. 6. Hos t pr ef er ence of A. coerul ea l ar vae ( no choi ce) .

A=A. hi r s ut a, B=A. j aponi ca, C=A. maxi mowi cz i i , D=C.

s i ebol di ana var . mands bur i ca, E=C. het er ophyl l a var .

t hunber gi i , F=B. schmi dt i i , G=B. davur i ca, H=C. cor dat a, I =C.

t s chonos ki i var . br evi cal yci na. Repl i cat i on=3.

Fi g. 6에서와 같이 오리나무잎벌레 유충은 오리나무속의 물

오리나무, 오리나무는 100% 가해를 하였다. 개암나무속의 물개암

과 개암나무도 쉽게 가해를 하는 것을 보여주었다. 오리나무속의

두메오리는 물오리나무나 오리나무에 비해 가해정도가 적었으며

자작나무속의 박달나무와 물박달나무는 거의 섭식을 하지 않았다.

서어나무속의 당개서어나무는 60% 정도 가해를 하였으나 까치박달

은 거의 섭식을 하지 않았다.

Fi g. 7은 choi ce 검정을 하였을 때의 기주선호도를 나타낸다. 대

조구로는 물오리나무 잎을 사용하였고 나머지 8종의 자작나무과

나무 잎을 물오리나무잎의 섭식정도와 비교하였다.

- 87 -



Fi g. 7. Hos t pr ef er ence of A. coer ul ea l ar vae ( choi ce) . A =

A. hi r s ut a vs A. j aponi ca, B = A. hi r s ut a vs A.

maxi mowi cz i i , C = A. hi r sut a vs C. s i ebol di ana var .

mands hur i ca D =A. hi r s ut a vs C. het er ophyl l a var .

t hunber gi i , E = A. hi r s ut a vs B. s chmi dt i i , F = A. hi r s ut a vs

B. davur i ca , G = A. hi r s ut a vs C. cor dat a , H = A. hi r s ut a vs

C. t s chonos ki i var . ber vi cal yci na. ▒; A. hi r s ut a l eave, ▥;

ot her t es t ed l eaves . Repl i cat i on = 3.

Fi g. 7에서 보듯이 오리나무잎벌레 유충은 오리나무와 물오리

나무 경우를 제외하곤 모두 물오리나무를 더 많이 섭식함을 알 수

있다. 위의 결과들로 보아 오리나무잎벌레가 가장 선호하는 기주

식물은 물오리나무와 오리나무임을 알 수 있었다. 실제로 수목원

내에서 오리나무잎벌레가 가해하는 수종은 물오리나무와 오리나무
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만을 가해하는 것으로 채집도중 관찰되었다. 물오리나무와 오리나

무 근처에 여러 자작나무과 나무들이 있었으나 산란된 알이나 가

해하는 유충을 발견하진 못하였다.

주요 기주식물로 알려진 물오리나무와 오리나무에 대한 오리나무

잎벌레 성충을 Y- t ube ol f act omer e를 사용하여 유인정도를 알아본

결과는 Fi g. 8에 나타내었다.

Fi g. 8. Ol f act or y r es pons e of A. coer ul ea adul t t o hos t

pl ant s . ▒; l eave, ▥; cl ean ai r , ▨; no r es pons e.

Fi g. 8에서와 같이 물오리나무의 경우 성충 60마리중 57마리

가 반응을 나타내어 반응정도는 95% 이었다. 반응한 개체들중 물

오리나무잎을 선택한 개체수는 52마리로 91. 2%가 물오리나무잎을

선택하였다. 깨끗한 공기를 선택한 개체수는 3마리로 8. 8% 이었

다. 오리나무의 경우 46마리중 42마리가 반응을 나태내어 반응정
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도는 93. 3% 이었다. 반응한 개체수중 오리나무잎을 선택한 개체수

는 33마리로 78. 5%가 오리나무잎을 선택하였다. 깨끗한 공기를 선

택한 개체수는 9마리로 21. 5%였다.

이상의 결과에서 오리나무잎벌레는 물오리나무와 오리나무에

서 나오는 냄새에 강한 반응을 나타냄을 알 수 있었다. 이러한 반

응에 관여하는 물질이 무엇인가를 알아보기 위하여 물오리나무와

오리나무잎의 휘발성물질을 탐색하였고 그 결과는 Fi g. 9에 나타

내었다.

두 나무의 휘발성물질들은 매우 비슷한 것으로 밝혀졌다. 물오리

나무의 경우 (Z) -3-hexen-1-ol acet at e (6. 9%) , 1-hexen-ol (1. 2%),

(Z) -3-hexen-1-ol (19. 5%) , L- l i nal ool (6. 3%), hot r i enol (11. 5%) ,

t et r adecanal (3. 2%) , bet a- ci t ronel l ol (1. 2%) , t rans-gerani ol (1. 4%) ,

2, 6-bi s(1, 1-di met hyl et hyl -4-met hyl ) phenol (3. 3%) , 1, 2-met hoxy-4-(2-pro

penyl ) phenol (2. 0%) , t r i cosane (2. 3%) and pent acosane (2. 9%) 등이 동정

되었고, 오리나무의 경우 (Z) -3-hexen-1-ol acet at e (1. 3%), 1-hexen-ol

(0. 9%) , (Z) -3-hexen-1-ol (16. 8%), L- l i nal ool (0. 9%) , hot r i enol (1. 3%) ,

t rans-gerani ol (3. 7%), 2, 6-bi s(1, 1-di met hyl et hyl -4-met hyl ) phenol (0. 7%) ,

neophyt adi ene (2. 6%) , val encene (0. 7%), 1, 2-met hoxy-4-(2-propenyl )

phenol (5. 0%) and kaur-16-ene (50. 1%) 등이 동정되었다. 두 나무 모두

green l eaf vol at i l e compounds로 알려진 (Z) -3-hexen-1-ol acet at e,

1- hexen- ol , ( Z) - 3- hexen- 1- ol 이 다량으로 포함되어 있었고

l i nal ool 및 ger ani ol 등이 함유되어 있었다. 아직 어떠한 물질이

오리나무잎벌레에 유인력을 갖는지 확실하지 않고 다음연도에 실

험실 및 필드에서 실험할 계획으로 있다.
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Fi g. 9. Gas chr omat ogram of A. hi rsut a and A. j aponi ca. A = A.

hi rsut a ; 1: ( Z) - 3- hexen- 1-ol - acet at e, 2: 1- hexenol ,

3: ( Z) - 3-hexen-1- ol , 4: Li nal ool , 5: hor t r i enol , 6: UK, 7: t et r adecanal ,

8: UK, 9: Bet a- ci t ronel l ol , 10: t r ans-gerani ol , 11: 2, 6- bi s

( 1, 1, di met hyl et hyl - 4- met hyl ) phenol , 12: 2- met hoxy-4- (2- pr openyl )

phenol , 13: t r i cosane, 14: pent acosane B = A. j aponi ca

; 1: ( Z) - 3- hexen- 1-ol - acet at e, 2: 1- hexenol , 3: ( Z) - 3-hexen-1- ol ,

4: Li nal ool , 5: hor t r i enol , 6: t r ans-gerani ol , 7: 2, 6-bi s

( 1, 1, di met hyl et hyl - 4- met hyl ) phenol , 8: neophyt adi ene, 9: UK,

10: val encene, 11: 2- met hoxy- 4- ( 2-pr openyl ) phenol , 12: kaur - 16- ene.
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제 2 세부과제

천적미생물 탐색 및 개발 분야

세부연구책임자 : 임업연구원 신상철
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제 3 장 천적미생물 탐색 및 개발 분야

제 1 절 서 설

인구의 증가는 식량확보라는 현실적인 문제와 밀접한 연관이 있으

며 고도로 산업화된 오늘날에도 식량문제는 가장 중요하고 기본적인 것

으로서 식량생산을 저해되는 요인을 제거하거나 개선시키기 위한 많은

연구들이 진행되고 있다. 식량 생산성을 감소시키는 여러 가지 요인들

중에서 해충에 의한 피해를 줄이기 위하여 과거 50여년 동안 화학농약에

전적으로 의존해 왔으며, 실제로 농약사용은 농업생산성 향상에 크게 기

여해 왔다 ( 山本 1992) . 그러나 화학농약의 사용은 식량의 증수는 가져

왔지만 환경오염과 생태계파괴라는 부수적인 문제도 야기시킴으로서, 최

근에는 환경친화적 해충방제에 대한 연구들이 많은 주목을 받고 있다.

1940년대부터 개발된 유기인계 농약들은 우리나라에서도 해충 밀도 억제

의 유일한 방법으로 인식되어 왔다 ( 백 1983) .

그러나 농약사용은 해충의 저항성 증가와 (Forgash 1984) 각종 천

적류에 대한 부정적인 영향, 유효성분의 잔류에 의한 생태적, 환경적 문

제를 유발시키고 있다. 그리하여 gr een round와 같은 국제협약을 통해

환경친화적인 생물농약개발을 독려하게 되었으며, 선진국에서는 2010년

부터 화학농약의 사용을 금지하고 있다. 해충의 화학적 방제의 대체수단

으로서 최근에는 천적류를 이용한 생물적 방제가 보편화되어 활용되고

있다. 또한 환경보전형 농업의 개념이 농업생산에 도입되면서 종합적 방

제가 실질적으로 이용되고 있고, 종합적 방제에서 생물학적 방제의 중요
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성이 더욱 증가되고 있다.

생물적 방제 인자들 중 곤충병원성 곰팡이는 기주체에 직접 접촉하

거나 기주가 섭식하는 과정에 감염하여 기주를 치사시키는 천적으로서

( Leger 1993) 세계적으로 700여종이 알려져 있다 ( Haj ek와 Leger 1994) .

이들은 넓은 기주범위를 가지며 ( Tanada와 Kaya 1993) , 논, 밭은 물론

과수원이나 산림, 묘포장등 모든 농림생태계의 해충방제에 이용되고 있

다 (岡田 1989) . 뿐만아니라 상품화되어 실용적으로 이용되고 있기도 하

다 ( Fer r on 1978, 河上 1985) . 곤충병원성 곰팡이를 실용화하기 위해서

는 자연생태계에서 곰팡이를 탐색하고 탐색된 곰팡이의 생태적 특성을

조사하며 각종 해충에 대한 병원성 및 인공배지에서의 증식과 대량배양

체계의 수립 및 장기보존방법의 확립과 유효성의 안전한 유지방법 연구

등이 수반되어야 할 것이다. 자연생태계에 광범위하게 분포하고 있는 병

원성 곰팡이의 탐색은 주로 토양이나 곤충의 치사체에서 이루어 지고

있다. 한편, 곤충병원성 곰팡이는 노린재목이나 딱정벌레목, 나비목, 흰

개미목, 매미목 등에 효과가 있는 것으로 보고되고 있어, 각종 농작물과

산림에서의 해충 방제에 효과적인 것으로 알려져 있다. 그 외에도 곤충

병원성 곰팡이를 증식시키기 위하여 pH나 탄소원의 종류, 영양원 등이

포자생산이나 균사생장에 미치는 영향 등이 연구되기도 하였다. 곤충병

원성 곰팡이의 장기보존을 위한 몇가지 방법도 연구되어 있다 (河上

1987, Sanchez- pena와 t horvi l son 1995) . 우리나라의 곤충병원성 곰팡이

에 관한 연구는 그렇게 많지 않다. 추 등( 1994a) 은 Beauveri a

brongni art i i 의 대량생산을 위한 경제배지 선발과 제제기술개발에 관한

연구와 함께 경제배지에서 증식된 B. brongni art i i 의 병원성과 지속성을

알아보았고 (추 1994b) , 이 등( 1997)은 우리나라 남부지방에 분포하는

곤충병원성 곰팡이에 관해 조사한 바 있다.
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따라서 본 연구는 화학농약에 대체할 방제수단으로서 환경친화적

방제인자활용을 목적으로 곤충병원성 곰팡이의 탐색과 그들의 생태적 특

성, 각종 해충에 대한 병원성, 다른 방제법과의 혼용효과, 식물이나 식

물병에 미치는 영향 등을 조사하였고, 대량배양을 위한 배지의 선발과

공정개발 및 장기보존법에 관한 기초연구를 수행하였다.
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1. 곤충병원성 곰팡이의 선발과 균학적 특성

가. 재료 및 방법

1) 곤충병원성 곰팡이의 분리

곤충병원성 곰팡이를 분리하기 위하여 1994년 4월부터 98년 4

월까지 Bl acks haw( 1988) 의 방법을 응용하여 우리 나라 전역을 전

( 田) 자 모양으로 위도와 경도를 중심으로 나누었으며 ( Fi g. 1) ,

이 지역의 삼림, 농경지, 골프장, 강둑 등으로부터 토양과 곤충치

사체를 채집하였다.

Fi g. 1. Sampl i ng s i t es ( ●) f or i s ol at i on of ent omopat hogeni c

f ungi f r om s oi l s and/ or i nsect cadaver s f r om 1994 t o 1998.

토양 채취는 도로로부터 200m내외 지점에서 하였고, 2 ∼4 ㎡내

에서 10 ×10 ×15㎝ 크기의 지점 5군데를 선정하여 토양 800㏄를
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모종삽으로 채취한 후 비닐봉지에 넣어 실험실로 운반하였다. 곤

충병원성 곰팡이의 분리와 병원성 검정을 위해 실험실로 가져온

토양 샘플은 잘 섞어 250㏄를 취한 후 300cc의 플라스틱통에 넣었

으며, 꿀벌부채명나방 ( Gal l er i a mel l onel l a) 노숙유충 5마리를

넣어 25 ±2 ℃의 항온기에 7일간 보관하였다. 그 후 곤충병원성 곰

팡이에 의한 꿀벌부채명나방 유충의 치사 유무를 조사하였고 치사

된 유충을 여과지( what man #2) 1매를 깐 pet r i di s h에 넣어 25 ±

2 ℃에서 7일간 보관하여 유충표면에 증식된 포자를 얻었다. 포자

를 PDA ( pot at o dext r os e agar ) 배지에 접종하여 다시 7일간 배양

한 다음 곤충병원성 곰팡이 col ony를 순수 분리하였다. 병원성 검

정에 이용한 곰팡이는 포자현탁액을 PDA배지에 도말하여 7일간 배

양한 후 포자를 긁어 0. 05% Tween 20 용액에 넣어 현탁액을 만들

었다. 그리고는 여과지 1매를 깐 직경 9cm의 pet r i di s h에 꿀벌부

채명나방 유충 10마리를 넣고 포자현탁액 ( 2. 1 ×107 coni di a/ ㎖)

1㎖를 접종하여 25 ±2 ℃ 항온기에서 8일간 보관하면서 병원성을

검정하였다. 분리된 곰팡이는 Sams on( 1981) 의 방법에 따라 분류 ·

동정하였다. 또한 조사기간 중 야외에서 발견된 곤충의 치사체도

비닐봉지에 넣어 실험실로 가져와서 위와 같은 방법으로 곤충병원

성 곰팡이를 증식시켜 분리하였으며, 특히 산림내의 고사목 수피

에 천공성해충이 많이 서식하기 때문에 수피를 벗겨낸 후 치사충

을 수집하여 동일한 방법으로 증식시켜 분리하였다. 채취한 토양

샘플의 토성은 경남 농업과학기술원 식물환경과에 의뢰하여 미국

농무성법에 따라 구분하였다.
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2) 곤충병원성 곰팡이의 배양적 특성

가) 배양기별 곤충병원성 곰팡이의 균사증식

배지종류에 따른 균사생장량을 조사하기 위하여 PDA, CSA,

pot at o dext r ose agar +yeas t ( SDAY) , yeas t ext r act agar ( YEA) ,

s ucr os e ni t r at e agar ( SNA) , as hour ' s nut r i ent medi um ( ANM) 을

만들어 직경 9㎝의 pet r i di s h당 15㎖를 분주하여 굳힌 후 PDA배

지에서 2주간 배양한 균총선단 di sc( 5㎜) 를 이식하였다. 그리고

25 ℃항온기에서 14일간 배양한 후 균사생장량을 측정하였다. 실험

은 3반복으로 하였다. 또한 PD br ot h 첨가량에 따른 B.

br ongni ar t i i 5913의 포자형성수를 알아보기 위하여 PD br ot h를

wat er agar 배지에 0%, 0. 5%, 1. 0%, 2. 0% 그리고 4. 0%로 첨가하여

배지를 만들어 직경 9㎝의 pet r i di s h에 분주하여 굳힌 후, 앞의

방법대로 균을 이식하고 25 ℃항온기에서 배양한 다음 포자수를 조

사하였다. 포자수는 배지표면을 조심스럽게 긁어서 0. 05% Tween

20용액에 담아 교반한 다음 10배 희석하여 광학현미경( 200 ×) 하에

서 hemocyt omet er 로 계수하였다. 실험은 3반복으로 하였다.

나) 온도와 pH의 영향

배지의 pH와 온도조건에 따른 균사생장량을 조사하기 위하여

0. 5N HCl 과 NaOH를 사용하여 pH를 3. 0, 5. 0, 7. 0, 9. 0, 11. 0로 조

절한 PDA배지에 앞의 방법대로 균을 이식하고, 15, 20, 25, 30 ℃

에서 배양하였다. 균증식량은 7일, 9일, 14일간 배양한 후 균총직

경생장량을 조사하였다. 실험은 3반복으로 하였다.

온도에 따른 균사생장과 포자 형성수는 25 ℃, 15 ℃의 PDA ( pot at o
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dext r os agar 39g ＋wat er 1 ℓ) 배지에서 14일간 배양하여 4㎜

cor k bor er 로 균총 di s c를 떼내어 PDA 배지의 중앙에 옮긴 후 상

온 처리의 경우 25 ±2 ℃ 항온기에 보관하면서 1, 2, 3주 후에 균

사 생장을 조사하였으며, 저온 배양의 경우 15 ±2 ℃에서 배양하여

10일과 23일 후에 균사 생장을 조사하였다. 포자수 조사는 25 ±

2 ℃처리의 경우 3주째에, 저온 처리의 경우 23일 후에 1㎝ cor k

bor er 로 균총을 떼내어 0. 05% Tween 20 용액 9㎖에 넣어 교반기로

30초간 교반하였으며, 광학현미경( 200 ×) 하에서 hemocyt omet er 로

계수하였다. 처리는 각각 3반복으로 하였다.

곤충병원성 곰팡이의 포자가 저온에서 어느 정도 발아하는지를

알아보기 위하여 Beauver i a s pp. 와 Met arr hi z i um s pp. 를 PDA배지

에 접종하여 25 ±2 ℃에서 14일 동안 배양하였다. 배지표면의 포자

를 조심스럽게 긁어서 0. 05% Tween 20 용액에 현탁하여 1 ×106

coni di a/ ㎖의 포자현탁액을 얻었다. 그리고 PDA배지에 포자현탁액

0. 1㎖를 접종하여 도말한 후 5 ℃와 10 ℃에서 배양하였다. 포자발

아여부는 ger m t ube가 포자길이의 1/ 2이상일 때 발아한 것으로 하

였으며, 발아수와 미발아수는 광학현미경( 400 ×) 에서 각 pl at e의

일부분에서 계수하였다. 10 ℃에서는 접종 3일후 24시간마다 조사

하였으며, 5 ℃에서는 3일후 1회 조사한 다음 6일 후부터 24시간마

다 조사하였다.

다) 보관온도가 곤충병원성 곰팡이의 지속성에 미치는 영향

곤충병원성 곰팡이를 장기간 보관하기 위하여 저장온도에 따

른 곤충병원성 곰팡이의 생존력을 조사하였다. Met ar r hi z i um sp.

066 균주와 Beauver i a s p. 523 균주를 수분 50%의 톱밥과 쌀겨( 8
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: 2) 를 혼합한 배지에서 2주간 배양한 후, 5 ℃와 10 ℃, 25 ℃ 항온

기에 보관하면서 60, 120, 180일 후에 WA 배지를 이용하여 균 밀

도를 조사하였고, 꿀벌부채명나방 유충을 이용하여 병원성을 검정

하였다.

라) 목초액과 농약에서의 곤충병원성 곰팡이의 장기보존

식물생장조절작용과 항균작용이 있다고 하여 많이 사용되고

있는 목초액이 곤충병원성 곰팡이의 포자발아에 미치는 영향을

알아보기 위하여 참나무 목초액( pH 2. 7) 을 0. 001%, 0. 01%, 0. 1%,

1%, 2%로 조제한 다음 pot at o dext r os e br ot h 0. 5%를 첨가하여 직

경 2㎝ 시험관에 10㎖을 분주하였다. 그리고 121 ℃ 1. 5기압에서

30분간 멸균하였다. 그런다음 PDA배지에서 2주간 배양한

Beauver i a s p. 523 균주와 Met ar r hi z i um s p. 066 균주의 포자

di s c( 5㎜) 를 1개씩 접종하여 25 ℃에서 배양하였다. 접종 24시간

마다 광학현미경( 400 ×) 에서 포자의 발아율을 조사하였다. 발아와

미발아는 ger m t ube가 포자길이의 1/ 2이상일 때 발아한 것으로 하

였다. 농약이 곤충병원성 곰팡이에 미치는 영향을 평가하기 위하

여는 곤충병원성 곰팡이에 대한 증식 억제력이 큰 f eni t r ot hi on 50%

EC ( O- O- di met hyl - O- 4- ni t r o - m- t ol yphosphor ot hi oat e) 를 각각 100

ppm, 500 ppm, 1, 000 ppm, 10, 000 ppm으로 희석한 액에 pot at o

dext r os e br ot h를 0. 5% 첨가하였다. 그리고 직경 2㎝ 시험관에 10

㎖씩 분주하였고 121 ℃ 1. 5기압에서 30분간 멸균하였다. 그리고는

PDA 배지에서 2주간 배양한 Beauver i a s p. 523 균주와

Met ar r hi z i um sp. 066 균주의 분생포자 di s c( 5㎜) 를 1개씩 접종하

여 25 ℃ 배양기에서 배양하였다. 접종 24시간마다 광학현미경( 400
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×) 에서 분생포자의 발아율을 조사하였으며, 발아와 미발아는

ger m t ube가 포자길이의 1/ 2이상일 때 발아한 것으로 하였다. 포

자 발아율은 목초액과 농약의 농도별 발아효과 조사에서 얻어진

발아억제 농도 300㎖을 t i s s ue cul t ur e cont aner 에 200㎖ 씩 넣은

후, 포자( 106 / ㎖) 를 접종하여 25 ℃에 보관하면서 10일 간격으로

광학현미경( 400 ×) 을 이용하여 조사하였다. 즉, 보관현탁액을 살

균수로 희석한 다음 PDA배지에 접종하여 발아 및 증식능력, 꿀벌

부채명나방 유충을 이용한 병원성을 검정하였다.

나. 결 과

1) 곤충병원성곰팡이의 분리

234곳의 토양 샘플중 곤충병원성곰팡이가 분리된 곳은 45곳

( Fi g. 2) 으로 전체의 19. 2%를 차지하였고, 균별로는 Beauver i a가

20곳 ( 8. 5%) , Met arr hi z i um이 20곳 ( 8. 5%) , As per gi l l us 가 5곳

( 2. 1%) 이었다. 그리고 21종의 곤충치사체에서도 곰팡이가 분리되

었다. 서식처별로는 삼림지 135곳 중 30곳 ( 22. 2%) , 경작지 20곳

중 2곳 ( 10. 0%) , 휴한지 11곳 중 6곳 ( 54. 5%) , 강둑 28곳 중 7곳

( 25. 0%) 에서 곰팡이가 검출되었다 ( Tabl e 1) .
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Tabl e 1. Sour ces and number s of ent omopat hogeni c f ungi

col l ect ed f r om 1994 t o 1998

Locat i on

No. s ampl es cont ai ni ng ent omopat hogeni c f ungi / No. s ampl es
col l ect ed

For est
Cul t i vat ed

l and
Fal l ow Ri par i an

Gol f
cour s es

I ns ect
cadaver

Chunnam ( B: 1) ( A: 1) / 5 0/ 2
( B: 2) ( M: 1)

/ 2
( B: 1) / 2 0/ 5 ( B: 3) / 3

Chunbuk 0/ 6 ND
( B: 1) ( M: 1)

/ 1
( B: 1) / 2 ND ( B: 1) / 1

Gyeongnam
( B: 8) ( M: 10)

( A: 1) / 55
( A: 2) / 10 ( B: 1) / 6 ( M: 3) / 20 0/ 4 ( B: 5) ( M: 1) / 6

Pus an 0/ 4 ND ND ( B: 1) / 1 0/ 10 ( B: 1) / 1
Gyeongbuk ( B: 1) ( M: 1) / 5 ND ND ( M: 1) / 1 0/ 8 ( B: 1) / 1
Taegu 0/ 6 ND* ND ND 0/ 10 ND

Chungbuk ( B: 2) / 5 ND ND ND ND ND

Chungnam ( B: 1) ( A: 1) / 11 ND ND ND ND ( B: 1) / 1

Gyeonggi i ( M: 1) / 9 ND ND ND ND ( B: 3) / 3

Chej u ( M: 2) / 29 0/ 8 0/ 2 0/ 2 0/ 3 ( B: 1) / 1

Tot al
( M: 14) ( B: 13) (

A: 3) / 135
( A: 2) / 20

( B: 4) ( M: 2)
/ 11

( B: 3) ( M:
4) / 28

0/ 40
( B: 16) ( M: 1)

/ 17

*B; Beauver i a , M; Met arr hi z i um , A; As pergi l l us .

**ND; Not det er mi ned.

** *The gr eat wax mot h l ar vae wer e us ed as a bai t t o i sol at e

ent omopat hogeni c f ungi f r om s oi l .
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Fi g. 2. Map of Kor ea s howi ng t he act ual pos i t i ve s ampl i ng

s i t es f or Met ar r hi z i um s pp. ( ■) , Beauver i a s pp. ( △) , and

As per gi l l us s pp. ( ▲) .
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Tabl e 2. Locat i on, s oi l t ext ur e, and veget at i on of t he

ent omopat hogeni c f ungus pos i t i ve habi t at s

Pr ovi nce
& l oca t i on

Soi l
t ext ur e b Habi t a t Domi nant

vege t at i on Fungus I s ol a t e
No.

Chunbuk

Soonchang Sc For es t Cas t anea cr enat a Beauver i a 674

J angs oon Sc Ri pa r i an Tur f gr as s Beauver i a 656

J eongj u Sc Agr i cul t ur al Fa l l owa Beauver i a 681

Namweon Sc Agr i cul t ur al Fa l l owa Met ar r hi z i um 671

Chunnam

Hwas oon Sc Agr i cul t ur al Fa l l owa Met ar r hi z i um 612

Hwas oon Sc Agr i cul t ur al Fa l l owa Beauver i a 613

Hwas oon Sc Agr i cul t r ual Fa l l owa Beauver i a 614

Kur ye Sc Ri pa r i an Tur f gr as s Beauver i a 664

Bos ung Sc For es t Pi nus pal us t r i s Beauver i a 694

Sungj u Sc For es t Chamaecypal i s obt us a As per gi l l us 661

Uni dent i f i ed cer ambyci d As per gi l l us 662

Hampyeong Sc For es t Pi nus dens i f l or a Beauver i a 615

Changhung Sc For es t Pi nus dens i f l or a Met ar r hi z i um 665

Changhung Sc For es t Pi nus dens i f l or a Met ar r hi z i um 666

Gyeongpook

Sangj u Sc Ri pa r i an Tur f gr as s Met ar r hi z i um 582

Kor young Sc For es t Pi nus dens i f l or a Met ar r hi z i um 543

Kor young Sc For es t Pi nus r i gi da Beauver i a 544

Eus ung For es t
Pi nus r i gi da
Uni dent i f i ed
ce r mbyc i d l ar vae

Beauver i a 576

Andong For es t
Pi nus dens i f l or a
Uni dent i f i ed s col i t yd
adul t

Beauver i a 571

Gyeongnam

Chi nj u Sc Ri pa r i an Tur f gr as s Met ar r hi z i um 591

Chi nj u － For es t
J apanes e wa l ki ng s t i ck
adul t

Met ar r hi z i um 5912

( Phr aor t es el ongat us )

Chi nj u C Agr i cul t ur al
Soybean f i el d
uni dent i f i ed

Beauver i a 5913

s car ab l ar vae

Chi nj u － For es t Peach pyr a l i d mot h l a r vae Beauver i a 5914

( D i c h o c r o c i s
punc t i f e r al i s )

Chi nj u Sc For es t Cr ypt omer i a j aponi ca

Beauver i a 5915

aCul t i vat ed f i el d t hat was f al l ow at t he t i me of s ampl i ng.

bC; Cl ay, S; Sandy, Sc; Sandy cl ay.
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Tabl e 2. Cont i nued

Pr ovi nce
& l ocat i ona

Soi l
t ext ur eb Habi t at

Domi nant
veget at i on

Fungus
I sol at e

No.

Chi nj u － For est Uni dent i f i ed f l y adul t Beauveri a 5916

Chi nj u － For est Uni dent i f i ed l eaf i nsect adul t Beauveri a 5917

Chi nj u － For est Uni dent i f i ed gr as shopper adul t Beauveri a 5918

Chi nj u － For est Agel ast i ca coerul ea adul t Beauveri a 5919

Ki mhae Sc Ri par i an Tur f gr ass Met arrhi z i um 525

Mi l yang C For est Quer cus al i ena Met arrhi z i um 527

Mi l yang Sc Agr i cul t ur al Zi zyphus j uj uba Aspergi l l us 528

Yangs an Sc Agr i cul t ur al Fal l owa Beauveri a 523

Keoj e Sc For est Pi nus t hunbergi i Beauveri a 558

Changnyoung Sc Agr i cul t ur al Bar l ey Aspergi l l us 559

Ul j i n Sc For est Pi nus t hunbergi i Aspergi l l us 565

Ul j i n Sc For est Pi nus t hunbergi i Met arrhi z i um 566

Sancheong Sc For est Beauveri a 596

Lari x l ept ol epi s 597

Sancheong Sc For est Lari x l ept ol epi s Beauveri a 598

Sancheong Sc For est Lari x l ept ol epi s Met arrhi z i um 599

Sancheong Sc For est Lari x l ept ol epi s Met arrhi z i um 600

Sancheong Sc For est Lari x l ept ol epi s Met arrhi z i um 601

Sancheong Sc For est Lari x l ept ol epi s Met arrhi z i um 602

Sancheong Sc For est Lari x l ept ol epi s Met arrhi z i um 603

Sancheong Sc For est Lari x l ept ol epi s Met arrhi z i um 604

Sancheong Sc For est Lari x l ept ol epi s Met arrhi z i um 605

Sancheong Sc For est Lari x l ept ol epi s Met arrhi z i um 606

Sancheong － For est Agel ast i ca coerul ea adul t Beauveri a 607

Namhae － For est Japanese al der mi nut e weevi l Beauveri a 594

(Rhynchaenus excel l ens )

Namhae Sc Agr i cul t ur al
Fal l owa

Uni dent i f i ed For mi ci dae adul t
Beauveri a 595

Hapchon Sc For est Robi ni a pseudoacaci a Beauveri a 5990

Euchang Sc For est Quer cus al i ena Beauveri a 551

Haman Sc For est Pi nus densi f l ora Beauveri a 552

Haman Sc Ri par i an Tur f gr ass Met arhi z i um 553

Koseoung － For est
Pi nus t hunbergi i
Rhyaci oni a dupl ana l ar va

Beauveri a 556

Pusan

Gupo Sc Ri par i an Tur f gr ass Beauveri a 002

Tongr ae Sc For est Pi nus densi f l ora Beauveri a 003

aCul t i vat ed f i el d t hat was f al l ow at t he t i me of s ampl i ng.

bC; Cl ay, S; Sandy, Sc; Sandy cl ay.
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Tabl e 2. Cont i nued

Pr ovi nce
& l ocat i on

Soi l
t ext ur ea Habi t at

Domi nant
veget at i on

Fungus genus
I sol at e

No.

Kyeonggi

Osan - For est Pi nus densi f l ora
Uni dent i f i ed scol yt i d adul t s

Beauveri a 339

Sc Forest Quercus vari abi l i s Met arrhi z i um 340

I cheun - For est Pi nus r i gi da
Uni dent i f i ed cer ambyci d l ar va

Beauveri a 335

Ansoung - For est Pi nus densi f l ora
Uni dent i f i ed scol yt i d l ar va

Beauveri a 334

Chungnam

Gongj u Sc For est Pi nus r i gi da Beauveri a 416

Chungbuk -

Moongyeong
- For est

Pi nus densi f l ora
Uni dent i f i ed scol yt i d adul t s

Beauveri a 581

Chechun － For est
Bal d cypr ess
Uni dent i f i ed cer ambyci dae l ar vae

Beauveri a 443

Chej u

Namchej u － For est Pi ne sawyer l ar vae Beauveri a 064

(Monochamus al t ernat us )

Namchej u Sc For est Carpi nus l axi f l ora Met arrhi z i um 065

Namchej u s For est Pi nus densi f l ora Met arrhi z i um 066

a C; cl ay, S; Sandy, Sc; Sandy cl ay.

지역별로는 경남지역이 105곳의 채집지 중 25곳에서 곤충병원

성 곰팡이가 분리되어 23. 8%의 검출율을 보였고, 경북, 전북, 전

남의 경우 10% 내외의 검출율을 보였으나, 지역의 특색이나 지역

별로 채집한 샘플 채취수에서 차이가 있어 직접적으로 검출율을

비교할 수는 없었다.

검출된 곤충병원성 곰팡이는 Beauver i a, Met ar r hi z i um, 그리고

As per gi l l us 였는데, 이들 검출지의 식생과 토성은 Tabl e 2와 같

다. Beauver i a는 서어나무, 밤나무, 소나무 등의 산림이나 휴한

지, 강둑등의 잔디밭에서 다양하게 분리되었고, Met ar rhi z i um은

산림지에서 분리율이 높았다. 지역적인 분포는 특이성이 없었으나
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Met arrhi z i um의 경우 산청의 지리산 지역에서 검출율이 높았다. 또

한 8 지역의 잔디밭에서도 병원성 곰팡이가 분리되었다 ( 3. 6%) .

As per gi l l us 는 경남 울진의 산림 2곳, 밀양의 농경지 1곳, 전남

승주의 편백림 1곳에서 각각 분리되었다. 곤충의 치사체에서는 경

남 진주의 복숭아명나방 유충과 남해 금산의 오리나무벼룩바구미

성충, 그외 미동정된 파리와 메뚜기의 성충 및 제주도 남제주의

해송 고사목에서 채집된 솔수염하늘소 유충에서 Beauver i a가 분리

되었다. 긴수염대벌레에서는 Met arr hi z i um이, 전남 승주의 미동정

바구미 성충에서는 As per gi l l us 가 분리되었다. ( Tabl e 3) .
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Tabl e 3. Li s t of ent omopat hogeni c f ungi i s ol at ed f r om i ns ect

cadaver s

Host i nsect St age
Col l ect ed s i t e

Fungus

Monochamus al t ernat us Lar vae, Adul t For es t Beauver i a

Uni dent i f i ed bar k beet l e Adul t For es t Beauver i a

Uni dent i f i ed scar ab Lar va For es t Beauver i a

Uni dent i f i ed weevi l Lar va For es t Beauver i a

Uni dent i f i ed l ongi cor n
beet l e

Lar va For es t Met arrhi z i um

Di chroci s punct i f eral i s Lar va For es t Beauver i a

Phraor t es i l l epi dus Adul t For es t Met arrhi z i um

Rhynchaenus excel l ens Lar va For es t Beauver i a

Chi l o suppressal i s Lar va Agr i cul t ur e Beauver i a

Uni dent i f i ed f l y Adul t For es t Beauver i a

Uni dent i f i ed gr asshopper Adul t For es t Beauver i a

Uni dent i f i ed ant Adul t Agr i cul t ur e Beauver i a

Agel as t i ca coerul ea Adul t For es t Beauver i a

Uni dent i f i ed ant Adul t Agr i cul t ur e Beauver i a

Rhycaci oni a dupl ana Lar va For es t Beauver i a

특히, 진주지역의 해송 고사목에 서식하던 하늘소와 바구미

및 나무좀 유충에서 곤충병원성 곰팡이가 검출되었는데 천공성 해

충의 밀도 억제에 많은 역할을 할 것으로 보인다. 또한, 경남 진

주의 콩밭에서 거세미나방 유충으로부터 Met ar r hi z i um이 분리되었
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으며 미동정 풍뎅이 유충으로부터는 B. brongni ar t i i 가 분리 ·동

정되었다. B. br ongni ar t i i 가 분포하고 있던 진주 콩밭에서는 콩

수확 후의 전 포장에 불규칙적으로 곤충병원성 곰팡이 분생포자가

분포하고 있음을 확인할 수 있었다. 한편, 병원성곰팡이가 검출된

지역의 토성은 두 곳의 양토를 제외하고는 모두 사양토였다.

2) 곤충병원성 곰팡이의 배양적 특성

가) 배양기별 곤충병원성 곰팡이의 균사증식

상업용배지 중에서 균증식에 적합한 배지를 선발하기 위하여

각각의 병원성 곰팡이들중 B. br ongni ar t i i 5913 균주를 SDY배지

외 5종의 배지에서 균증식효과를 조사한 결과, SDY배지가 다른 배

지에 비하여 증식이 양호하였으며, 접종 1주후 균사직경은 22. 0㎜

에서 23. 5㎜였다. 2주후에는 균사생장이 가장 양호한 SDY배지에서

37. 5㎜였고, 다른 배지에서는 31. 4㎜∼34. 0㎜로 비슷한 경향을 보

였다 ( Tabl e 4) .
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Tabl e 4. Mycel i al gr owt h of t he ent omopat hogeni c f ungi on

var i ous commer ci al medi a

Fungus Medi a a

Di amet er ( ㎜) of f ungus col oni es

7 days 14 days

B. br ongni ar t i i
5913

CSA

PDA

SNA

ANM

SDY

YEA

22. 3 ±2. 2 a

22. 5 ±1. 4 a

22. 0 ±2. 1 a

22. 2 ±2. 5 a

23. 1 ±1. 1 a

23. 5 ±3. 1 a

33. 8 ±3. 1 ab

31. 4 ±2. 1 b

32. 1 ±1. 4 ab

34. 3 ±2. 6 ab

37. 5 ±1. 3 a

34. 0 ±2. 2 ab

a CSA; Czapek s ol ut i on agar , PDA; Pot at o dext r os e agar , SNA;

Sucr os e ni t r at e agar , ANM; As hour ' s nut r i ent medi um, SDY;

Sabour aud dext r os e yeas t , YEA; Yeas t ext r act agar .

Dat e wer e s hown wi t h mean val ue of 3 col oni es .

나) 온도및 pH의 영향

온도에 따른 균사생장량은 15 ℃에서 접종 14일째

Met ar r hi z i um spp 이 24. 7 ∼40. 0㎜, Beauver i a s pp. 는 24. 7 ∼55. 5

㎜로써 두 속간에 큰 차이가 없었다 ( Tabl e 5) .
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Tabl e 5. Mycel i al gr owt h and spor ul at i on of t he ent omopat hogeni c

f ungi on pot at o dext r os e agar at 15 and 25 ℃

Fungi
Di amet er ( ㎜) of f ungus col oni es a Coni di ab ×107 / ㎠

15℃ 25℃ 15℃ 25℃

Met arr hi z i um 582 37. 3±0. 5 c 65. 3±0. 5 b - 17. 1±0. 8 a

525 33. 7±0. 5 cd 66. 3±1. 2 b - 2. 8±0. 5 b

598 24. 7±0. 5 d 46. 7±0. 5 cd - 4. 9±2. 1 b

681 32. 0±0. 8 cd 72. 7±1. 2 a - 4. 3±0. 7 b

592 26. 3±0. 5 d 47. 0±0. 8 cd - 14. ±61. 2 a

065 26. 7±0. 5 d 64. 3±2. 5 b - 4. 9±1. 6 b

551 40. 0±0. 8 c 63. 7±1. 2 b - 3. 2±0. 9 b

674 25. 0±0. 8 d 58. 0±1. 6 c - 6. 5±1. 7 b

527 27. 0±0. 0 cd 63. 0±0. 5 b - 20. ±2. 9 a

600 26. 7±0. 5 cd 54. 7±2. 9 c - 3. 3±1. 2 b

Beauver i a 601 30. 7±0. 5 cd 44. 7±0. 9 d - 3. 1±1. 2 b

594 55. 5±0. 5 a 77. 3±2. 5 a - -

613 30. 7±0. 5 cd 52. 3±0. 5 cd - -

064 33. 0±0. 0 cd 35. 7±4. 1 e - -

600 31. 7±0. 5 cd 42. 7±0. 5 d - -

523 28. 0±0. 8 cd 43. 7±3. 8 d - -

664 34. 7±0. 5 cd 49. 0±1. 4 cd - -

598 24. 7±0. 5 d 57. 7±0. 5 c - -

002 44. 0±1. 4 b 54. 0±2. 8 c - -

5990 46. 7±0. 9 b 55. 7±1. 3 c - -

543 46. 0±0. 8 b 54. 3±3. 3 c - -

544 48. 3±0. 5 b 52. 7±2. 1 cd - -

671 47. 0±0. 8 b 53. 3±1. 3 c - -

614 39. 3±1. 2 c 48. 3±1. 3 cd - -

a14 days af t er i nocul at i on. b 21 days af t er i nocul at i on.

Dat a wer e s hown wi t h mean val ue of 3 col oni es .

Means wi t hi n a col umn f ol l owed by t he s ame l et t er s ar e not

s i gni f i cant l y di f f er ent ( P=0. 05 : Duncan' s mul t i pl e r ange

t es t ) .
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균주 가운데 15 ℃에서 증식이 가장 뛰어난 균은 Met ar hi z i um

s p. 551과 Beauver i a s p. 594로 배양 14일 후 균총직경이 각각

40. 0㎜와 55. 5㎜였다. 25℃에서의 균사생장은 Met arrhi zi um spp. 가 46.

7∼72. 7㎜, Beauver i a s pp. 가 35. 7 ∼77. 3㎜로서 두 속간에 차이가

없었으나, 동일 속에서도 균주 간에는 큰 차이를 보였다.

Met ar r hi z i um속 중에서 증식이 가장 양호한 균주는 Met ar r hi z i um

s p. 681 ( 72. 7㎜) 이었으며 Beauver i a s p. 는 594 균주 ( 77. 3㎜) 였

다.

포자형성은 Met arr hi z i um속이 많았던 반면에 Beauver i a속은 철쭉

잎벌 치사충에서 분리된 601 균주를 제외하고는 형성 되지 않았고

균사형태로만 증식하였다. 포자 형성수는 Met arr hi z i um s p. 582가

17. 1 ×107, Met ar r hi z i um s p. 527이 20. 0 ×107 , Met ar rhi z i um s p.

592가 14. 0 ×107 로 가장 많았다 ( Tabl e 5) . 한편, 저온에서 균주

별 분생자 발아효과를 조사한 결과는 Tabl e 6 및 7과 같다. 5 ℃

에서는 접종 2일후 Beauver i a s p. 614 균주는 98%의 높은 발아율

을 보였으나 그외 균주는 20%이하의 발아율을 보였는데, 6일후에

64. 5 ∼100%의 높은 발아율을 보였다. 그러나 Beauver i a s p. 551,

335, 607, 600은 전혀 발아하지 못하였다. 10 ℃에서는 5 ℃에 비하

여 발아 일수가 짧았는데, 접종 3일후 100%의 발아율을 보인 균주

는 Beauver i a sp. 661, 614, 002, 576, 671, 600, 443, 5441, 594

균주였다. 특히, 5 ℃에서 전혀 발아하지 못한 Beauver i a s p. 600

균주는 10 ℃에서 다른 균주 551, 607, 335에 비하여 접종 3일후

100%의 발아율을 보였다.

속별로는 Met arr hi z i um이 Beauver i a에 비하여 발아시간이 길고 발

아율이 낮은 경향을 나타내었다. 즉, 5 ℃에서 공시균주 모두 전혀
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발아하지 못하였고 10 ℃에서도 발아율이 떨어지는 경향을 보였다.

그러나 Met ar rhi z i um s p. 606과 591, 582 균주는 10 ℃에서 접종 3

일후에 100%의 발아율을 보였다.
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Tabl e 6. Coni di a ger mi nat i on of Beauver i a s pp. on pot at o

dext r os e agar at l ow t emper at ur e, 5 and 10 ℃

Fungi ℃
Coni di al ger mi nat i on ( %) / days af t er t r eat ment

2 3 4 5 6 7 8 9
Beauver i a 523 10 97. 7 100

5 0 － － － 100
Beauver i a 661 10 100

5 7. 5 － － － 100
Beauver i a 551 10 4. 0 43. 0 50. 5 53. 3 93. 6

5 0 － － － 0 0 0 0
Beauver i a 664 10 42. 1 93. 5 96. 7 100

5 3. 3 － － － 86. 6 97. 0 100
Beauver i a 614 10 100

5 98. 0 － － － 100
Beauver i a 334 10 90. 9 100

5 16. 7 － － － 96. 7 100
Beauver i a 335 10 0 23. 7 38. 5 93. 3 100

5 0 － － － 0 0 0 0
Beauver i a 5990 10 98. 7 100

5 0. 1 － － － 100
Beauver i a 607 10 0 1. 9 5. 3 12. 5 42. 8

5 0 － － － 0 0 0 0
Beauver i a 002 10 100

5 12. 5 － － － 100
Beauver i a 576 10 100

5 0 － － － 100
Beauver i a 671 10 100

5 20. 0 － － － 100
Beauver i a 571 10 98. 4 100

5 4. 7 － － － 100
Beauver i a 595 10 0 0 13. 5 36. 4 50. 0

5 3. 1 － － － 64. 5 94. 2 100
Beauver i a 600 10 100

5 0 － － － 0 0 0 0
Beauver i a 443 10 100

5 2. 5 － － － 100
Beauver i a 556 10 14. 3 48. 5 62. 5 98. 2 100

5 0 － － － 95. 8 10
Beauver i a 335 10 90. 6 100

5 0 － － － 86. 7 95. 7 100
Beauver i a 5441 10 100

5 2. 4 － － － 100
Beauver i a 594 10 100

5 0 － － － 71. 1 100
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Tabl e 7. Coni di a ger mi nat i on of Met ar r hi z i um spp. on pot at o

dext r os e agar at l ow t emper at ur e, 5 and 10 ℃

Fungi
Temp.
( ℃)

Coni di al ger mi nat i on( %) / days af t er t r eat ment

2 3 4 5 6 7 8 9

Met ar r hi z i um 599 10 0 0 33. 3 80. 0 84. 6

5 0 － － － 0 0 0 0

Met ar r hi z i um 554 10 0 2. 8 45. 9 66. 7 69. 2

5 0 － － － 0 0 0 0

Met ar r hi z i um 665 10 73. 5 96. 7 100

5 2. 0 － － － 2. 0 2. 0 2. 0 2. 0

Met ar r hi z i um 605 10 0 0 49. 3 100

5 1. 7 － － － 100

Met ar r hi z i um 600 10 54. 6 52. 4 61. 9 100

5 0 － － － 0 0 0 0

Met ar r hi z i um 598 10 1. 0 1. 6 15. 9 25. 9 47. 0

5 2. 5 － － － 3. 1 4. 1 7. 5 95. 6

Met ar r hi z i um 606 10 100

5 0 － － － 0 0 10. 0 35. 0

Met ar r hi z i um 591 10 100

5 0 － － － 0 0 0 0

Met ar r hi z i um 602 10 0 0 13. 5 36. 4 50. 0

5 0 － － － 0 0 0

Met ar r hi z i um 601 10 0 0 1. 1 2. 2 11. 1

5 0 － － － 0 0 0 0

Met ar r hi z i um 603 10 0 0 5. 6 30. 0 62. 2

5 0 － － － 0 0 0 0

Met ar r hi z i um 582 10 100

5 0 － － － 0 0 0 0

Per cent ages of ger mi nat ed coni di a wer e det r emi ned by

mi cr os copi c obs er vat i on of 500 coni di a.
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Fi g. 3. Ef f ect of PH on mycel i al gr owt h of t he

ent omopat hogeni c f ungus , Beauver i a br ongni ar t i i 5913

B. br ongni ar t i i 를 이용하여 온도와 pH에 따른 곤충병원성 곰

팡이의 균사생장을 알아보기 위하여 실험한 결과, 균사생장은 pH

보다도 온도의 영향이 큰 것으로 나타났다 ( Fi g. 3) . 균사생장량

은 같은 pH에서도 온도에 따라 차이를 보였으며, 20 ℃와 25 ℃에서

15 ℃와 30 ℃에 비하여 균총발육이 양호하였다.
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다) 보관온도가 병원성 곰팡이의 지속성에 미치는 영향

실온이나 5 ℃ 또는 10 ℃ 모두 처리 180일까지 분생자의 활성

과 병원성이 양호하였다 ( Tabl e 8) .

Tabl e 8. Long t er m s ur vi vabi l i t y of t he ent omopat hogeni c

f ungi at di f f er ent t emper at ur e

Pr eser vat i on
per i od

( days )

Temper at ur e ( ℃ )

5 10 Room t emp.

Col ony
gr owt h

Pat hogeni ci t y
Col ony
gr owt h

Pat hogeni ci t y
Col ony
gr owt h

Pat hogeni ci t y

60 ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

120 ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

180 ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

Ent omopat hogeni c f ungus was ei t her s t or ed under or gani c

f er t i l i zer or t hr ough s us cept i bl e hos t s .

Coni di a s us pens i ons wer e obt ai ned us i ng Tween 20.

The f ungus was i nocul at ed t o t he l ar vae by i nj ect i on at t he

r at e of 107 / ㎖.

라) 목초액과 농약에서의 곤충병원성 곰팡이의 장기보존

목초액이 곤충병원성 곰팡이의 분생자 발아에 미치는 영향과

액체상태로의 장기 보존가능성을 검토한 결과, 목초액 0. 1% 이하

의 농도에서는 접종 1일후 100%의 발아율을 보인 반면에, 1%와 2%
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농도에서는 처리 30일까지 발아되지 않았다. 또한 발아가 억제되

는 1%와 2%에 보관했을 때 30일까지 분생자가 발아되지 않았지만

살균수로 희석한 다음 배양했을 때는 100%의 발아율을 보였다. 그

리고 꿀벌부채명나방 유충에 처리했을 때 병원성은 매우 양호하였

다 ( Tabl e 9) .

Tabl e 9. Ger mi nat i on and s ur vi vabi l i t yof ent omopat hogeni c

f ungi dependi ng on t he concent r at i on of wood vi negar on

quar t er s t r engt h pot at o dext r os e br ot h

Fungi
Concent r at i on

of wood vi negar
( %)

Per cent of ger mi nat i on ( s ur vi vabi l i t y*) /
days af t er t r eat ment

1 10 20 30 days

Met ar r hi z i um 0. 01 100

066 0. 1 100

1 0 ( ＋) 0 ( ＋) 0 ( ＋) 0 ( ＋)

2 0 ( ＋) 0 ( ＋) 0 ( ＋) 0 ( ＋)

Beauveri a 0. 01 100

523 0. 1 100

1 0 ( ＋) 0 ( ＋) 0 ( ＋) 0 ( ＋)

2 0 ( ＋) 0 ( ＋) 0 ( ＋) 0 ( ＋)

*The f ungus was s por ur at ed when t he s t ock cul t ur e was di l ut ed

wi t h di s t i l l ed wat er .
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농약이 곤충병원성 곰팡이에 미치는 영향은 f eni t r ot hi on 50

ppm과 500 ppm농도에서는 접종 1일에는 발아하지 못하였으나 2일

후에는 100%의 발아율을 보였고 1, 000 ppm이상의 농도에서는 전

혀 발아되지 않았다. 그리고 발아하지 않는 1, 000 ppm과 5, 000

ppm농도에 곰팡이를 30일간 보존한 후 희석하였을 때는 100%의 발

아율을 보였으며 병원성도 유지하는 것으로 나타났다 ( Tabl e 10) .

Tabl e 10. Ger mi nat i on and s ur vi vabi l i t y of ent omopat hogeni c

f ungi dependi ng on t he concent r at i on of f eni t r ot hi on on

quar t er s t r engt h pot at o dext r os e br ot h

Fungi
Concent r at i on

of f eni t r ot hi on
( ppm)

Per cent ger mi nat i on ( Sur vi vabi l i t y) a /
days af t er t r eat ment

1 2 10 20 30 days

Met ar r hi z i um 50 0 100

066 500 0 100

1, 000 0 ( ＋) 0 ( ＋) 0 ( ＋) 0 ( ＋) 0 ( ＋)

5, 000 0 ( ＋) 0 ( ＋) 0 ( ＋) 0 ( ＋) 0 ( ＋)

Beauveri a 50 0 100

523 500 0 100

1, 000 0 ( ＋) 0 ( ＋) 0 ( ＋) 0 ( ＋) 0 ( ＋)

5, 000 0 ( ＋) 0 ( ＋) 0 ( ＋) 0 ( ＋) 0 ( ＋)

aThe f ungus was s por ur at ed when t he s t ock cul t ur e was di l ut ed

wi t h di s t i l l ed wat er .
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2. 곤충병원성 곰팡이의 해충 방제효과

가. 재료 및 방법

1) 곤충병원성 곰팡이의 살충효과 실내검정

가) 곤충병원성 곰팡이의 병원성

꿀벌부채명나방 (Gal l er i a mel l onel l a) 유충을 이용하여 분리된

곤충병원성 곰팡이의 병원성을 확인하였다. pet r i di s h ( Φ9㎝) 에

여과지 ( What man #2) 를 1장 깔고 꿀벌부채명나방 노숙유충 10마리

씩을 넣었다. 여기에 PDA에서 배양한 포자현탁액( 107 coni di a/ ㎖)

1㎖를 접종하였고 건조를 방지하기 위하여 랩으로 싼 다음 25 ±

2 ℃ 항온기에 두었다. 접종 4일 후부터 곤충병원성 곰팡이의 감염

에 의한 치사유무를 조사하였다.

나) 오리나무잎벌레 ( Agel as t i ca coer ul ea) 유충에 대한 곤충병원

성 곰팡이의 병원성

오리나무잎벌레에 대한 병원성을 검정하기 위하여 고두밥 배

지에서 배양한 곰팡이를 0. 05% Tween 20용액에 넣어 교반한 후 고

두밥을 걸렀다. 그리고 포자현탁액을 얻었다. Beauver i a s p. 523

균주는 7 ×107, 7 ×106 , 7 ×105 , 7 ×104 coni di a/ ㎖ 농도로 희석하

였으며, Met ar r hi z i um s p. 066 균주는 9. 6 ×106, 9. 6 ×105, 9. 6 ×

104, 9. 6 ×103 coni di a/ ㎖ 농도로 희석하였다. 희석한 포자현탁액

을 500㏄의 비이커에 300㏄씩 넣고 오리나무 잎을 1분간 침지한

다음 20분간 그늘에서 건조시켰다. 9 ×1. 5㎝ 크기의 1회용 pet r i
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di s h에 여과지( What man #2) 1장를 깔고 살균수 1㎖를 주입한 다음

곰팡이 현탁액에 침지 ·건조시킨 오리나무 잎 한장씩을 넣었다.

여기에 야외에서 채집, 사육한 오리나무잎벌레 3령충 10마리씩을

넣었으며, 수분증발을 방지하기 위하여 pet r i di s h를 비닐팩에 싸

서 25 ±2 ℃항온기에 보관하면서 7일 후 병원균에 의한 치사유무를

조사하였다. 대조구는 살균수에 침지시킨 오리나무 잎을 이용하였

다. 처리는 3반복으로 하였다.

다) 밤나무혹나방 (Meganol a mel anchol i ca) 유충에 대한 곤충병원

성 곰팡이의 병원성

밤나무혹나방에 대한 병원성은 고두밥 배지에서 배양한 병원

성곰팡이를 앞의 방법과 동일하게 하여 검정하였다. Beauver i a

s p. 523 균주는 0. 3875 ×107, 0. 775 ×107, 1. 55 ×107 , 3. 1 ×107

coni di a/ ㎖ 농도로 희석하였으며, Met ar r hi z i um s p. 066 균주는

2. 7 ×107, 1. 35 ×107 , 0. 657 ×107 , 0. 3375 ×107 coni di a/ ㎖로 희석

하였다. 희석한 포자현탁액을 500㏄의 비이커에 300㏄씩 넣고 밤

나무 잎을 1분간 침지시킨 다음 20분간 그늘에서 건조시켰으며,

이것을 여과지( What man #2) 1매를 깔고 살균수 1㎖를 주입한 9 ×

1. 5㎝ 1회용 pet r i di s h에 한장씩 넣었다. 여기에 야외에서 채집

한 밤나무혹나방 10마리씩을 넣었다. 수분증발을 방지하기 위하여

비닐팩에 싸서 25 ±2 ℃항온기에 보관하였고, 7일 후 병원균에 의

한 치사유무를 조사하였다. 대조구는 살균수에 침지시킨 밤나무

잎을 이용하였다. 처리는 3반복으로 하였으며 대조약제로 BT 수화제

(Baci l l us t huri ngi ensi s ) 를 사용하였다.
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라) 회양목명나방 (Gl yphodes pers pect al i s ) 유충에 대한 곤충병

원성 곰팡이의 병원성

회양목명나방에 대한 병원성 검정은, 회양목 1년생가지를 2 ×

107, 2 ×106, 2 ×105, 2 ×104 coni di a/ ㎖의 Beauver i a sp. 523 균주 현

탁액과, 4 ×107 , 4 ×106, 4 ×105, 4 ×104 coni di a/ ㎖의

Met ar r hi z i um s p. 066 균주 현탁액에 1분간 침지시킨 후 그늘에서

20분간 건조시킨 뒤 오리나무잎벌레에 대한 병원성 검정과 동일한

방법으로 처리하였다. 각 pet r i di s h에 회양목명나방 유충 1마리

씩을 넣어 10개의 pet r i di s h를 1반복으로 하여 3반복으로 조사하

였다. 대조 약제로 del t amet hr i n 1% EC 1, 000배액을 이용하였으

며, 처리 7일후 병원성곰팡이에 의한 치사유무를 조사하였다.

마) 등얼룩풍뎅이 (Anomal a or i ent al i s ) 유충에 대한 곤충병원성

곰팡이의 병원성

등얼룩풍뎅이 유충에 대한 병원성 검정을 위하여 44 ×33 ×15

㎝ 플라스틱 상자에 벤트그라스 ( Agr os t i s pal us t r i s Huds . ) 를 이

식한 15일 후 부산 동래 골프장에서 채집한 등얼룩풍뎅이 3령충

15마리를 접종하였다. 접종 1일 후 곰팡이 현탁액을 Beauver i a

523 균주는 3. 7 ×107 coni di a/ ㎖ 농도로, Met ar rhi z i um s p. 066은

3. 4 ×107 coni di a/ ㎖ 농도로 4 ℓ씩 살포한 뒤 실온에 두었다. 대

조구는 살균수 4 ℓ를 살포하였으며, 대조 약제로는 시판되고 있는

f eni t r ot hi on 50% EC 1, 000배액을 물조리개로 4 ℓ씩 관주하였다.

처리 2주일 후에 병원성곰팡이에 의한 치사유무를 조사하였으며

각 처리는 3반복으로 하였다.
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바) 거세미나방 ( Agr ot i s s eget um) 유충에 대한 곤충병원성 곰팡

이의 병원성

거세미나방 유충에 대한 병원성 검정은 등얼룩풍뎅이 유충에

대한 병원성 검정과 동일한 방법으로 수행하였으며, 포자현탁액의

농도는 Beauver i a sp. 523은 2. 5 ×107 coni di a/ ㎖였고

Met ar r hi z i um sp. 066은 6 ×107 coni di a/ ㎖였다. 살포 7일 후에

곤충병원성 곰팡이에 의한 치사유무를 조사하였다.

사) 배추좀나방 ( Pl ut el l a xyl os t el l a) 유충에 대한 곤충병원성

곰팡이의 병원성

배추좀나방에 대한 병원성 검정은 Beauver i a s p. 523은 2 ×

107, 1 ×107, 0. 5 ×107 coni di a/ ㎖ 농도로, Met ar r hi z i um sp. 066

은 4 ×107, 2 ×107, 1 ×107, 0. 5 ×107 coni di a/ ㎖로 희석한 현탁액

에 실내 pot 에서 20일간 키운 배추( 춘하왕배추) 잎을 1분간 침지

시킨 뒤 20분간 그늘에서 건조시켰다. 건조시킨 잎을 여과지

( What man #2) 1매를 깔고 살균수 1㎖를 주입한 9 ×1. 5㎝ pet r i

di s h에 한잎씩 넣고, 경남농업기술원에서 사육중인 배추좀나방 화

현 계통 3령 유충을 10마리씩 접종하여 25 ±1 ℃의 항온기에 두었

으며, 5일후에 치사율을 조사하였다. 대조구는 살균수를, 대조 약

제로는 pr ot hi of os 50% EC 1, 000배액을 이용하였다. 처리는 3반복

으로 하였다.

2) 곤충병원성 곰팡이의 포장 처리효과

동래베네스트 골프장에서 인위적으로 굼벵이를 접종하여 실시

하였다. 시험구의 크기는 0. 5m×0. 5m로 하였으며 완전임의 배치법
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으로 시험구를 배치하였다. 4번 back t ee에서 채집한 등얼룩풍뎅

이 3령충 50마리를 4㎝ 간격으로 4 ∼5㎝ 깊이에 50마리를 넣었으

며 여기에 Met ar rhi z i um s p. 066과 Beauver i a s p. 523을 107cf u/

㎖ 농도로 2 ℓ씩 살포하였다. 처리 한달 후, 각 구의 25㎠내에 있

는 굼벵이 밀도를 3개소에서 조사하여 대조구의 생충수와 비교하

였다.

3) 농약이 곤충병원성 곰팡이에 미치는 영향

농약이 곤충병원성곰팡이의 포자형성에 미치는 영향을 알아보

기 위하여 SMAY ( 10g neopept on, 40g mal t os e, 2g yeas t ext r act ,

15g agar , 1 ℓ wat er ) 배지에 f eni t r ot hi on, mepr oni l ,

met al axyl , t ol cl opos - met hyl 을 권장량의 ½배, 권장량, 또는 권

장량의 2배로 첨가하여 살균한 후 9㎝ pet r i di s h에 분주하고는

PDA ( 39g pot at o dext r os e agar , 1 ℓ wat er ) 배지에서 배양한

Beauver i a s p. 523과 Met ar r hi z i um s p. 066의 포자현탁액 0. 5㎖를

접종하였다. 그리고 25 ±2 ℃의 항온기에 보관하였다. 4일 후 형성

된 cf u ( col ony f or mi ng uni t e) 를 조사하였는데 대조구는 농약을

첨가하지 않은 배지에서 배양된 cf u를 조사하였다. 각 처리는 3반

복으로 하였다.

실험에 이용된 농약의 종류는 Tabl e 11과 같이 제초제 1종, 살충

제 4종, 살균제 4종이었다.
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Tabl e 11. Pes t i ci des us ed i n t he t es t

Cl as si f i cat i on Common name
For mul

at i on
Chemi cal name

AI i n

f or mul at i on

( %)

Her bi ci de al achl or EC 2- Chl or o- 2' , 6' - di et hyl - N- ( met hoxyl 43. 7

met hyl ) acet ani l i de

I nsect i ci de Baci l l us WP Baci l us t hur i ngi ensi s Ber l i ner Var i et y ( 16 BI U / ㎏)

t hur i ngi ensi s Kur st aki ( Ser ot ype Ⅲ a, Ⅲ b)

car bof ur an G 2, 3- Di hydr o- 2, 2- di met hyl 3

benzof ur an- 7- yl met hyl car bamat e

f eni t r ot hi on EC O, O- di met hyl - O- 4- ni t r o- m- t ol yl 50

phosphor o- t hi oat e

t ef l ubenzur on SC 1- ( 3, 5- Di chl or o- 2, 4- di f l uor ophenyl ) 5

- 3- ( 2, 6- di f l uor obenzoyl ) ur ea

Fungi ci de i pr odi one WP 3- ( 3, 5- Di chr ol or ophenyl ) - N- 15

＋ t hi r am i sopr opyl - 2, 4- di oxoi mi dazol i di me-

1- car boxami de

Tet r amet hyl t hi ur am di sul f i de 40

mepr oni l WP 3' - i sopr opoxyl - O- t ol uani l i de 75

met al axyl WP Met hyl - N- ( 2- met hoxyacet yl ) - N- 25

( 2, 6- xyl yl ) - D, L al ani nat e

t ol cl of os- met hyl WP O- 2, 6- di chl or o- p- t ol yl O, O- 50

di met hyl phosphor ot hi oat e

가) 농약 침지시간에 따른 곤충병원성 곰팡이의 병원성

Beauver i a s p. 523 균주와 Met ar rhi z i um s p. 066 균주를 고

두밥에서 14일간 배양한 다음 1g ( 3. 0 ×107 coni di a/ g) 을 0. 05%

Tween 20 용액을 넣은 용기에 f eni t r ot hi on, mepr oni l ,

met al axyl , t ol cl opos - met hyl 권장량의 희석액을 넣었다. 그리고

1시간, 3시간, 5시간 동안 침지시킨 후 거즈로 고두밥을 제거한 다

음, 원심분리기 ( VS- 5500 CF, Vi s i on sci ent i f i c Co. Kor ea) 에서

3, 000 r pm으로 30초간 원심분리하였다. 상층액을 제거한 뒤 다시
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살균수 10㎖을 주입하여 동일한 방법으로 원심분리를 3회하여 농

약성분을 세척한 후 9㎝ pet r i di s h에 여과지 ( What man #2) 를 한

장 깐 다음 꿀벌부채명나방 ( Gal l er i a mel l onel l a) 노숙유충 10마

리를 넣었다. 그 다음 분리된 곰팡이 현탁액 1㎖를 접종하고 25 ±

2 ℃의 항온기에 1주일간 보관하여 곰팡이에 의한 치사유무를 조사

하였다. 대조구는 살균수에 침지시킨 뒤 동일한 방법으로 처리하

여 치사유무를 조사하였다. 실험은 3반복으로 하였다.

나) 농약 살포후 곤충병원성 곰팡이 처리

농약을 살포한 경작지에 곤충병원성 곰팡이를 처리하였을 때

의 병원성과 지속성을 알아보기 위하여 파종후 20일된 배추( 춘하

왕배추) 묘가 정식된 경남농업기술원의 배추포장에서 94년 9월 1

일부터 9월 28일까지 실시하였다. 0. 5 ×1m 크기의 시험구에

al achl or 와 Bt , car bof ur an, met al axyl , t ef l ubenzur on 권장량을

2 ℓ씩 살포하였으며, 대조구에는 물 2 ℓ를 살포하였다. 살포 6시

간 후에 2주간 고두밥 배지에서 배양한 Met ar r hi z i um sp. 066 현

탁액 ( 4. 3 ×108 coni di a/ ㎖) 을 2. 4 ℓ씩 살포하였다. 처리후 1주부

터 4주까지 매주 토양 300g씩을 채취하여 잘 섞은 후 200g씩을 취

하여 300㎖들이 원통형 플라스틱 용기에 넣고, 꿀벌부채명나방 노

숙유충 10마리씩을 넣어 25 ±2 ℃ 실내에 보관하였으며, 7일후 곰

팡이 감염여부 및 곰팡이에 의한 치사여부를 조사하였다. 실험구

배치는 난괴법 3반복으로 하였다.

다) 곤충병원성 곰팡이 처리후 농약살포

곤충병원성 곰팡이를 처리한 다음 농약을 처리하였을 경우 곤
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충병원성 곰팡이의 지속성에 미치는 영향을 알아보기 위하여, 임

업연구원 남부임업시험장의 잔디포( 한국잔디) 에 고두밥 배지에서

2주일간 배양한 Beauver i a s p. 523 균주와 Met ar rhi z i um s p. 066

균주를 ㎡당 20g( 107 cf u/ g) 씩 고루 살포하였다. 살포 1주일, 2개

월, 3개월 후에 i pr odi one+t hi r am, f eni t r ot hi on, mepr oni l ,

t ol cl of os - met hyl 을 권장량으로 희석하여 각 구당 3 ℓ씩 살포하였

고 대조구는 물만 3 ℓ 살포하였다. 그런 다음 1개월 간격으로 4개

월까지 매달 각 구의 1 ∼5㎝와 5 ∼10㎝ 깊이에서 토양을 300g씩

채취하여 잘 섞은 후 200g을 취하여 300㎖들이 원통형 플라스틱

용기에 넣은 뒤 꿀벌부채명나방 노숙유충 10마리씩을 넣어 25 ±

2 ℃ 실내에 보관하였으며, 7일 후 곰팡이 감염여부를 확인하였다.

실험은 난괴법 3반복으로 수행하였다.

나. 결 과

1) 곤충병원성 곰팡이의 살충효과 실내검정

가) 곤충병원성 곰팡이의 병원성

토양과 곤충치사체로부터 분리한 곰팡이 균주들의 병원성을

검정한 결과, Met ar r hi z i um s p. 554와 681 2균주와 Beauver i a s p.

598 및 601 2균주를 제외하고는 처리 4일 후 모두 75% 이상의 높

은 감염능력을 보였고, 처리 6일후에는 병원성이 낮았던 4균주도

75%이상의 병원성을 보여 분리된 균주들의 병원성이 일반적으로

높은 편이었다 ( Tabl e 12) .
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Tabl e 12. Pat hogeni ci t y of ent omopat hogeni c f ungi

Fungi
Concent r at i on Pat hogeni c l evel a

( × 107 ) 4 days 5 days 6 days

Met arrhi z i um

554 7. 4 ＋ ＋＋＋＋

681 4. 4 － ＋＋ ＋＋＋＋

552 6. 2 ＋＋＋＋

671 7. 8 ＋＋＋＋

525 5. 2 ＋＋＋＋

553 6. 4 ＋＋＋＋

582 7. 2 ＋＋＋＋

612 5. 2 ＋＋＋＋

066 5. 8 ＋＋＋＋

527 6. 4 ＋＋＋＋

5981 5. 8 ＋＋＋＋
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Tabl e 12. Cont i nued

Fungi
Concent r at i on Pat hogeni c l evel a

( × 107 ) 4 days 5 days 6 days

Beauver i a

596 6. 0 ＋＋＋＋

598 7. 8 ＋ ＋＋＋＋

601 8. 4 － ＋＋＋ ＋＋＋＋

559 7. 4 ＋＋＋＋

594 6. 6 ＋＋＋＋

664 6. 6 ＋＋＋＋

558 3. 8 ＋＋＋＋

523 9. 4 ＋＋＋＋

614 3. 4 ＋＋＋＋

5990 5. 3 ＋＋＋＋

5441 8. 8 ＋＋＋＋

544 11. 4 ＋＋＋＋

671 6. 4 ＋＋＋＋

614 5. 8 ＋＋＋＋

a －; 0 %, ＋; 1 ∼25%, ＋＋; 26 ∼50%; ＋＋＋; 51 ∼75%, ＋＋＋

＋; 75% <.

Pat hogeni c l evel was det er mi ned by mor t al i t y of Gal l er i a

mel l onel l a l ar vae.
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나) Beauver i a의 병원성

오리나무잎벌레, 밤나무혹나방, 회양목명나방, 거세미나방,

배추좀나방 등의 유충에 대한 Beauver i a s p. 523 균주의 병원성은

Tabl e 13과 같다. 오리나무잎벌레 유충에 대해서는 7. 0 ×107

coni di a/ ㎖ 농도에서 100%의 치사율을 나타내었으며, 7. 0 ×106

coni di a/ ㎖과 7. 0 ×105 coni di a/ ㎖ 처리에서도 90% 이상의 높은

치사율을 보였고, 밤나무혹나방 유충에 대해서는 3. 1 ×107

coni di a/ ㎖ 처리에서만 100%의 치사율을 보였다. 그러나 회양목명

나방 유충에 대해서는 병원성이 전혀 없는 것으로 나타났다.

잔디의 주요한 식근성 해충인 등얼룩풍뎅이 유충과 농작물에 피해

를 주고 있는 거세미나방 유충에 대한 병원성은 비교적 낮은 편이

었다. 거세미나방 유충에 대하여는 2. 5 ×107 농도에서 63. 3%의 치

사율을 보였으나, 등얼룩풍뎅이 유충에 대한 치사율은 3. 7 ×107

농도에서 46. 7%로 낮은 편이었다. 그러나 배추좀나방에 대해서는

처리 5일후 2 ×107 coni di a/ ㎖ 농도에서 100%의 높은 치사율을 나

타내었으며, 1 ×107 coni di a/ ㎖ 농도에서도 84. 4%의 치사율을 보

였다.

다) Met arrhi zi um의 병원성

오리나무잎벌레 유충에 대한 Met arrhi zi um s p. 066 균주의 병원

성은 9. 6 ×106 coni di a/ ㎖ 농도에서는 100%의 치사율을 나타내었

으나, 104 coni di a/ ㎖ 농도에서는 20%의 낮은 치사율을 보였다.

밤나무혹나방은 0. 3375 ×107 coni di a/ ㎖ 처리에서 73. 3%의 치사율

을 나타내었다. 그러나 회양목명나방에 대해서는 전혀 치사효과가

없는 것으로 나타났다.
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등얼룩풍뎅이 유충에 대해서는 3. 7 ×107 coni di a/ ㎖ 농도처리에서

53. 6%의 치사율을 보였고, 거세미나방 유충은 2. 6 ×107 coni di a/

㎖ 농도에서 100% 치사되었다. 또한 배추좀나방 유충도 4. 0 ×107

coni di a/ ㎖ 농도에서 100%의 높은 치사율을 보였고, 0. 5 ×107

coni di a/ ㎖ 농도에서는 70. 7%의 치사율을 보였다 ( Tabl e 14) .
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Tabl e 13. Vi r ul ence of an ent omopat hogeni c f ungus , Beauver i a

s p. 523 agai ns t s ever al i ns ect pes t s

I nsect Concent r at i on

Kor ean name of coni di al suspens i on Mor t al i t y ( %)

( Sci ent i f i c name) / ㎖

오리나무잎벌레 7. 0 × 107 100 a
(Agel as t i ca coerul ea) 7. 0 × 106 98. 0 a

7. 0 × 105 90. 0 a

7. 0 × 104 57. 0 b

Cont r ol 0 c

밤나무혹나방 3. 6 × 107 100 a

(Meganol a mel anchol i ca) 1. 55 × 107 92. 0 a
0. 775 × 107 77. 0 b

0. 3875 × 107 66. 7 b

Cont r ol 0 c

회양목명나방 2. 0 × 107 0 b

(Gl yphodes perspect al i s ) 2. 0 × 106 0 b

2. 0 × 105 0 b

2. 0 × 104 0 b

Del t amet hr i n 100 ppm 100 a

Cont r ol 0 b

등얼룩풍뎅이 3. 7 × 107 46. 7 a

(Anomal a ori ent al i s ) Feni t r ot hi on 500 ppm 0 b

Cont r ol 0 b

거세미나방 2. 5 × 107 63. 3 a

(Agrot i s seget um) Feni t r ot hi on 500 ppm 0 b

Cont r ol 0 b

배추좀나방 2. 0 × 107 100 a

(Pl ut el l a xyl os t el l a) 1. 0 × 107 84. 4 a

0. 5 × 107 52. 2 b

Cont r ol 0 c
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Tabl e 14. Vi r ul ence of an ent omopat hogeni c f ungus , Met arrhi z i um

s p. 066 agai ns t s ever al i ns ect pes t s

I nsect Concent r at i on
Kor ean name of coni di al suspens i on Mor t al i t y ( %)

( Sci ent i f i c name) / ㎖

오리나무잎벌레 9. 6 × 106 100 a
(Agel as t i ca coerul ea) 9. 6 × 105 73. 3 b

9. 6 × 104 20. 0 c
9. 6 × 103 0 d

Cont r ol 0 d

밤나무혹나방 2. 7 × 107 100 a
(Meganol a mel anchol i ca) 1. 35 × 107 80. 0 a

0. 675 × 107 80. 0 a
0. 3375 × 107 73. 3 b

Cont r ol 0 c

회양목명나방 4. 0 × 107 0 a
(Gl yphodes perspect al i s ) 4. 0 × 106 0 a

4. 0 × 105 0 a
4. 0 × 104 0 a

Cont r ol 0 a

등얼룩풍뎅이 3. 7 × 107 53. 3 a
(Anomal a ori ent al i s ) Cont r ol 0 b

거세미나방 2. 6 × 107 100 a
(Agrot i s seget um) Cont r ol 0 b

배추좀나방 4. 0 × 107 100 a
(Pl ut el l a xyl os t el l a) 2. 0 × 107 93. 8 a

1. 0 × 107 93. 2 b
0. 5 × 107 70. 0 b

Cont r ol 0 c
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2) 곤충병원성 곰팡이의 포장 처리효과

가) 골프장 해충방제 효과

Met arr hi z i um s p. 066 처리구에서는 22. 4%의 밀도 감소를,

Beauver i a sp. 523 처리구에서는 52. 4%의 밀도감소율을 보였다

( Tabl e 15)

Tabl e 15. Eval uat i on of ent omopat hogeni c f ungi agai ns t

Anomal a or i ent al i s l ar vae i n t ur f gr as s of Dongr ae gol f cour s e

Tr eat ment
Concent r at i on of

coni di a / ㎖

% r educed whi t e
gr ubs

Met ar r hi z i um sp. 066 107 22. 4 c

Beauver i a s p. 523 107 52. 4ab

Feni t r ot hi on 500 ppm 46. 6 b

Cont r ol 57. 5 a

aEach 2 ℓof coni di al sus pens i on was appl i ed f or each pl ot

s i zed 0. 5 ×0. 5m.

bFi gur es f ol l owed by di f f er ent l et t er s i n a col oum ar e

s i gni f i cant l y di f f er ent ( P<0. 05) accor di ng t o Duncan' s

mul t i pl e r ange t es t .

3) 농약이 곤충병원성 곰팡이에 미치는 영향.

Beauveri a sp. 523의 경우 살균제인 met al axyl 이나

t ol cl of os - met hyl 에서는 대조구와 균체( col ony) 형성수에서 차이가

없었다. 그리고 살충제인 f eni t r ot hi on이나 살균제인 mepr oni l 에
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서는 권장량이나 권장량보다 낮은 농도에서 균체가 형성되었지만,

권장량의 2배 농도에서는 전혀 포자를 형성하지 못하여 이들 농약

에 대해서는 매우 감수적이었다. Met ar r hi z i um s p. 066의 경우도

Beauver i a s p. 523과 유사한 경향을 나타내어 살충제인

f eni t r ot hi on이나 살균제인 mepr oni l 에 대하여 높은 감수성을 나

타내었다. 그리고 살균제인 t ol cl of os - met hyl 에서도 균체 형성수

가 현저히 적었다 ( Tabl e 16) .
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Tabl e 16. Ef f ect of pes t i ci des on col ony f or mat i on of

Beauver i a and Met ar r hi z i um on pot at o dext r os e agar

Pest i ci des
suppl i ment ed

Con. Number of cfu ± SDa

(ppm) Beauveri a sp. 523 Met arrhi zi um sp. 066

feni t rot hi on 500b 19. 0±7. 0 c 0. 0±0 f

1000 0. 0±0 c 0. 0±0 f

meproni l 375 4. 67±2. 5 c 34. 0±8. 0 ef

750b 0. 0±0 c 0. 0±0 f

1500 0. 0±0 c 0. 0±0 f

met al axyl 500 368. 3±44. 0 b 313. 0±62. 8 b

1000b 421. 0±25. 5 ab 323. 0±25. 2 ab

2000 434. 0±38. 3 ab 275. 0±25. 0 bc

t ol cl ofos-met hyl 500 478. 3±130. 0a 139. 0±5. 9 d

1000b 377. 3±74. 7 b 241. 0±59. 2 c

2000 458. 0±71. 0 ab 75. 0±10. 3 e

None - 439. 0±71. 0 ab 376. 0±62. 3 a

aFi gur es f ol l owed by di f f er ent l et t er s i n a col oum ar e

s i gni f i cant l y di f f er ent ( P<0. 05) accor di ng t o Duncan' s

mul t i pl e r ange t es t .

bFi el d r ecomended r at es .
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가) 농약 침지시간에 따른 곤충병원성 곰팡이의 병원성

곤충병원성 곰팡이의 농약과의 혼용가능성을 알아보기 위하여

분생포자를 농약 희석액에 5시간 동안 침지하여 포자의 발아와 해

충에 대한 병원성을 검정한 결과, 전 약종에서 분생포자의 발아와

병원성이 지속되었다 ( Tabl e 17) .

Tabl e 17. Sur vi vabi l i t y and pat hogeni ci t y of ent omopat hogeni c

f ungi af t er s oaki ng i n pes t i ci de sol ut i on

Pest i ci des Ent omopat hogeni c fungi

Survi vabi l i t y af t er
soaki ng (h)

Pat hogeni ci t y af t er
soaki ng (h)

1 5 1 5

feni t rot hi on Beauveri a sp. 523 + + + +

Met arrhi zi um sp. 066 + + + +

meproni l Beauveri a sp. 523 + + + +

Met arrhi zi um sp. 066 + + + +

met al axyl Beauveri a sp. 523 + + + +

Met arrhi zi um sp. 066 + + + +

t ol cl ofosmet hyl Beauveri a sp. 523 + + + +

Met arrhi zi um sp. 066 + + + +

Cont rol Beauveri a sp. 523 + + + +

Met arrhi zi um sp. 066 + + + +
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나) 농약 살포후 곤충병원성 곰팡이 처리

농약을 살포한 후에도 Met ar r hi z i um s p. 066 병원성은 키틴합

성저해제인 t ef l ubenzur on과 생물제제인 Bt 및 침투성살충제인

car bof ur an 등의 살충제 처리구에서 4주 동안 95% 이상이 유지되

고 있었고, 살균제인 met al axyl 처리구에서도 95% 이상의 높은 병

원성을 유지하고 있었다. 한편, 산아미드계 제초제인 al achl or 에

서는 병원성이 다소 낮게 나타났으나 전체적으로는 4주까지 75%이

상의 높은 병원성을 유지하고 있었다 ( Fi g. 4) .

Fi g. 4. Ef f ect of pes t i ci des on t he per s i s t ence of

ent omopat hogeni c f ungus , Met ar hi z i um s p. 066 i n Chi nes e

cabbage f i el d.
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다) 곤충병원성 곰팡이 처리후 농약살포

Beauver i a s p. 523과 Met ar r hi z i um s p. 066은 살충제인

f eni t r ot hi on 처리구에서 4개월 째부터 병원성을 소실하였는데,

배지에서 포자형성이 되지않았던 것과 같은 경향을 보여 농약에

의하여 영향을 받는 것으로 나타났다. 또한 mepr oni l 처리에 있어

서도 066 균주는 4개월부터 병원성이 소실되었다. 그리고 분포는

Beauver i a와 Met arr hi z i um 모두 토양 5㎝ 깊이 까지 분포하는 것

으로 나타났다 ( Tabl e 18) .
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Tabl e 18. Ef f ect of pos t - t r eat ment of pes t i ci de on

per s i s t ence of ent omopat hogeni c f ungi i n t ur f gr as s

Pest i ci des Fungus

% mor t al i t y of Gal l er i a mel l onel l a
l ar vae

Survi vabi l i t y af t er
t r eat ment a (mont h)

Pat hogeni ci t y af t er
t r eat ment a (mont h)

1 2 4 1 2 4

I pr odi one ＋ t hi r am
Beauver i a s p.

523
+ + + + + +

Met ar rhi zi um s p.
066

+ + + + + +

Feni t r ot hi on
Beauver i a s p.

523
+ + - + + -

Met ar rhi zi um s p.
066

+ + - + + -

Mepr oni l
Beauver i a s p.

523
+ + + + + +

Met ar rhi zi um s p.
066

+ + - + + -

Tol col f os - met hyl
Beauver i a s p.

523
+ + + + + +

Met ar rhi zi um s p.
066

+ + + + + +

Cont r ol
Beauver i a s p.

523
+ + + + + +

Met ar rhi zi um s p.
066

+ + + + + +

aThe ent ompat hogeni c f ungi wer e s ur vi ved onl y 5㎝ deep f r om

s oi l s ur f ace.

No f ungi wer e det ect ed bel ow 5㎝.
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3. 곤충병원성 곰팡이의 식물병원균 억제효과

가. 재료 및 방법

1) 곤충병원성 곰팡이가 오이생육에 미치는 영향

가) 접종원 배양

버뮤큘라이트 ( 원예상토 1호) 에 쌀겨 10%를 첨가하여 골고루

섞은 다음 수분을 90%로 조절하고 1, 000㎖ 유리병에 500㎖를 담아

121 ℃ 1. 5기압에서 30분간 2회 멸균하였다. 그리고 곤충병원성 곰

팡이 포자현탁액( 107 / ㎖) 5㎖를 접종하여 25 ℃항온기에서 14일간

배양하였고, 1g을 9㎖의 0. 05% Tween 20용액에 넣어 현탁시킨후

wat er agar 에 도말하여 균밀도 ( cf u) 를 조사하였다. 접종원의 농

도는 Beauver i a sp. 523 균주는 2. 4 ×107/ g이었고 Met ar r hi z i um

s p. 066 균주는 3. 4 ×107 / g이었다.

나) 접종원 처리 및 파종

농가의 시설원예지에서 사질양토를 채취하여 살균한 다음 접

종원의 농도를 3%, 6%, 12%수준으로 처리하여 원예용 스치로폴

pot ( 3㎝×15㎝, 160 hol es ) 에 담고는 발아한 오이씨앗 ( 사엽오

이, 중앙종묘) 을 홀당 1개씩 파종하여 25 ℃ 생장상에서 재배하였

다.

파종 10일후 오이의 지상부와 지하부 길이를 측정하였고 지상부와

지하부를 60 ℃ 건조기 ( Dr i ng oven, 삼화공사) 에 24시간 건조시킨

후 천평 ( Casbee, Cas s ) 을 이용하여 건물중을 측정하였다. 각 처
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리는 10개의 홀을 1반복으로 하여 3반복으로 처리하였다.

다) 길항균의 배양여액이 오이 생장에 미치는 영향

PDA배지에서 14일간 배양한 균총 di sc ( 5㎜) 1개를 30㎖ PD

br ot h에 접종하여 15, 20, 25, 30 ℃에서 2주간 배양한 후 킴와이

프로 균사를 제거하여 배양여액을 얻었다. 배양여액을 121 ℃에서

30분간 멸균한 다음 각각의 배양여액에 오이 ( 사엽오이) 종자를

24시간 침지한 후, 증류수로 세척하고 9㎝ 여과지 1매를 깐 1회용

pet r i di s h에 오이종자를 놓아 발아율과 뿌리의 길이를 조사하였

다.

2) 곤충병원성 곰팡이의 Rhi z oct oni a s ol ani 에 대한 길항효과

가) 길항균 선발

토양과 곤충치사체로 부터 분리된 곤충병원성 곰팡이 균주의

일부가 R. s ol ani 에 대한 길항효과가 있는지를 알아보기 위하여

각각의 5㎜ 균총 di sc를 PDA 배지에 접종하여 25 ℃에서 10일간 배

양한 다음 R. s ol ani 균총 di s c와 40㎜ 거리에 곤충병원성 곰팡이

를 대치 배양하여 저지원 ( Cl ean zone) 을 측정하였다.

나) 길항균 배양시간에 따른 길항력

곤충병원성 곰팡이의 배양시간에 따른 모잘록병균에 대한 길

항효과는 PDA 배지에 길항균과 병원균을 동시접종하거나 길항균

접종 4일과 8일후에 모잘록병원균을 접종하여, 병원균의 균사 생
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장량과 저지원을 측정하였다. 이때 길항균과 병원균의 접종거리는

50㎜였다. 접종 2일후 오이모잘록병원균의 균사 생장량( Radi al

di amet er ) 과 저지원( Cl ean zone, CZ) 을 측정하였다. 각 처리는 3

반복으로 하였다.

다) Beauver i a sp. 598의 온도별 균사생장량과 길항력 및 pH의변화

길항균의 배양시간에 따른 균사 생장량, 병원균에 대한 길항

력, pH의 변화를 알아보기 위하여 40㎖의 PD br ot h 배지가 들어있

는 100㎖ 삼각플라스크에 길항균 균총 di s c ( 5㎜) 1개를 접종하여

15, 20, 25, 30 ℃에서 배양하였다. 배양후 pH met er ( consor t C831,

Bel gi um) 로 배양여액의 pH를 측정하였다. 또한 배양여액에 PDA를

첨가하여 평판배지를 만든 다음 병원균 균사 di s c ( 5㎜) 를 배지

중앙에 접종하여 병원균의 균사 생장 억제정도도 조사하였다. 길

항균의 병원균 억제율은 다음과 같은 식으로 구하였다.

억제율 ( %) ＝ 1 －

처리구 균사생장

× 100

무처리구 균사생장

라) Beauver i a s p. 598 균주의 배양여액이 Beauver i a s p. 523 균

주와 Met ar r hi z i um s p. 066 균주의 증식에 미치는 영향

R. s ol ani 에 대해 길항력이 인정된 Beauver i a s p. 598 균주를

40㎖ PD br ot h ( Di f co pH 5. 5) 배지에 접종하여 10일간 배양하여

킴와이프로 균체를 제거한 다음 배양여액을 121 ℃에서 30분간 멸

균시켰다. 그리고 살균수로 10배에서 100배까지 10배씩의 희석 농

도로 희석하였다. PDA에서 14일 동안 배양한 포자현탁액 0. 1㎖를
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도말하여 25 ℃에서 2일간 배양한 후 cf u를 조사하였으며, 무처리

구인 PDA배지의 cf u와 비교하였다.

나. 결 과

1) 곤충병원성 곰팡이가 오이생육에 미치는 영향

우리 나라에서 분리된 곤충병원성 곰팡이의 식물에 대한 안전

성 여부를 검정하기 위하여 오이를 대상으로 pot 에서 실험한 결과

는 Tabl e 19와 같다.

Tabl e 19. Ef f ect of Beauver i a s p. 523 and Met ar r hi z i um s p.

066 on cucumber gr owt h i n pot

Fungi
I nocul um Lenght ( ㎜) Wei ght ( ㎎)

( % wt / t ot al soi l ) Root Shoot Root Shoot

Beauver i a 3 13. 0 a 28. 0 b 56. 0 a 31. 0 b

6 13. 9 a 34. 0 a 56. 0 a 36. 0 a

12 15. 1 a 38. 0 a 58. 0 a 35. 0 a

Met arrhi z i um 3 14. 4 a 29. 0 b 50. 2 b 26. 6 c

6 15. 2 a 35. 0 a 52. 0ab 30. 5 b

12 14. 6 a 31. 0ab 50. 1 b 23. 1 d

Cont r ol 0 13. 4 a 27. 0 b 46. 0 c 20. 0 d

Means wi t hi n a col umn f ol l owed by t he s ame l et t er s ar e not

s i gni f i cant l y di f f er ent ( P=0. 05 : Duncan' s mul t i pl e r ange

t es t ) .
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지상부의 길이는 Beauver i a 6%와 12% 처리구에서는 무처리에

비하여 높게 나타났으나 뿌리의 생장은 차이가 없었다. 그러나 뿌

리의 건물중은 무처리에 비하여 처리구에서 높았으며 특히

Beauver i a 처리구가 Met arr hi z i um 처리구에 비하여 높은 경향이었

다.

2) 길항균의 배양여액이 오이 생장에 미치는 영향

R. s ol ani 에대해 길항력이 있는 Beauver i a s p. 598 균주를 온

도별로 배양한 배양여액에 오이종자를 24시간 침지하여 오이의 생

장량을 조사한 결과, 15 ℃와 30 ℃의 것이 각각 38㎜와 36㎜로서

살균수에 처리한 경우인 18㎜에 비하여 매우 높은 생장촉진 효과

를 보였다 ( Tabl e 20) .

Tabl e 20. Ef f ect of cul t ur e f i l t r at e of Beauver i a s p. 598 on

cucumber gr owt h

Cul t ur e f i l t r at e
gr own at ( ℃)

Root l engt h ( ㎜) Seed ger mi nat i on ( %)

15 38 a a 100

20 24 b 100

25 19 c 100

30 36 a 100

PD br ot h 12 d 100

Di s t i l l ed wat er 18 c 100

aMeans f ol l owed by t he s ame l et t er ar e not s i gni f i cant l y

di f f er ent ( P=0. 05 : Duncan' s mul t i pl e r ange t es t )
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3) 곤충병원성 곰팡이의 Rhi z oct oni a s ol ani 에 대한 길항효과

R. sol ani 에 대한 길항력을 실험한 30개의 공시균주 가운데서

길항력을 나타내었던 균은 3균주로 Beauver i a s p. 576, 443과 598

균주였다. 그 중 Beauver i a s p. 576 균주가 매우 높은 길항력을

나타내었다.

Beauver i a sp. 576의 R. sol ani 에 대한 저지원은 16㎜, Beauveri a

s p. 443은 13㎜, Beauver i a s p. 598은 2㎜였다 ( Tabl e 21) .
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Tabl e 21. Ant agoni s t i c abi l i t y of ent omopat hogeni c f ungi

agai ns t Rhi z oct oni a s ol ani

Fungi
Ant agoni sm

Coi l i ng Lysi s Over gr owi ng Cl ean zone

Beauver i a 576 － + － 16 ㎜a

Beauver i a 443 － + － 13 ㎜

Beauver i a 598 － + － 2 ㎜

Beauver i a 600 － － － －

Beauver i a 601 － － － －

Beauver i a 602 － － － －

Beauver i a 523 － － － －

Beauver i a 558 － － － －

Beauver i a 596 － － － －

Beauver i a 5990 － － － －

Beauver i a 552 － － － －

Beauver i a 674 － － － －

Beauver i a 656 － － － －

Beauver i a 681 － － － －

Beauver i a 613 － － － －

Beauver i a 614 － － － －

Beauver i a 615 － － － －

Beauver i a 064 － － － －

Beauver i a 544 － － － －

Beauver i a 593 － － － －

Beauver i a 594 － － － －

Beauver i a 598 － － － －

Met arrhi z i um 5916 － － － －

Met arrhi z i um 599 － － － －

Met arrhi z i um 600 － － － －

Met arrhi z i um 601 － － － －

Met arrhi z i um 602 － － － －

Met arrhi z i um 603 － － － －

Met arrhi z i um 604 － － － －

Met arrhi z i um 066 － － － －

－ : Not obs er ved or occur r ed.

aDi s t ance bet ween col ony of pat hogen and by dual cul t ur e.
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가) 길항균 배양시간에 따른 길항효과

병원균과 길항력이 있는 곤충병원성 곰팡이를 동시에 접종하

였을때 Beauver i a s p. 576은 CZ가 4. 0㎜, Beauver i a s p. 443과

Beauver i a s p. 598은 CZ가 모두 0㎜ 였다. 길항균을 먼저 접종한

4일후 병원균을 접종하였을때는 각각 13. 3㎜, 10㎜, 0㎜로서

Beauver i a s p. 576은 저지원이 형성되지 않았으며 8일후 접종시에

는 15. 3㎜, 12. 0㎜, 1. 7㎜로서 Beauver i a s p. 598의 길항력이 가

장 높게 나타났다 ( Tabl e 22) .

Tabl e 22. Gr owt h i nhi bi t i on and cl ean zone f or mat i on of Rhi zoct oni a

sol ani by dual cul t ur e di f f er ent age of ent omopat hogeni c f ungi

on pot at o dext r os e agar

Ent omopat hogeni c
f ungi t es t ed

Radi al gr owt h
of R s ol ani ( ㎜)

Cl ean zone bet ween
R. sol ani and EPF

Cul t ur al age of EPF Cul t ur al age of EPF

0 4 8 days 0 4 8 days

Beauver i a sp. 598 36. 3 a 8. 0 b 3. 3 b 4. 0 a 13. 3 a 15. 3 a

Beauver i a sp. 443 40. 3 a 8. 0 b 6. 3 b 0 b 10. 0 a 12. 0 a

Beauver i a sp. 576 40. 0 a 17. 3 a 19. 3 a 0 b 0 b 1. 7 b

aMeans f ol l owed by t he s ame l et t er ar e not s i gni f i cant l y

di f f er ent ( P=0. 05 : Duncan' s mul t i pl e r ange t es t )
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나) Beauver i a s p. 598의 온도별 균사생장량과 길항력 및 pH변화

Beauver i a s p. 598의 온도별 균총생장량은 25 ∼30 ℃에서 가장

좋았다. 15 ℃에서 2주 배양시킨 것은 19㎜로서 25 ℃ 와 30 ℃에 비

하여 현저히 떨어지는 경향을 보였다 ( Fi g. 5) . 각 온도별로 배양

한 배양여액에 대한 길항효과를 조사한 결과는 Tabl e 23과 같다.

무처리구인 PDA배지에서 균을 접종한 2일후 R. s ol ani 균총 직경

생장량은 49. 7㎜였으나 15 ℃ 배양여액 배지에서는 20. 3㎜로서 방

제가가 59. 6%였으며, 20 ℃에서는 39. 9㎜로 20. 9%, 25 ℃에서는

41. 0㎜로 17. 5% 그리고 30 ℃에서는 9. 3㎜로 81. 3%의 방제효과를

보여 15 ℃와 30 ℃에서 억제효과가 높았다.

Fi g. 5. Mycel i al gr owt h of Beauver i a s p. 598 and pH changes

of t he cul t ur e f i l t er at e.
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Tabl e 23. Ef f ect of cul t ur e f i l t r at e of Beauver i a s p. 598

gr own at di f f er ent t emper at ur e on t he mycel i um gr owt h of

Ri z oct oni a s ol ani

Temper at ur e f or cul t ur e
f i l t r at e

Di amet er ( ㎜) of
R. s ol ani

% Cont r ol b

2 days 4 days 2 days 4 days

15 20. 3 c a 52. 7 b 59. 6 b 38. 0 b

20 39. 9 b 84. 3 a 20. 9 c 0. 8 c

25 41. 0 b 84. 7 a 17. 5 c 0. 4 c

30 9. 3 d 22. 3 c 81. 3 a 73. 8 a

PDA 49. 7 a 85. 0 a 0 0

aMeans wi t hi n a col umn f ol l owed by t he s ame l et t er s ar e not

s i gni f i cant l y di f f er ent ( P=0. 05 : Duncan' s mul t i pl e r ange

t es t ) .

bCont r ol ( %) = ( 1- t r eat ment / check) × 100.

다) Beauver i a s p. 598 균주의 배양여액이 Beauver i a s p. 523과

Met ar r hi z i um s p. 066의 균증식에 미치는 영향

곤충병원성 곰팡이 Beauver i a s p. 598의 배양여액 배지에서

Beauver i a s p. 523과 Met arr hi z i um sp. 066의 분생포자 발아수

( col ot y f or mi ng uni t ) 를 조사한 결과, 무처리 ( PDA배지) 의 경우
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523 균주, 066 균주, 598 균주에서 각각 284, 126, 351인데 비하

여 배양여액 100%를 첨가한 배지에서의 col ony수는 각각 271,

139, 360으로서, R. s ol ani 에 길항력이 있는 Beauver i a s p. 598

균주의 배양여액은 곤충병원성 곰팡이의 분생자 발아에는 전혀 영

향을 미치지 않았다 ( Tabl e 24) .

Tabl e 24. Ef f ect of cul t ur e f i l t r at e of Beauver i a sp. 598 on

coni di al ger mi nat i on of Beauver i a sp. 598, 523, and Met arrhi z i um

sp. 066

Cul t ur e f i l t r at e
suppl ement ed

PDA ( %)

Number of col ony for mi ng uni t / pl at e

Beauveri a sp. 523 Beauveri a sp. 598 Met arrhi zi um sp. 066

0 284. 3 aa 351. 7 a 126. 7 a

10 267. 7 a 360. 7 a 132. 7 a

20 277. 7 a 363. 0 a 120. 0 a

30 254. 3 a 369. 7 a 136. 7 a

40 264. 3 a 366. 7 a 128. 3 a

50 275. 3 a 363. 3 a 126. 7 a

60 259. 3 a 346. 3 a 132. 7 a

70 271. 3 a 343. 7 a 135. 7 a

80 266. 0 a 362. 3 a 140. 7 a

90 265. 3 a 361. 3 a 134. 3 a

100 271. 0 a 360. 7 a 139. 3 a

aMeans wi t hi n a col umn f ol l owed by t he s ame l et t er s ar e not

s i gni f i cant l y di f f er ent ( P=0. 05 : Duncan' s mul t i pl e r ange

t es t ) .
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4. 곤충병원성 곰팡이의 대량배양

가. 재료 및 방법

1) 첨가 유기물에 따른 곤충병원성 곰팡이의 증식

가) 곤충병원성 곰팡이의 대량배양

( 1) 고두밥를 이용한 곤충병원성 곰팡이의 포자배양

곡물배지에서 병원성 곰팡이의 배양이 용이하였던 점을 고려

하여 사료용으로 사용하고 있는 묵은 쌀을 이용하여 병원성 곰팡

이의 배양 가능성을 알아보았다.

묵은쌀 ( 생산후 5년) 을 물에 넣어 1일간 불린 다음 1, 100㎖ 병버

섯 재배용 플라스틱 용기( 가나화학, 충남 천안) 에 300㎖를 채운

뒤 고압멸균기( Ri kaki kai MAC- 501) 에서 멸균하였다. 그리고 고두

밥이 엉기지 않게 흔든 다음 현탁액을 1㎖씩 접종하였다. 접종한

포자수는 Met ar rhi z i um s p. 066은 2. 2 ×105/ ㎖였고, Beauver i a

s p. 523은 3. 3 ×105 / ㎖였다. 접종후 25 ±2 ℃ 항온기에서 배양하였

고 1주후에 배양병을 5 ∼10회 흔들어 균이 골고루 배양되도록 하

였다. 배양 2주후는 3일간 음건한 뒤 1g을 취하여 9㎖의 살균수가

든 시험관에 넣어 교반기에서 잘 섞고 hemocyt omet er 로 포자수를

조사하였다. 조사는 각각 5회 반복으로 하였다.

( 2) Cl ay pel l et 을 이용한 곤충병원성 곰팡이의 포자배양

화훼 및 원예용으로 이용되고 있는 cl ay pel l et 을 곤충병원성
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곰팡이의 대량 배양에 이용하고자 4 ∼5㎜ 크기의 cl ay pel l et ( 옥

산, 경남 진동) 을 1시간 동안 증류수에 침지시킨 후 1㎜ 망사에

담았다. 그리고 쌀겨를 pel l et 에 분의하여 1, 100㎖ 플라스틱 용기

( 가나다화학, 충남 천안) 에 500㎖를 넣어 고압멸균기( 121 ℃ 1. 5기

압) 에서 30분간 멸균하였다. 그런 다음 Met ar r hi z i um s p. 066 현

탁액 ( 106 coni di a/ ㎖) 5㎖를 접종하여 10회 흔든 후 25 ℃ 항온기

에서 배양하였으며, 배양 7일후 다시 10회 흔들어 균이 균일하게

배양되게 하였다. 포자형성수는 배양 14일후 0. 05% Tween 20 용액

10㎖에 pel l et 1개씩을 넣고 t es t t ube mi xer ( 창신과학) 로 현탁

하였다. 현탁액을 킴와이프 2매를 깐 깔때기를 통과시켰다. 포자

수는 hemocyt omet er 를 이용하여 200배 광학현미경( Uni l ux- 12,

Kyowa) 으로 계수하였다. 조사는 5회 반복으로 하였다.

나. 결 과

1) 고두밥배지를 이용한 곤충병원성 곰팡이의 포자 배양

고두밥 배지를 이용한 병원성 곰팡이의 포자 배양 결과는

Tabl e 25와 같다.

고두밥 배지에서의 포자형성수는 Met ar rhi z i um s p 066의 경우 배양

14일후에 1. 7 ×106, 28일후에는 1. 9 ×108개의 포자수를 보였고,

Beauver i a sp. 523은 1. 9 ×106개와 1. 9 ×107개의 포자수를 보였

다.
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Tabl e 25. Ef f ect of har d- boi l ed r i ce medi um on t he spor ul at i on

of ent omopat hogeni c f ungi

Ent omopat hogeni c f ungi
Number of coni di a / g medi a

14 days 28 days

Met arrhi z i um sp. 066

× 106

1. 7 ±0. 4

× 108

1. 9 ±0. 4

Beauveri a sp. 523 1. 9 ±0. 5 1. 9 ±0. 5

2) Cl ay pel l et 을 이용한 곤충병원성곰팡이의 포자 배양

Cl ay pel l et 을 이용한 병원성 곰팡이의 포자 배양 결과는

Tabl e 26과 같다. Cl ay pel l et 1개당 107개 이상의 포자가 배양되어

고두밥 배지와 유사한 배양력을 보였다. 따라서 병원성 곰팡이의 고

체배양을 위한 물질로서 활용가치가 있을 것으로 생각된다.

Tabl e 26. Mass pr oduct i on of Met arrhi zi um sp. 066 usi ng cl ay

pel l et coat ed wi t h r i ce br an

Pel l et condi t i on
Number of coni di a

/ pel l et

Si ze ( di amet er ) Moi st ur e ( %) × 107

2. 4 ± 0. 74∼5 100

*Number of coni di a was checked at f our t een days af t er

i ncubat i on.
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5. 식물병원균에 대한 길항균 분리 및 길항효과

가. 재료 및 방법

1) 길항미생물 분리

경남 진주 대곡의 잔디라지벳취병반부 토양 300g을 채취하여

비닐봉지에 담아 실험실에 가져와 골고루 섞은 다음 1g을 9cc 살

균수에 104까지현탁하여 NA배지에 도말하였다. col ony를 각각 다

른 배지에 접종한후 식물병원균을 대치 배양하여 길항균을 분리하

였다.

2) 길항미생물의 길항력 검정

직경 9cm 1회용 사아레에 PDA 배지를 20ml 분주한다음 PDA배

지에서 48시간 배양한 길항력이 있는 R1- 12, 14H- 3, Yel l 을 0. 5mm

유리 피펫t i p으로 PDA배지에 병원균과 5cm 거리에 대치배양하여

저지원의 크기를 측정하였다.

가) 길항세균을 첨가한 배지에서의 균증식 억제효과

900ml 병버섯 재배 용기에 PDbr ot h 500ml 를 넣어 121 ℃에서

30분간 멸균한후 각각의 공시균 1ml ( 107cel l ) 를 접종하였다. 그리

고는 원심분리기에서 2일간 진탕배양한 후 ( 107cel l ) PDA배지에

50%, 10%비율로 혼합하여 9cm 샤아레에 20ml 씩을 분주하였다.

나) 길항세균 배양여액이 식물병원균 증식에 미치는 영향

배양여액에 PDA를 첨가하여 살균한다음 9cm 샤아레에 20ml 를
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분주하였다. 그리고는 PDA배지에서 배양한 Rhi zoct oni a s ol ani ,

Pyt hi um s p. Phyt opt hor a s p. 균총 di sc ( 5mm) 를 접종하여 25 ℃

항온기에 배양하면서 균총직경생장을 측정하였다.

다) 길항세균 배양여액 침지가 오이생육에 미치는 영향

배양여액을 원액( 100%) , 10배, 50배, 100배액으로 각각 조절

한 다음 121 ℃에서 30분간 멸균한 액에 오이( 정선오이) 종자를 6시

간 침지한 후 여과지 1매를 깐 9cm 1회용 pet r i - di s h에 10립씩을

놓고 증류수 1ml 를 주입하였다. 수분증발을 방지하기 위하여 랩으

로 싸서 25 ℃ 항온기에 보관하였다. 3일후 발아율, 뿌리길이 및

전체 생중량을 측정하였다. 반복당 10립으로 3반복하였다.

라) 길항세균과 배양여액이 s oybean의 생장에 미치는 영향

생균 배양여액과 살균 배양여액에 s oybean을 6시간 침지시킨

다음 900ml 병버섯 재배용기에 100ml 씩을 넣고 버뮤쿠라이트 ( 미

성) 300ml 를 넣어 25 ℃ 항온기에서 재배하였다. 물은 9시와 17시

에 각각 1회에 300ml 씩을 공급하였다. 생육상황은 처리 7일후 생

체중과 길이를 측정하였다.

마) 길항세균 배양여액이 다른 유용미생물에 미치는 영향

900ml 병벗재배 용기에 PDbr ot h 500ml 를 다음 121 ℃에서 30분

간 멸균한 후 길항미생물 포자현탁액 ( 105 cel l / ml ) 1ml 를 접종하

여 진탕배양기에서 2일간 배양하였다. 배양여액에 PDA를 첨가하여

평판배지를 조제하였다. 그리고는 길항세균 ( 103 cel l / ml ) 과 곤충

병원성 곰팡이 ( 103 s por e/ ml ) 포자현탁액 0. 1ml 를 접종한 다음
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도말하였다. 접종 24시간 후 광학현미경 ( 400x) 하에서 col ony 형

성여부를 조사하였다.

3) 길항세균 배양여액이 다른 유용미생물에 미치는 영향

서로다른 길항미생물 배양여액을 첨가한 배지에서 길항균 증

식관계를 알아보기 위하여 900㎖ 병버섯재배용기에 PDbr ot h 500㎖

를 넣고 121 ℃에서 30분간 멸균한후 길항세균 현탁액 ( 105cel l /

㎖) 1㎖를 접종하여 진탕배양기에서 2일간 배양하였다. 배양여액

에 PDA를 첨가하여 평판배지를 조제하였다. 그리고는 길항세균

( 103 cel l / ㎖) 과 곤충병원성 곰팡이( 103 s por e/ ㎖) 포자현탁액

0. 1㎖를 접종하여 도말하였다. 접종 24시간 후 광학현미경하에서

col ony 형성여부를 조사하였다. 실험에 사용한 미생물은 곤충병원

성 곰팡이 Met ar rhi z i um과 Beauver i a , 식물병원균 길항미생물

Tr i choder ma 였다.

4) 목초와 농약이 길항균에 미치는 영향

가) 목초와 살충제가 길항세균의 cel l 발아에 미치는 영향

목초 ( 동양목초, 의령) 250배, 500배액과 메프 50%유제 100,

200, 500, 1, 000배액에 PDA를 첨가하여 평판배지를 만든 다음 길

항세균 현탁액 0. 1ml 를 접종하여 도말한 다음 cel l 의 발아여부를

조사하였다.
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나. 결 과

1) 길항미생물 분리

잔디 라지벳취병 이병토양을 채집하여 길항미생물을 분리, 동

정한 결과 진주에서 채집한 토양으로부터Yel l 와 R1- 12가 분리 동

정되었으며 부산 동래에서는 14H- 3이 분리동정되었다 ( Tabl e 27) .

Tabl e 27. 천적미생물 분리

지역 식생 기주 토성 균명

경남 진주 잔디 토양 양토 Ps eudomonas f l uor es cens ( R1- 12)

미동정( Yel l )

부산 동래 잔디 토양 양토 미동정( 14H- 3)

2) 길항미생물의 길항력 검정

가) 길항세균을 첨가한 배지에서의 균증식 억제효과

분리된 길항세균은 Rhi zoct oni a , Pyt hi um, Phyt opht hor a에 대

해서 매우 높은 길항력을 나타내었다 ( 표 2) . Rhi z oct oni a에 대한

저지원 Yel l 이 9mm, R1- 12가 11mm 였으며 Phyt opht hor a에 대해서

는 Yel l 이 11mm, R1- 12가 7mm, 14H- 3이 11mm 였다. 그리고

Pyt hi um에 대해서는 14H- 3이 5mm로 다른 균주에 비하여 좋았다.
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Tabl e 28. 식물병원균에 대한 길항균의 길항효과

길항

균
병원균

Ant agoni sm

Coi l i ng Lys i s Over gr owi ng Cl ean zone

Yel l Rhi z oct oni a + 9

Pyt hi um

Phyt opht hor a + 11

R1- 12 Rhi z oct oni a + 9

Pyt hi um

Phyt opht hor a + 7

14H- 3 Rhi z oct oni a + 2

Pyt hi um + 5

Phyt opht hor a + 11

Tabl e 29. 길항세균을 첨가한 배지에서의 균증식억제효과

길항균
농도

( %)

접종 2일후 균총생장량 ( mm) 억제율

Rh Py Phy Rh Py Phy

Yel l 50 0 0 0 100 100 100

10 0 0 0 100 100 100

R1- 12 50 0 0 0 100 100 100

10 0 0 0 100 100 100

14H- 3 50 0 0 0 100 100 100

10 0 0 0 100 100 100

CK - 45 80 19

길항세균과 배양여액을 PDA배지에 50%와 10%농도로 첨가한 배
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지에서 식물병원균 Rhi z oct oni a, Pyt hi um, Pt yt opht hor a를 접종했

을 때 균사생장이 무처리구에서 각각 45mm, 80mm, 19mm인데 비하

여 처리구에서는 완전히 억제되는 결과를 보여 항균효과가 높았다

( Tabl e 28) .

나) 길항세균 배양여액이 식물병원균 증식에 미치는 영향

길항세균 배양여액을 PDA배지에 첨가하여 살균한 배지에서의

식물병원균의 증식억제효과를 조사한 결과 길항미생물 첨가배지에

서 억제율 75%이상으로 매우 높은 억제효과를 보였다 ( Tabl e 30) .

Tabl e 30. 세균 배양여액이 식물병원균 증식에 미치는 영향

길항균 병원균
균총직경생장량 ( mm) 억제율

1일 3일 1일 3일

14H- 3 Phyt opht hor a 0 0 100 100

Pyt hi um 0 6 100 92. 5

Rhi z oct oni a 2 7 93. 1 91. 1

R1- 12 Phyt opht hor a 0 0 100 100

Pyt hi um 0 4 100 95. 0

Rhi z oct oni a 0 1 100 98. 7

Yel l Phyt opht hor a 6 16 0 0

Pyt hi um 18 50 75. 3 37. 5

Rhi z oct oni a 0 5 100 93. 7

무처리 Phyt opht hor a 3 6 - -

Pyt hi um 73 80 - -

Rhi z oct oni a 29 79 - -
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다) 길항세균 배양여액 침지가 오이생육에 미치는 영향

길항미생물 배양여액을 침지한 오이가 무처리에 비하여 뿌리

의 생장이 양호하였다. 뿌리무게에 있어서는 무처리가 0. 05g인데

비하여 100배액 처리에서는 0. 07g 이상이었다. 그리고 뿌리길이

에 있어서는 무처리가 25. 9mm였으나 길항균 처리구에서는 34mm이

상이었다. 특히 14H- 3균이 오이의 생장을 촉진시키는 효과가 높게

나타났다 ( Tabl e 31) .

Tabl e 31. 길항세균 배양여액 침지가 오이생육에 미치는 영향

세균
뿌리 무게 ( g) 뿌리 길이 ( mm)

원액 10배 50배 100배 원액 10배 50배 100배

R1- 12 0. 04 0. 05 0. 06 0. 07 30. 3 35. 5 42. 4 43. 2

Yel l 0. 06 0. 08 0. 07 0. 09 38. 5 43. 8 34. 0 35. 1

14H- 3 0. 05 0. 06 0. 07 0. 08 34. 8 33. 7 40. 1 45. 2

무처리 0. 05 25. 9

라) 길항세균과 배양여액이 s oybean의 생장에 미치는 영향

길항균 배양여액에 s oybean을 침지하여 생육상황을 조사한 결

과 무처리구에서 길이 103. 2mm, 무게 547g인데 비하여 길항미생물

처리구에서 118. 0- 139. 1mm, 555- 594g으로 길항미생물 처리 효과가

높게 나타났다.
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Tabl e 32. 길항세균 배양여액이 s oybean의 생장에 미치는 영향

세균

생장량

길이 ( mm) 무게 ( g)

14H- 3 124. 2 594

Yel l 139. 1 568

R1- 12 118. 0 555

CK 103. 2 547

3) 길항세균 배양여액이 다른 유용미생물에 미치는 영향

서로 다른 길항미생물 배양여액을 첨가한 배지에서 길항균 증

식관계를 조사한 결과 Tabl e 33에서와 같이 미생물간에 억제효과

가 있는 것으로 나타났다. 길항미생물 R1- 12균 배양여액에서는 같

은 균 R1- 12와 14H- 3 균이 억제를 보였으며 R1- 12균은 모든 배양

여액에서 억제를 보였다. 그러나 곤충병원성 곰팡이 Met ar r hi z i um

과 Beauver i a , 식물병원균 길항미생물 Tr i choder ma에 대해서는 전

혀 영향을 받지 않았다.
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Tabl e 33. 길항세균 배양여액이 다른 유용미생물에 미치는 영향

배지

유용미생물의 접종일별 포자발아

Yel l 14H- 3 R1- 12 Tr i Met Bea

1일 3일 1일 3일 1일 3일 1일 3일 1일 3일 1일 3일

14H- 3 + + - - + + +

R1- 12 + - - - - + + +

Yel l + + - - + + +

CK + + + + + +

4) 목초와 농약이 길항균에 미치는 영향

가) 목초와 살충제가 길항세균의 cel l 발아에 미치는 영향

목초와 살충제 농약이 길항미생물에 미치는 영향을 알아보기

위하여 모초를 각농도별로 첨가한 배지에서 미생물 cel l 의 발아를

조사한 결과 Yel l 은 목초 250배액에서는 발아되지 않으나 목초

500배와 메프 100배에서도 cel 의 발아가 양호하였다. R1- 12와

14H- 3은 목초 250배와 메프 200배에서도 cel l 이 발아하지 않았다.

그러나 500배이하에서는 발아하는 것으로나타났다 ( Tabl e 34) .
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Tabl e 34. 목초와 살충제가 길항세균의 cel l 발아에 미치는 영향

처 리 농도
접종1일후 cel l 발아

Yel l R1- 12 14H- 3

무처리 - + +
목초 250배 - - -

500배 + - +

메프 100배 + - -
200배 + - -
500배 + + +

1000배 + + +
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제 3 세부과제

살충성 B. t 제 개발 분야
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제 4 장 . 살 충 성 Bt 제 개 발 분 야

제1절 . 서 설

유기합성 살충제가 해충방제에 활용된 이래로 인간을 포함한

포유동물에 대한 독성문제, 먹이사슬 단절, 천적의 감소 및 멸종,

잠재적인 암의 유발, 해충의 저항성 증가 등의 많은 문제점들이

심각하게 제기되고 있기 때문에, 그 대안으로 곤충병원성 미생물

을 이용한 방제법의 개발이 연구되고 있다. 해충에 병원성을 가지

는 바이러스, 곰팡이, 세균 등의 미생물을 이용한 해충 방제기법

은 유기합성 살충제에서 제기되고 있는 부작용들이 없기 때문에

이에 대한 연구가 선진국을 중심으로 활발하게 이루어져 왔으며,

특히 농업해충과 위생해충에 방제효과가 있는 미생물을 이용하여

제품화에 성공함으로써, 이에 대한 수요도 증가되고 있다( Lüt hy 등,

1982; Ar onson 등, 1986) . 해충에 병원성을 보이는 미생물 중에서도

Baci l l us t huri ngi ensi s ( 이하 Bt ) 는 유기합성 살충제와 비슷한 살충력

을 보이고, 파리목, 나비목, 딱정벌레목 등의 다양한 해충에 대해서

독성이 높아 농업 및 위생해충의 방제에 활용되고 있다.

Bt 는 그람양성 토양세균으로 포자형성과정( s por ul at i on) 동안

내독소 단백질을 형성하는 특징이 있다. 내독소 단백질은 높은 숙

주특이성을 가진 살충성 성분으로( Ar onson 등, 1986; Whi t el ey와

Schnepf , 1986) , 숙주 특이성과 생화학적 특성이 다른 내독소 단

백질을 생성하는 많은 Bt 균주들이 분리되어 왔다( Bur ges , 1981) .

Bt 가 생성하는 내독소 단백질은 유전자( cr y genes ) 의 염기서열 및
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단백질 서열의 유사성, 숙주범위, H- 항체와의 반응 등의 차이에

따라 분류되고 있다( Höf t e와 Whi t el ey, 1989) . 일반적으로 Bt 내

독소 단백질을 만드는 유전자는 숙주범위에 따라 나비목 곤충에

독성을 보이는 cryI 유전자, 나비목과 파리목 곤충에 동시에 독성

을 보이는 cr yI I 유전자, 딱정벌레목 곤충에 독성을 보이는

cr yI I I 유전자, 파리목 곤충에만 독성을 띠는 cr yI V 유전자로 나

누었다. 최근에 Cr i ckmor e 등( 1998) 은 보고된 내독소 단백질 유전

자를 살층성과 내독소 단백질의 아미노산서열의 상동성에 따라 분

류하는 명명체계를 제안하였다.

cr y 유전자가 발현하는 내독소 단백질의 작용기작은 완전하게

밝혀지지 않았으나( Gi l l 등, 1992) , 유충의 중장내 알칼리 조건과

단백질 분해효소에 의해 활성을 가진 내독소 단백질이 감수성 곤

충의 중장 상피세포막에 있는 수용체( r ecept or ) 에 작용하여 곤충

에 치사효과를 나타낸다. 전기생리학적인 연구( Har vey 등, 1983)

와 생화학적인 보고( Knowl es 와 El l ar , 1987) 에서, 수용체와 결합

하는 내독소 단백질이 상피세포막의 물질이동 균형을 깨뜨려 삼투

압을 저해하여 세포를 파괴하고, 유충은 섭식을 중지하고 죽게 된

다. 몇 개의 Bt 균주들에서 내독소 단백질의 수용체가 중장 상피

세포에 존재한다는 것이 보고되었다( Hof mann등, 1988a, b) .

이러한 특성을 가진 Bt 에 대한 최근의 연구경향은 크게 유효

균주의 분리 및 특성 연구( Ragni 등, 1996; I nal 등, 1990) , 새로

운 cr y 유전자의 구조적 특성 분석( Kos t i chka 등, 1996) 및 발현

에 관한 조절기작( De Souza 등, 1993; Poncet 등, 1997) , 숙주특

이성에 관여하는 요인( Wol f er s ber ger 등, 1996; Raj amohan 등,

1996) , 내독소 단백질의 작용기작( Von Ter sch 등, 1994;
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Peyr onnet 등, 1997) , 유전공학 기법을 이용한 형질전환

( Sol t es - Rak 등, 1993) , 전이식물개발( Nayak 등, 1997) , 저항성

( Tabas hi k 등, 1997; Wi r t h 등, 1997) 에 관한 연구 등으로 나뉘어

활발히 진행되고 있다.

현재 진행되고 있는 연구 중에서도 새로운 유효균주의 분리에

대한 연구는 일본의 I s hi wat a가 1901년에 누에나방( Bombyx mor i )

의 사체에서 처음으로 Baci l l us s ot t o( B. t hur i ngi ens i s s ubs p.

s ot t o) 를 분리하였으며, 1915년 Ber l i ner 가 지중해 가루명나방

( Anagas t a kuehni el l a) 에서 분리하여 Baci l l us t hur i ngi ens i s 로

명명한 이후, 많은 Bt 균주들이 분리되어 보고되었는데, 장소별로

보면, 토양( Ki m 등, 1998) , 양잠농가( Ohba 등, 1984) , 식물체 잎

표면( Smi t h와 Couche, 1991; Par k 등, 1997) 등에서 분리되는 것

으로 보고되고 있으며, 기후에 따른 분포에서는 열대에서 한대에

이르기까지 매우 다양하다( Mar t i n과 Tr aver s , 1989) . 한편 유기합

성 살충제의 과용살포로 인한 저항성 해충의 출현에 대한 보고

( McGaughey, 1985a; McGaughey와 Beeman, 1988) 는 새로운 유효 균

주의 선발 필요성을 더욱 높여 주었으며, 새로운 균주의 분리는

유기합성 살충제의 대안으로 활용될 미생물 살충제 개발에 있어서

가장 필수적인 과제로 떠오르고 있다. 또한 최근 모기성충 중심의

방제로 인하여 저항성 성충이 출현되고 있으며, 이로 인한 말라리

아, 뎅그열, 황열병 등이 전염되고 있다. 현재 농업해충에 독성이

있는 균주의 분리는 미국의 Mycogen사와 국제미작 연구소를 중심

으로 광범위하게 추진되고 있으나, 위생해충에 독성을 갖는 균주

의 분리는 이에 비해 현저히 떨어져 있는 실정이다.

본 연구에서 전국의 농업지역과 산림지역을 대상으로 Bt 균주
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를 분리하고, 독성검정을 통하여 여러가지 해충에 독성이 있는 균

주를 분리하였다. 특히 보건적 측면에서 중요한 파리목 해충인 모

기유충에 독성이 높은 균주를 선발하고, 이를 Bt 185- 1로 명명하

고, 균주의 특성을 구명하였다. 미생물 살충제로 이용되는 Bt 균

주의 대량배양에서 내독소 단백질의 생산을 위한 배양시간의 연장

과 늦은 단백질 발현으로 인한 살충효력의 지연에 대한 단점을 보

완하고자, 고온에서 유도되는 gr o 프로모터를 이용하여 모기유충

에 높은 독성을 가진 cr y11Aa 유전자를 발현하는 벡터를 구축하

고, 분리한 Bt 185- 1 균주에 형질전환하여 영양세포단계에서 모기

유충에 독성을 갖는 cr y11Aa 유전자를 발현하는 형질전환체를 제

작하고 특성을 조사하였다. 한편으로 Bt 내독소 단백질의 야외적용

에서 제기되고 있는 단점들( Pf annes t i el 등, 1986; Del ecl use 등,

1991; Thomas와 El l ar , 1983) 을 보완하기 위하여, 광합성에 관여하

는 psbA 프로모터와 열에 의해 유도되는 gro 프로모터를 이용한

cry11Aa 유전자를 발현하는 cyanobact er i a를 제작하고, 모기유충에

대한 살충효과와 야외 적응성 및 야외 살충효과를 조사하였다.
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1. 산림토양으로부터 살충성 Bt 선발, 특성규명, 대량배양 및 제제

화

가. 연구수행 방법

1) 시료의 채취

Baci l l us t hur i ngi ens i s ( 이하 Bt ) 를 분리하기 위하여, 4월부

터 11월사이에 산림지역을 대상으로 시료를 채집하였다. 시료 중

에서 토양시료는 표토로 부터 2- 5 ㎝ 깊이에서 수집하였으며, 먼

지는 표면을 긁어 채집하였다. 나뭇잎은 약 1 m 이하의 높이에서

채집하였으며, 열매, 토양 등도 채집하였다. 채집한 모든 시료는

4 ℃에서 보관하여 이용하였으며, 1597개의 토양과 산림시료 ( 낙

엽, 생엽, 열매 등 포함) 를 채집하여 연구에 사용하였다.

2) Bt 균주의 분리

Bt 균주의 분리는 Ohba와 Ai zawa ( 1978) 와 Par k 등 ( 1997) 이

보고한 방법에 따라 분리하였다. 토양시료의 경우, 1 g 토양시료

를 시험관에 넣고, 10 ㎖ 멸균된 증류수로 현탁한 다음, 5분 동안

강하게 섞어주었다. 현탁된 시료를 80 ℃에서 10분간 열처리를 한

다음, 1000배로 희석하여 영양배지 ( nut r i ent medi um) 에 도말하였

다. 30 ℃에서 5일 동안 배양한 다음, 형성된 콜로니를 위상차 현

미경으로 관찰하여 포자 ( spor e) 와 내독소 단백질 ( cr ys t al

pr ot ei n) 을 형성하는 것을 선발하였다. 선발된 콜로니를 순수 배

양하여, 4 ℃에서 보관하였다. 나뭇잎 시료의 경우, 약 2- 3 ㎠ 면

적을 멸균된 칼로 자른 후, 1 ㎖의 멸균된 증류수를 넣고 막자사
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발을 이용하여 분쇄하였다. 1 ㎖의 분쇄된 시료를 시험관에 넣고

80 ℃에서 10분간 진탕하면서 열처리를 하였다. 상온에서 30분간

방치한 후 0. 2 ㎖의 시료를 취해서 영양배지에 도말하고 30 ℃에서

5일간 배양하였다. 형성된 콜로니를 위상차 현미경으로 검경하여

포자와 내독소 단백질을 만든 콜로니를 선발하여 4 ℃에서 보관하

였다.

3) 사용된 균주 및 배지와 배양조건

Bt s ubs p. mor r i s oni PG- 14, Bt s ubs p. kur s t aki Cr y- B 균주

는 S. S. Gi l l 박사 ( U. C. Ri ver s i de, USA) 로부터 얻었으며, Bt

185- 1 균주는 나뭇잎 시료로부터 분리하여 보관하면서 사용하였

다. B. s ubt i l i s 균주는 조용섭 박사 ( Seoul Nat ' l Uni v. , Kor ea)

로부터 분양받았다. E. col i DH5 α와 XL1 bl ue는 유전자의 클로닝

숙주로 사용하였다.

Bt 균주 배양은 GYS, SPY, LB 배지를 사용하여 30 ℃에서 배양

하였고, B. subt i l i s 는 YT배지를 이용하여 30 ℃에서 배양하였다.

E. col i 균주들은 37 ℃에서 LB 배지를 이용하여 배양하였다.

4) 현미경 관찰

포자를 형성하는 콜로니에서 내독소 단백질의 모양을 관찰하

기 위해서, 위상차 현미경 ( Ni kon Opt i phot - 2) 과 주사전자현미경

( Phi l l i ps SEM 515) 을 이용하였다. 위상차 현미경 시료는 멸균된

증류수로 현탁된 시료를 슬라이드 글라스에 떨어뜨린 후, 커버글

라스를 덮어서 1, 000배 배율로 관찰하였다. 필요에 따라 선발된

일부 Bt 균주는 전자현미경으로 내독소 단백질을 관찰하기 위해서
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시료를 동결건조하여 탄소와 금으로 코팅한 후, 6, 000배 배율로

관찰하였다 ( Roh 등, 1996) .

5) 벡터의 제작과 제한효소의 처리

pHTBSgr o4D 벡터를 제작하기 위해서, B. s ubt i l i s 전체 DNA를

Kal man 등 ( 1993) 의 방법에 따라 분리하였으며, gr o 프로모터와

cr y11Aa 유전자에 특이적인 PCR ( pol ymer as e chai n r eact i on)

pr i mer 를 제작하였다. gr o 프로모터와 cry11Aa 유전자를 증폭하기

위해서, PCR pr i mer 를 Pr eMi x- TopTM ( Bi oneer Co. , Kor ea) 에 첨

가하였으며, B. s ubt i l i s 전체 DNA와 pCG5 벡터를 각각의 주형

( t empl at e) 으로 이용하였다. gr o 프로모터에 대한 PCR 반응은 9

4 ℃에서 1분, 45 ℃에서 1분, 72 ℃에서 1분간 반응시키는 주기로

30회 반복하였다. cr y11Aa 유전자에 대한 PCR 반응은 94 ℃에서 2

분, 45 ℃에서 1분 30초, 72 ℃에서 2분간 반응시키는 주기로 40회

반복하였다. PCR로 증폭된 gr o 프로모터와 cr y11Aa 유전자를

pGemT 벡터 ( Pr omega Co. , USA) 에 각각 클로닝하여, pBSgr o와

pCr y4D로 명명하였다. pBSgr o 벡터를 Sac I 과 Sac I I 으로 처리하여,

gr o 프로모터를 포함한 DNA 절편을 E. col i 벡터인

pBl ues cr i pt SKI I ( +) 에 클로닝하여 pBLBSgr o로 명명하였다. pCr y4D

벡터를 NcoI 과 Cl aI 으로 반응시켜, cry11Aa 유전자를 분리하고,

pBLBSgr o에 클로닝하여, pBLBSgr o4D를 제작하였다. pBLBSgr o4D를 SacI

과 KpnI 으로 처리하고, gro 프로모터와 cr y11Aa 유전자를 포함하는

DNA 절편을 pHT3101에 클로닝하여 Bt 균주에서 발현할 수 있는

pHTBSgr o4D를 제작하였다. PCR에 이용한 pr i mer 는 다음과 같다

( Tabl e 1) .
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Tabl e 1 . Nuc l eo t i de s equenc e s o f PCR pr i me r s us ed f or

ve c t o r on s t ruc t i on .

Pr i mer Sequence
Res t r i ct i on

enzyme us ed
Vect or

Bs gr oF 5' - GTGAGCTCCGTTCATCTACAGC Sac I

pHTBSgr o4D

Bs gr oR 5' - GGCGGATCCATGGAAATAACC NcoI

cr y11F 5' - GAATTCCATGGAAGATAGTTATTTAG NcoI

cr y11R 5' - GAGATCGATCAATACTCAC Cl aI

Nucl eot i des under l i ned and i t al i ci zed i ndi cat e i ni t i at i on codon

and r est r i ct i on enzyme si t e, r espect i vel y.

6) 내독소 단백질의 분리

내독소 단백질은 Thomas 와 El l ar 의 방법( 1983) 을 변형하여 분

리하였다. Bt 균주를 GYS 배지에 4일 동안 30 ℃에서 배양한 다음,

위상차 현미경을 이용하여 포자형성과정과 aut ol ys i s 가 일어난 것

을 확인하였다. 포자와 내독소 단백질을 완충액 [ 1 M NaCl , 0. 01%

Tr i t on X- 100] 으로 씻어준 후, 12, 000 g에서 10분 동안 원심분리

하였다. 침전물을 증류수로 현탁한 다음, 2분 동안 20, 000

cycl es / 초 속도로 soni cat i on하였다. 시료를 50- 80 % s ucr os e

dens i t y gr adi ent 에 넣은 다음 25, 000 r pm으로 2시간 동안 초원심

분리하여( Beckman Co. ) , 내독소 단백질 층만을 회수하였다.
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7) N- 말단 아미노산 서열결정

내독소 단백질은 s ucr os e dens i t y gr adi ent 를 이용한 초원심

분리를 통해서 순수분리하였다. N- 말단 아미노산 서열 결정을 위해

서, 용해된 내독소 단백질을 시료 완충액에 첨가하고, 100 ℃에서

15분 동안 진탕하였다. 시료를 12% pol yacr yl ami de gel 을 이용하

여 전기영동한 다음, gel 에 있는 내독소 단백질을 PVDF

( pol yvi nyl i dene di f l uor i de) - t ype membr ane ( Cl ont ech Co. , USA)

에 흡착시키기 위해, 전기를 이용한 전이과정 ( el ect r ot r ans f er )

을 27 ㎃ 크기로 90분 동안 수행하였다 ( Laur i er e, 1993) . PVDF

막을 증류수로 씻어낸 다음, 50% 메탄올을 포함한 ami no bl ack

10B로 5분 동안 염색하고 증류수로 탈색하였다. 염색된 PVDF 막을

공기 중에서 건조한 다음, 4 ℃에서 보관하였다. 염색된 단백질 띠

를 오려낸 다음, pul s e- l i qui d N- t er mi nal pr ot ei n s equenci ng

( Appl i ed Bi os ys t em Model 475A) 를 이용하여 아미노산을 분석하였

다.

8) DNA 분리

가) 플라스미드 DNA 분리

Bt 균주의 플라스미드 DNA는 al kal i ne l ys i s 방법 ( Bi r nboi m

과 Dol y, 1979) 을 변형하여 분리하였다. Bt 균주는 50 ㎖ LB 배지

에 접종하고, 30 ℃에서 12시간동안 배양하였다. 배양액을 100 ㎖

SPY 배지에 다시 접종한 다음, 30 ℃에서 OD6 00 측정값이 0. 7이 될

때까지 배양하였다. 형질전환체의 경우, er yt hr omyci n ( 25 ㎍/ ㎖)

과 ampi ci l l i n ( 50 ㎍/ ㎖) 을 배지에 첨가하였다. 배양된 세포를

시험튜브로 옮기고, 5 ㎖ TE 완충액 [ 10 mM Tr i s , 1 mM EDTA
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( pH8. 0) ] 으로 세척하고, 6, 000 g에서 5분동안 원심분리하였다. 침

전물을 50 ㎎/ ㎖ l ys ozyme의 농도로 처리된 Sol ut i on I [ 50 mM

gl ucos e, 25 mM Tr i s - HCl ( pH 8. 0) , 10 mM EDTA ( pH 8. 0) ] 10 ㎖

을 넣고 강하게 흔들어 준 다음, 37 ℃에서 10분간 배양하였다. 20

㎖ Sol ut i on I I [ 0. 2 N NaOH, 10% SDS] 를 시험관에 첨가하고, 가

볍게 섞어준 다음, 5분 동안 얼음에서 반응시켰다. 15 ㎖

Sol ut i on I I I [ 3 M pot as s i um acet at e, 2 M gl aci al acet i c aci d]

를 시험관에 넣고, 15, 000 g 속도로 15분 동안 4 ℃에서 원심분리

한 다음, 상청액을 수집하였다. 플라스미드 DNA를 침전시키기 위

해 에탄올을 첨가한 후, - 70 ℃에서 30분 동안 반응시키고, 15, 000

g 속도로 4 ℃에서 15분 동안 원심분리하였다. 침전물을 70% 에탄

올로 세척하고 건조한 후, 8 ㎖ TE 완충액에 녹였다.

나) B. s ubt i l i s 전체 DNA 분리

B. s ubt i l i s 균주의 전체 DNA는 다음과 같은 Kal man 등

( 1993) 의 방법에 따라 분리하였다. B. subt i l i s 균주를 30 ℃ 조건

으로 YT배지에서 OD60 0 측정값이 0. 8이 될 때까지 배양한 다음,

5, 000 g 속도로 4 ℃에서 8분 동안 원심분리하였다. 침전물을 TES

완충액 [ 10 mM Tr i s - HCl ( pH 8. 0) , 1 mM EDTA, 100 mM NaCl ] 으로

씻은 후, 1 ㎎/ ㎖ l ys ozyme이 포함된 Sol ut i on C [ 25 % s ucr ose,

25 mM EDTA, 25 mM Tr i s - HCl ( pH 8. 0) ] 로 풀어주고, 37 ℃에서 1시

간동안 배양하였다. 시료에 SDS를 최종농도가 2%가 되게 처리하

고, 50 ℃에서 15분 동안 배양하였다. SDS가 처리된 시료에 NaCl 을

최종농도가 1 M이 되게 넣은 후, 50 ℃에서 5분간 배양하고, 4 ℃에

8시간동안 방치하였다. 시료를 12, 000 g, 4 ℃에서 10분간 원심분

- 184 -



리한 다음, 상청액을 멸균된 시험관으로 옮겨주었다. 상청액을 페

놀과 클로로포름이 동양으로 처리된 용액으로 2번 추출하고, 에탄

올을 넣어 DNA를 침전시킨 후, - 70 ℃에 1시간동안 방치하였다. 시

료를 12, 000 g 속도로 15분 동안 4 ℃에서 원심분리하고, 10 ㎍/ ㎖

RNase가 첨가된 5 ㎖ TE 완충액 [ 10 mM Tr i s - HCl ( pH 8. 0) , 1 mM

EDTA] 에 녹였다.

9) SDS- PAGE

SDS- PAGE는 Laemml i 의 방법 ( 1970) 을 참고하여 12%

s epar at i ng gel 과 3% s t acki ng gel 을 이용하였다. Gel 은

Coomas s i e br i l l i ant bl ue ( Si gma Co. ) 용액으로 염색하고, hi gh

mol ecul ar wei ght mar ker ( Si gma Co. ) 를 표준으로 사용하였다.

가) Bt 균주가 포자형성기에 생산하는 단백질 분리

형질전환체가 형성하는 단백질을 분석하기 위해, 세포를 25 ㎍/ ㎖

er yt hr omyci n과 50 ㎍/ ㎖ ampi ci l l i n이 들어있는 GYS 배지에서 5일동

안 배양한 다음, 7, 000 g, 4 ℃에서 10분 동안 원심분리하였다.

침전물을 160 ㎕ 증류수로 풀어준 다음, 단백질 시료 완충액 [ 60

mM Tr i s - HCl ( pH 6. 8) , 25% gl ycer ol , 2% SDS, 5%

2- mer capt oet hanol , 0. 1% br omophenol bl ue] 40 ㎕를 첨가하였다.

시료를 10분 동안 중탕하고, 7, 000 g에서 4 ℃, 5분간 원심분리하

여 상청액을 회수하였다.

나) Bt 균주가 영양세포기에 생산하는 단백질 분리

1 ㎖ Bt 배양액을 25 ㎍/ ㎖ er yt hr omyci n과 50 ㎍/ ㎖

ampi ci l l i n이 첨가된 GYS 배지에 접종하고, 온도를 각각 30 ℃, 3
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7 ℃, 45 ℃로 조정한 후, 30분마다 시료를 회수하였다. 시료를 - 7

0 ℃에서 동결하고, 녹이는 과정을 2회 반복하고, 7, 000 g 속도로

4 ℃에서 10분 동안 원심분리하였다. 침전물을 50 ㎎/ ㎖ l ysozyme이

첨가된 Sol ut i on A [ 50 mM gl ucose, 25 mM Tr i s - HCl ( pH 8. 0) , 10

mM EDTA ( pH 8. 0) ] 로 강하게 흔들어 준 다음, 37 ℃에서 10분간 반응

시켰다. 시료를 7, 000 g에서 5분간 원심분리한 다음, 침전물을

Sol ut i on A로 씻어주었다. 시료를 Sol ut i on B [ 1 mM PMSF

( phenyl met hyl sul f onyl f l uor i de) , 10 mM EDTA, 2% SDS] 로 풀어주고,

- 70 ℃에서 10분, 37 ℃에서 10분간 반응시켰다. 시료에 단백질 시료

완충액을 넣고, 10분간 중탕한 후, 7, 000 g, 4 ℃에서 5분 동안 원심

분리하여 상청액을 회수하였다.

10) H- ant i s er a ant i body 생산과 면역학적 분석

33개 Bt 기준 균주에 대한 H 항혈청은 Ohba와 Ai zawa의 방법

( 1978) 에 따라 생산하였다. 균주는 영양배지 ( pH 7. 4) 에 접종하여

30 ℃에서 16시간동안 배양하였다. 배양세포를 3, 000 g에서 15분

동안 원심분리한 다음, PBS ( phos phat e buf f er ed s al i ne) 로 풀어

주었다. 시료를 같은 부피의 0. 25% 포르말린으로 섞은 다음, 37 ℃

에서 1시간동안 배양하였다. 처리된 세포를 원심분리하여 침전시

키고, PBS로 풀어주었다. 포르말린으로 처리한 세포를 I CR 암컷

쥐 복강내에 주입하여 면역화시켰다. 초기면역화는 compl et e

Fr eud' s adj uvant ( Si gma Co. ) 를 포함한 250 ㎕ 용액을 주입하여

수행하였고, 1주일 간격으로 4회에 걸쳐 i ncompl et e Fr eud' s

adj uvant ( Si gma Co. ) 를 포함한 500 ㎕ 용액을 주입하였다. 다섯

번째 복강주사 3일 후에, 쥐에서 채혈하여 혈청을 분리하고, - 2
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0 ℃에 보관하였다.

11) cr y 특이적 유전자 탐색을 위한 Pr i mer 및 PCR

PCR을 통해 Bt 균주가 가지는 내독소 단백질 유전자에 대한

유전자형을 조사하기 위해 현재까지 보고된 cryI , I I , I I I , I V, V

유전자에 대해 특이적인 PCR pr i mer 를 제작하여 사용하였다

( Tabl e 2) . 각 pr i mer 는 cr y 유전자의 보존영역으로 다른 cry 유

전자와 구별되는 영역을 탐지할 수 있도록 제작하였다. PCR을 수

행하기 위해서, Bt 균주를 영양배지에 접종한 후, 12시간동안 배양하였

다. 배양액 1 ㎖를 SPY 배지에 접종하여 2- 4시간동안 30℃에서 배양하

고, Pl asmi d mi di ki t ( Qui agen Co. ) 를 이용하여 DNA를 분리하였다. 플

라스미드 DNA와 pr i mer 를 각각 1 ㎕를 Pr eMi x- TopTM에 넣고, DNA

Ther mal Cycl er ( Per ki n El mer Co. ) 를 이용하여 PCR 반응을 수행하였

다.
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Tabl e 2. Nucl eot i de sequences of PCR pr i mer s used f or cry gene
det ect i on

Sequence
Expect ed

product s i ze
Pri mer

bi ndi ng s i t e
Target

gene

cr yI t ype
GAGCCAAGCGACTGGAGCAGTTTACACC

TCGAATTGAATTTGTTCC

TCACTTCCCATCGACATCTACC

GTCCAACCTTATGAGTCACCTGGGCTTC

CAACCTCTATTTGGTGCAGGTTC

GGTACATTTAGATATTCACAGCCAC

CTTAGGGATAAATGTAGTACAG

CCGGTGACCCATTAACATTCCAATC

ATCACTGAGTCGCTTCGCATGTTTGACTTTCTC

ATATGGAGTGAATAGGGCG

TGAACGGCGATTACATGC

782

238

550

902

288

465

961

383

235

1910-1943

2453-2470

2159-2170

1789-1815

2403-2425

2226-2270

1730-1751

2308-2690

2658-2690

1778-1797

1994-2012

cry1Aa1

cry1Ab1

cry1Ac1

cry1Ba1

cry1Ca1

cry1Da1

cry1Ea1

cry1Fa1

cryI*

cry1Ga1

cry1Ga1

cr yI I t ype
CAGATACCCTTGCTGGTGTAA

ATAGGCCCGTGCTCCACCAGG

1070 475-495

1524-1544

cry2Aa1

cry2Aa1

cr yI I I t ype

GTCCGCTGTATCTTCAGGTG

CACTTAATCCTGTGACGCCT

650 1801-1821

2430-2450

cry3Aa1

cry3Aa1

cr yI V t ype

CGAGGTGAAATTTGCTCC

ATGGCTTGTTTCGCTACATC

GGTGCTTCCTATTCTTTGGC

ATGGCTTGTTTCGCTACATC

ATGAATCCATATCAAAATAAG

AAGAACTTTGTTTTAATTAAC

ATGGAAGATAGTTCTTTAGAT

CTACTTTAGTAACGGATT

1032

2610

2040

1932

1926-1943
2938-2957
372-391
2962-2981
941-961
2960-2980
41-61
1955-1972

cry4Aa1

cry4Aa1

cry4Ba1

cry4Ba1

cry10Aa1

cry10Aa1

cry11Aa1

cry11Aa1

cr yV t ype

ATGAAACTAAAGAATCAA

GGTAGATTTTAATTCTAC

2174 355-372
2511-2528

cry5Aa1

cry5Aa1

*; cons er ved r egi on- s peci f i c pr i mer i n cr y1 t ype gene
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12) Bt 균주의 형질전환

Bt 균주에 벡터전이를 위한 형질전환은 Bone과 El l ar 의 방법

( 1989) 을 일부 변형하였다. Bt 균주를 200 ㎖ BHI ( Bi ol i f e Co. ) 배

지에 접종하고, 30 ℃에서 12시간 배양하였다. 1 ㎖ 배양액을 100 ㎖

BHI 배지에 재접종하고, 37 ℃에서 OD600의 측정값이 0. 5가 될 때까지

배양하였다. 배양된 세포를 30 ㎖의 증류수로 세척하고, 3, 000 g

4 ℃에서 5분 동안 원심분리하였다. 침전물을 2 ㎖의 멸균된 HG용액

[ 1 mMHEPES ( N- 2- hydr oxyet hyl pi per azi ne- N' - 2

- et hanesul f oni c aci d) ( pH 7. 0) , 10% gl ycer ol ] 로 풀어주고, 0. 4

㎖의 배양세포를 1 ㎍ 플라스미드 DNA [ 10 ㎕ i n 10 mM Tr i s- HCl ( pH

7. 5) , 1 mM EDTA] 와 섞은 다음, 0. 2 ㎝ el ect r opor at i on cuvet t e

( Bi o- Rad Co. ) 에 넣었다.

El ect r opor at i on은 Bi o- Rad Gene Pul s er TM와 평형저항 조절기

( Bi o- Rad Pul s er Cont r ol l er ) 를 이용하여 수행하였다. 플라스미드

DNA와 세포를 얼음에서 10분 동안 반응시킨 다음, 전기충격

( capaci t ance 25 ㎌, 전압 2. 5 ㎸, 저항 200 Ω) 을 주었다. 시료

를 얼음 위에 10분동안 방치한 후, 1 ㎖ BHI 배지를 첨가하고, 3

7 ℃에서 3시간동안 배양하였다. 배양액을 25 ㎍/ ㎖ er yt hr omyci n

과 50 ㎍/ ㎖ ampi ci l l i n이 첨가된 영양배지에 도말하고, 30 ℃ 배

양기에 15시간 동안 배양한 다음, 형성되는 콜로니를 선발하였다.

13) 내독소 단백질의 용혈성 측정

내독소 단백질의 용혈성은 Ragni 등의 방법 ( 1996) 을 변형하

여 측정하였다. 소에서 채취한 혈액을 3, 000 r pm에서 10- 15분 동

안 원심분리하여, er yt hr ocyt e를 추출하였다. 적혈구들을 PBS으로
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3회 씻어준 다음, 농도를 108/ ㎖로 조정하였다. 적혈구를 용해된

내독소 단백질과 섞은 다음, 37 ℃에서 90분 동안 반응시켰다. 적혈구

의 용혈성은 hemogl obi n의 농도를 알 수 있는 특이파장인 540 nm에서

분광광도계를 이용하여 측정하였으며, HD50 값은 50% 적혈구가 용혈되

는 것으로 정의하였다. OD540에서 측정값이 1이거나 1을 넘을 경우 완

전히 파괴되는 것으로 간주하였으며, 0. 5일 때 50% 파괴하는 값으로

환산하였다.

14) 살충력 검정

가) Bt 분리균주의 살충력 검정

분리한 Bt 균주에 대한 생물검정은 Bt 균주를 영양평판배지를

이용하여 내독소 단백질이 형성될 때까지 30 ℃에서 5일 동안 배양

하였다. 포자의 농도가 107 s por es / ㎖이 되도록 조정한 다음, 인

공사료에 첨가하였다. 실험곤충으로는 누에나방 3령 유충을 사용

하여, 10마리씩 3반복으로 처리하여 25 ℃에서 48시간동안 치사율

을 조사하였다. 대조구로는 나비목 곤충에 높은 독성을 가지고 있

는 Bt s ubsp. kur s t aki HD- 1 처리구와 무처리구를 설정하였다. 파

리목 곤충에 대한 생물검정은 빨간집모기 ( Cul ex pi pi ens

pal l ens ) 3령 유충을 사용하였다. 3령 유충 10마리를 포자의 농도

가 107 s por es / ㎖이 포함된 시험관에 넣고 25 ℃에서 48시간동안

치사율을 조사하였다.

나) 모기유충에 대한 Bt 185- 1 균주의 치사율 검정

Bt 185- 1 균주가 생성하는 내독소 단백질을 초원심분리로 순

수분리한 다음, 농도가 알려진 BSA ( bovi ne s er um al bumi n) 을 대
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조구로 하여 Br adf or d 방법 ( 1976) 을 이용하여 정량하였다. 정량

된 내독소 단백질을 다양한 농도 ( 1 ng - 1 ㎍/ ㎖) 로 나누고, 각 처리

구에 나비목에 속하는 누에나방, 배추좀나방, 매미나방 (Lymant ri a

di spar ) 유충과 빨간집모기와 학질모기(Anophel es si nensi s ) 3령 유충

을 10마리씩 3반복으로 처리한 다음, 48시간동안의 치사율을 조사하였

다. 생물검정을 통하여 얻은 치사효과는 pr obi t 분석을 통하여

LC50으로 계산하였다. 대조구로는 Bt s ubs p. morr i s oni PG- 14를

사용하였다.

나. 연구수행 내용 및 결과

1) 산림자원으로부터 유용한 Bt 균주 분리

Bt 는 다양한 자연환경에서 분포하는 것으로 알려져 있으며,

기후에 따른 분포로는 열대에서 냉대까지 분포하며, 서식환경으로

볼 때, 사막, 동굴 등의 건조환경에서부터 늪지 등의 습한 환경에

서도 분리되고 있는 것으로 보고되고 있다 ( Mar t i n과 Tr aver s ,

1989) . 따라서 전국의 산림지역을 대상으로 하여 유용한 Bt 균주

를 분리하기 위하여 산림지역의 토양, 낙엽, 생엽, 열매 등의 다

양한 장소에서 시료를 채집하였다.

지역적으로는 평야와 산림이 분포한 충남, 전북, 경기지역과

산악지역이 많은 강원, 경북지역을 비롯한 전국을 대상으로 1, 597

개의 시료를 채집하였으며 ( Fi g. 1) , 이들 시료에서 Bt 균주를 분

리하기 위해, 80 ℃에서 3분간 열처리를 하고, 영양배지에서 배양

하여 형성되는 콜로니를 조사하였다.
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Fi g. 1. Di s t r i but i on and t oxi ci t y of Bt s t r ai ns i s ol at ed f r om

f or es t r esour ces i n Kor ea.

형성된 콜로니들 중에서 성장하는 형태로 Bt 균주를 1차로 선

발하였으며, 이들 콜로니들 중에서 포자와 내독소 단백질을 형성

하는 것을 위상차 현미경으로 선발하였다. 전국을 대상으로 채집

한 1, 597개 시료 중에서 589개 균주를 분리하였으며, 이중에서

388개 균주를 본 연구에 사용하였다. Bt 균주들의 생물검정을 위

해, 나비목 곤충인 누에나방 유충과 파리목 곤충인 빨간집모기 유

- 192 -



충을 실험곤충으로 정성적인 살충성 검정을 수행한 결과, 지역별

로 분리한 Bt 균주들은 누에나방 유충에 살충성을 보이는 균주들

이 많이 분리되었으나, 전북과 충남지역에서는 누에나방 유충과

빨간집모기 유충에 동시에 독성을 갖는 균주들이 많은 것으로 나

타났다 ( Tabl e 3) .

Tabl e 3. Number of Bt i s ol at es f r om f or es t r esour ces i n Kor ea

Loc al i t y

No. Bt t oxi c t o

Tot a l

B. mor i
B. mor i and

C. pi pi e ns
C. pi p i e ns

Si t ophi l u

s or y z ae
Non- t oxi c

Kyunggi 138 26 3 - 15 182

Kwangwon 24 3 - - 2 29

Chungbuk 7 1 - - - 8

Chungnam 4 16 9 - 5 34

Kyungbuk 50 22 2 - 6 80

Kyungnam 5 5 2 - 1 13

Chonbuk 16 22 1 - 1 40

Chonnam - - 1 - 1 2

Tot a l 244 95 18 - 31 388

분리한 Bt 균주들이 형성하는 내독소 단백질의 형태는 각 균

주마다 다양하게 나타났으며, 내열성 포자는 타원형으로 일정하였

다. 분리된 균주들이 형성하는 내독소 단백질과 독성범위와의 관

계를 조사하기 위하여, 내독소 단백질의 형태를 크게 마름모형

( bi pyr ami dal ) , 구형 ( spher i cal ) , 부정형 ( i r r egul ar ) 으로 구분

하고, 위상차 현미경으로 관찰하였다. 388개 균주 중에서 마름모
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형 내독소 단백질을 형성하는 균주는 329개 ( 84. 8%) 를 차지하였으

며, 누에나방에 독성을 갖는 균주가 228개, 양독성을 갖는 균주가

87개, 무독성인 균주가 14개로 나타났으며, 빨간집모기 유충에만

독성을 갖는 균주는 분리되지 않았다. 구형인 내독소 단백질을 형

성하는 균주는 39개 ( 10%) 였으며, 누에나방 유충에 독성을 갖는

균주는 2개, 빨간집모기 유충에 독성을 갖는 균주는 17개, 양독성

을 갖는 균주는 6개, 무독성인 균주는 14개였다. 부정형인 내독소

단백질을 형성하는 균주는 20개 ( 5. 2%) 였으며, 누에 나방유충에

독성을 갖는 균주는 14개, 빨간집모기 유충에 독성을 갖는 균주는

1개, 양독성을 갖는 균주는 2개, 무독성 균주는 3개였다.

분리한 Bt 균주들이 형성하는 내독소 단백질의 분자량을 알아

보기 위하여, 각 균주들을 GYS 배지에 5일 동안 배양하고,

aut ol ys i s 가 완전히 일어난 것을 확인한 다음, 내독소 단백질을

분리하고, SDS- PAGE를 수행하였다. 선발된 균주들은 다양한 단백

질 크기를 가지고 있었으며, 대다수의 균주들은 약 130 kDa 크기

의 내독소 단백질을 형성하였다 ( Fi g. 2) .

선발된 균주들에 대해서 정량적인 생물 검정을 위해서, 각 균

주들을 GYS 배지에서 5일동안 배양한 다음, 각 균주마다 포자의

농도가 107 s por es / ㎖이 되도록 조정하였다. 실험곤충으로 누에나

방 유충, 빨간집모기 유충을 이용하여, 25 ℃에서 72시간동안의 치

사율을 조사하였으며, 대조구로는 Bt s ubs p. kus t aki 와 Bt subs p.

mor r i s oni PG- 14를 사용하였다. 생물검정결과, 누에나방 유충에

대한 검정은 정성검정 결과와 일치하였으며 ( Fi g. 3A) , 빨간집모

기 유충에 대한 검정은 살충성이 있는 것으로 판단된 균주들 중에

서 Bt 185- 1 균주만이 Bt s ubs p. morr i s oni PG- 14와 비슷한 높은
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살충성을 보였고, 다른 균주들의 살충성은 43- 67%로 낮게 나타냈

다 ( Fi g. 3B) . 생물검정결과를 통해, 누에나방 유충에 독성을 갖

는 균주가 선발균주들에서 62. 7%를 차지하였으며, 독성편차는 크

지 않았다. 빨간집모기 유충에 독성을 갖는 균주들은 누에나방에

독성을 갖는 균주나 양독성을 갖는 균주에 비하여 분리율이 5%로

낮았으며, 생물 검정결과 대조구인 Bt s ubs p. morr i s oni PG- 14와

독성이 유사한 Bt 185- 1 균주를 선발하였다.
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Fi g. 2. SDS- PAGE anal ys i s of 56 Bt i s ol at es f rom f ores t

res ources ( A- F) .

Mol ecul ar wei ght s t andar ds ( M) wer e phos phor yl as e b ( 97. 4

kDa) , bovi ne ser um al bumi n ( 66. 2 kDa) , gl ut amat e

dehydr ogenas e ( 55 kDa) , oval bumi n ( 42. 7 kDa) , al dol as e ( 40

kDa) , car boni c anhydr as e ( 31 kDa) , soybean t r yps i n i nhi bi t or

( 21. 5 kDa) and l ys ozyme ( 14. 4 kDa) . Mol ecul ar wei ght st andar ds

( M' ) wer e α- macr ogl obul i n ( 205 kDa) , β- gal act osi dase ( 116 kDa) ,

phosphor yl ase b ( 97. 4 kDa) , bovi ne ser um al bumi n ( 66. 2 kDa) ,

f umar ase ( 48. 5 kDa) , and car boni c anhydr as e ( 29 kDa) . The

ar r ow i ndi cat es t he pos i t i on of 130 kDa pol ypept i de.
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Fi g. 3. Mor t al i t y of sever al Bt i sol at es agai nst l ar vae of B.

mori ( A) and C. pi pi ens pal l ens ( B) . The concent r at i on was

adj us t ed t o 107 spor es/ ㎖.
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Tabl e 4. H aggl ut i ant i on t es t of Bt 185- 1

+, Agglu tin ation ; -, N o agglu tin ation .

Hs er ot ype Ser ovar
St r ai n

i srael ensi s
morri soni

PG-14 al est i kurst aki 185-1

1 t hur i ngi ens i s - - - - -

2 f i ni t i mus - - - - -

3a a l e s t i - - + + +

3a3b k ur s t ak i - - - + +

4a4b s ot t o - - - - -

4a4c kenyae - - - - -

5a5b gal l eri ae - - - - -

6 ent omoci dus - - - - -

7 ai zawai - - - - -

8a8b morr i soni - + - - -

8a8c os t r i ni ae - - - - -

8b8d ni ger i ensi s - - - - -

9 t ol wort hi - - - - -

10 darms t adi ensi s - - - - -

11a11b t oumanof f i - - - - -

11a11c kyus huensi s - - - - -

12 t hompsoni - - - - -

13 paki s t ani - - - - -

14 i s rael ensi s + - - - -

15 dakot a - - - - -

16 i ndi ana - - - - -

17 t ohokuensi s - - - - -

18 kumamot oens i s - - - - -

19 t ochi gi ens i s - - - - -

20a20b yunnanensi s - - - - -

20a20c pondi cheri ens i s - - - - -

21 col meri - - - - -

22 s handongi ensi s - - - - -

23 j aponens i s - - - - -

24 neol eonens i s - - - - -

25 coreanensi s - - - - -

26 s i l o - - - - -

27 mexi canens i s - - - - -
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Bt 185- 1 균주가 가지는 플라스미드 DNA의 패턴을 조사하기

위하여, Bt subs p. kur s t aki , Bt s ubs p. mor r i s oni PG- 14와 비교

한 결과, Bt 185- 1 균주의 플라스미드 DNA는 다른 두 균주의 플라

스미드 DNA와는 매우 다른 패턴을 보였으며, Bt 185- 1 균주와 Bt

s ubsp. mor r i s oni PG- 14의 플라스미드 DNA를 각각 Hi ndI I I 와 Ps t I

으로 처리한 결과에서도 큰 차이를 보였다 ( Fi g. 5) .

Fi g. 5. Compar i s on of pl as mi d DNA of Bt 185- 1 wi t h t hat of Bt

s ubsp. morr i s oni PG- 14 and subs p. kur s t aki HD- 1.

M, λ DNA di ges t ed wi t h Hi ndI I I ; 1, subs p. kurs t aki HD- 1; 2,

s ubsp. mor r i soni PG- 14; 3, i s ol at e 185- 1; 4, s ubsp. mor r i soni

pl asmi d DNA di ges t ed wi t h Hi ndI I I ; 5, i sol at e 185- 1 pl as mi d

DNA di ges t ed wi t h Hi ndI I I ; 6, s ubs p. morr i s oni pl as mi d DNA

di ges t ed wi t h Ps t I ; 7, i s ol at e 185- 1 pl as mi d DNA di ges t ed

wi t h Ps t I .
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Bt 185- 1 균주가 가지는 내독소 단백질의 유전자형을 분석하

기 위해, 각 cr y 유전자에 특이적인 PCR pr i mer 를 합성하고, cr y

유전자를 탐색하였다. cr yI 형에 속하는 cry1Aa1, cry1Ab1, cry1Ac1,

cry1Ba1, cry1Ca1, cry1Da1, cry1Ea1, cry1Fa1, cr y1Ga1 유전자에 특

이적인 pr i mer 를 사용한 결과 예상된 크기와 일치하는 PCR 산물을

얻지 못하였으며 ( Fi g. 6A) , 나머지 PCR pr i mer 에서도 mi nor band

는 많았으나 예상된 크기와 일치하는 PCR 산물을 얻지 못하였다

( Fi g. 6B) .

- 20 1 -



Fi g. 6. cry t ype gene det ect i on us i ng cr y - speci f i c PCR pr i mer

i n pl as mi d DNA of Bt 185- 1. ( A) M, 1 kb l adder mol ecul ar si ze

mar ker ; 1, cry1Aa1; 2, cry1Ab1; 3, cry1Ac1; 4, cry1Ba1; 5,

cry1Ca1; 6, cry1Da1; 7, cry1Ea1; 8, cry1Fa1; 9, cr y1Ga1. ( B) M, 1

kb l adder mol ecul ar s i ze mar ker ; 1, cry2Aa1; 2, cry3Aa1; 3,

cry4Aa1; 4, cry4Ba1; 5, cry10Aa1; 6, cry11Aa1; 7, cry5Aa1.

- 202 -



Bt 185- 1 균주가 생성하는 내독소 단백질의 크기를 조사하기

위하여, GYS배지에서 5일 동안 배양하고, SDS- PAGE를 통하여 전체

적인 단백질 패턴을 조사하였으며, s ucr os e dens i t y gr adi ent 를

이용하여 내독소 단백질을 순수분리한 다음, SDS- PAGE를 수행하여

내독소 단백질의 크기를 추정하였다. Bt 185- 1 균주가 형성하는

전체적인 단백질의 크기는 105, 94, 83, 70, 62, 53, 48, 43, 25

kDa으로 Bt subs p. mor r i s oni PG- 14와 차이를 보였다 ( Fi g. 7) .

특히 내독소 단백질이 형성하는 분자량은 53, 48, 43 kDa으로 Bt

s ubsp. mor r i soni PG- 14에서 보고된 28, 72, 128, 135 kDa과는 차

이를 보였으며, 내독소 단백질을 형성하는 53 kDa을 PVDF 막에 흡

착시키고, pul s e- l i qui d N- t er mi nal pr ot ei n s equenci ng ( Appl i ed

Bi osys t em Model 475A) 를 이용하여 N- 말단 아미노산 서열을 동정

하였다. 동정된 아미노산 서열은 Met - As n- Thr - As n- Al a- Met - Lys 이

었으며, 보고된 Cr y 단백질의 서열과는 상동성을 보이지 않았다

( Tabl e 5) .
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Fi g. 7. Cr ys t al pr ot ei n pr of i l e of Bt s t r ai ns . M, Mol ecul ar

wei ght s t andar ds wer e myosi n ( 212 kDa) , β- gal act os i dase ( 116

kDa) , phosphor yl ase b( 97. 4 kDa) , bovi ne ser um al bumi n ( 66. 2 kDa) ,

cat al ase ( 57. 5 kDa) , and al dol ase ( 40 kDa) ; 1, subsp. morri soni

PG- 14; 2, subsp. kurs t aki HD- 1; 3, Bt 185- 1.
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Tabl e 5. Compar i s on bet ween N- t er mi nal ami no aci d s equences

of 53 kDa cr ys t al pr ot ei ns f r om Bt 185- 1 and t hose of ot her

Bt s t r ai ns

Ge ne

t ype

Re s i due pos i t i on
Homol ogy

1 2 3 4 5 6 7

53 kDa Me t As n Thr As n Al a Me t Lys -

cry1Aa1 Me t As p As n As n Pro As n I l e 28. 6

cry1Ab1 Me t As p As n As n Pro As n I l e 28. 6

cry1Ac1 Me t As p As n As n Pro As n I l e 28. 6

cry1Ba1 Me t Thr Se r As n Arg Lys As n 28. 6

cry1Ca1 Me t Gl u Gl u As n As n Gl u As n 28. 6

cry1Da1 Me t Gl u I l e As n As n Gl u As n 28. 6

cry1Ea1 Me t Gl u I l e Val As n As n Gl n 14. 3

cry2Aa1 Me t As n As n Val Leu As n Se r 28. 6

cry2Ab1 Me t As n Se r Vl Leu As n Se r 28. 6

cry2Ac1 Me t Ar g Gl u Pro Gl n Gl y Gl y 14. 3

cry3Aa1 Me t I l e Ar g Lys Gl y Gl y Ar g 14. 3

cry3Ba1 Me t I l e Ar g Met Gl y Gl y Ar g 14. 3

cry3Bb1 Me t As n Pr o As n As n Ar g Se r 42. 9

cry3Ca1 Me t As n Pr o As n As n Ar g Se r 42. 9

cry4Aa1 Me t As n Pr o Tyr Gl n As n Lys 42. 9

cry4Ba1 Me t As n Se r Gl y Tyr Pr o Le u 28. 6

cry9Aa2 Me t As n Gl n As n Lys Hi s Gl y 42. 9

cry10Aa1 Me t As n Pr o Tyr Gl n As n Lys 42. 9

cry11Aa1 Me t Gl u As p Ser Ser Le u As p 14. 3

cyt 1Aa1 Me t Gl u As n Leu As n Hi s Cys 14. 3

Bt 185- 1 균주에서 용혈성을 가지는 cyt A 유전자를 탐색하기

위해, cyt A 유전자에 특이적인 PCR pr i mer 를 합성하고 Bt s ubs p.

mor r i s oni PG- 14 균주를 대조구로 하여, PCR 산물을 비교하였다.

cyt A 유전자에 특이적인 PCR 산물은 Bt s ubs p. mor r i s oni PG- 14에

서 약 270 bp 의 크기로 예상된 DNA 절편을 얻었으나, Bt 185- 1

균주에서는 PCR 산물을 얻지 못하였다 ( Fi g. 8) .
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Fi g. 8. cyt A gene det ect i on us i ng cyt A- pr omot er r egi on

s peci f i c PCR pr i mer i n pl as mi d DNA of Bt 185- 1. M, λDNA

di ges t ed wi t h Hi ndI I I ; 1, Bt s ubs p. mor r i s oni PG- 14; 2, Bt

185- 1.

혈구에 대한 내독소 단백질의 용혈성은 Ragni 등의 방법

( 1996) 을 변형하여 수행하였다. Bt s ubs p. mor r i s oni PG- 14와 Bt

185- 1 균주의 내독소 단백질을 알칼리로 용해시키고, Br adf or d 방

법으로 내독소 단백질의 농도를 측정한 후, 농도별로 혈구와 반응

시켜 분광광도계를 이용하여 용혈성을 조사하였다. Bt 185- 1 균주

가 생성하는 내독소 단백질에서 용혈성은 나타나지 않았으나, Bt

subsp. morri soni PG- 14에서 용혈성을 나타내는 HD ( hemol yt i c dose) 50

은 2. 49 ㎍/ ㎖이었으며, HD90은 7. 33 ㎍/ ㎖이었다 ( Tabl e 6) .

Tabl e 6. The hemol yt i c dos e of Bt 185- 1 and s ubs p. mor r i s oni

PG- 14 agai ns t mi l k- cow er yt hor cyt es
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Bt

s t r a i n

HD5 0

( ㎍ / ㎖ , Range )
Sl ope

185- 1 ND* -

s ubs p.

mor r i s oni PG- 14

2 . 49

( 2 . 1 - 2 . 89)
0 . 873

* ND: Not de t e r mi ne d.

Bt 185- 1 균주의 살충범위를 조사하기 위하여 실험곤충으로

나비목에 속하는 누에나방, 배추좀나방, 매미나방, 파리목에 속하

는 빨간집모기, 학질모기에 대해서 살충력을 조사한 결과, Bt

185- 1 균주는 나비목에 속하는 곤충들에 대해서는 독성을 보이지

않았으며, 파리목에 속하는 학질모기와 빨간집모기 유충에 대해서

높은 독성을 보였다 ( Tabl e 7) .
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Tabl e 7. Compar at i ve t oxi ci t y of Bt 185- 1 agai ns t

l epi dopt er an and di pt er an i ns ect l ar vae

I ns e c t t e s t e d Toxi c i t y

Le pi dopt e r a

Bomby x mor i -

Pl ut e l l a xy l os t e l l a -

Ly mant r i a di s par -

Di pt e r a

Cul e x pi pi e ns pal l e ns +++

Anophe l e s s i ne ns i s +++

+++ ; hi ghl y ef f ect i ve, over 90% mor t al i t y, - ; not

ef f ect i ve, 0- 25% mor t al i t y

모기유충에 대한 살충성을 정량분석결과, Bt 185- 1균주와 Bt

s ubsp. mor r i s oni PG- 14에 대해서 빨간집모기에 대한 LD5 0값은 각

각 29. 40 ng/ ㎖과 10. 84 ng/ ㎖으로 Bt 185- 1 균주가 약 3배 살충

성이 떨어졌으나, 학질모기 유충에 대한 LD5 0은 각각 9. 85 ng/ ㎖

과 7. 46 ng/ ㎖으로 비슷하였다 ( Tabl e 8) .
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Tabl e 8. The medi an l et hal concent r at i on ( LC50) of Bt 185- 1

and subs p. mor r i s oni PG- 14 agai ns t t hi r d i ns t ar l ar va of A.

s i nens i s and C. pi pi ens pal l ens

Bt

s t rai n

A. s i nens i s C. pi pi ens pal l ens

LC5 0

( ng/ ml , Range)
Sl ope

LC5 0

( ng/ ml , Range)
Sl ope

185- 1
9. 85

( 1. 22- 29. 15)
1. 50

29. 40

( 13. 31- 49. 47)
0. 87

s ubs p.

mor r i s oni PG- 14

7. 46

( 1. 33- 21. 43)
0. 99

10. 84

( 4. 90- 18. 49)
0. 94

이상의 결과를 종합하면 Bt 185- 1 균주는 기존에 보고된 것

과는 다른 내독소단백질을 형성하며 모기에 대한 살충력 또한 강

독성 균주인 Bt s ubsp. mor r i soni PG- 14 균주와 비교하였을 때 유

사하여 모기방제에 유용하게 적용할 수 있을 것으로 기대된다. 특

히 Bt s ubsp. mor r i soni PG- 14 균주와는 달리 세포에 대한 용혈성

이 나타나지 않아 목적해충이외의 생물에 상당히 안전할 것으로

생각된다. 이러한 Bt 185- 1 균주의 특성을 바탕으로 하여 유용 모

기독성 유전자가 형질전환된 재조합 균주를 제작하여 그 독성을

증대시키고자 하였으며, 이 균주에 대한 대량배양체계를 확립하고

시제품을 제작하고자 하였다.
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3) 모기독성 Bt 185- 1 균주에서 B. subt i l i s gro pr omot er 를 이용한

cry11Aa 유전자의 발현

Bt 내독소 단백질은 포자형성기 ( s por ul at i on) SpoI I I - V 단계

에서 합성되어 aut ol ys i s 과정을 거쳐 세포바깥으로 방출되며, 곤

충이 섭식하였을 때 살충성을 나타낸다. 내독소 단백질 (cr y ) 유

전자는 세포성장 말기에 나타나는 포자형성 신호 ( s por ul at i on

s i gnal ) 에 의존적으로 발현되므로, 다른 단백질에 비하여 발현이

상대적으로 늦어 살충성이 나타나는 시간도 지연되며, 대량배양에

서 경제적인 비용이 증가되는 문제점을 가지고 있다. 본 연구는

초기 성장단계인 영양세포기에서 모기유충에 가장 높은 살충력을

가지는 것으로 보고된 cr y11Aa 유전자를 발현시키기 위해, B.

s ubt i l i s gro 프로모터를 이용하여 벡터를 구축하고, 모기유충에

살충성을 갖는 Bt 185- 1균주와 내독소 단백질을 형성하지 않는 무

독성 Bt s ubs p. kur s t aki Cr yB- 균주에 각각 형질전환하여

cr y11Aa 유전자의 발현 및 온도와 배양시간에 따른 빨간집모기 유

충에 대한 살충성을 비교조사하였다.

Bt s ubs p. i s r ael ens i s 와 Bt s ubs p. mor r i s oni PG- 14에서 발현

되는 cry11Aa 유전자는 파리목 곤충에 독성을 보이는 다른 Cr y 단

백질보다 살충성이 높은 것으로 보고되었으며 ( Thomas 와 El l ar ,

1983) , Donovan 등 ( 1988) 이 약 2 kb 크기의 cry11Aa 유전자 염기

서열을 보고하였다. 모기살충성 cr y11Aa 유전자를 클로닝하기 위

하여, Donovan 등( 1988) 이 보고한 cr y11Aa 유전자의 염기서열을

참고하여 특이적인 PCR pr i mer 를 합성하고 ( Tabl e 1) , PCR을 통해

증폭시킨 결과, 약 2 kb의 PCR 산물을 얻었다 ( Fi g. 9) . 이 PCR

산물을 Acc I , EcoRI , PvuI I 으로 처리하여 각각 1. 1 kb와 0. 8
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kb, 1. 7 kb와 0. 2 kb, 1. 0 kb와 0. 9 kb를 얻음으로써 cr y11Aa 유전

자를 확인하였고 ( Fi g. 10) , pGemT 벡터에 클로닝하여 pCr y4D를

제작하였다 ( Fi g. 10) .

Fi g. 9. Agar ose el ect r ophor es i s of cry11Aa gene PCR pr oduct wi t h

var i ous r es t r i ct i on enzymes .

M, λ DNA di ges t ed wi t h Hi ndI I I ; 1, cry11Aa gene; 2, cr y11Aa

gene di ges t ed wi t h Acc I ; 3, cry11Aa gene di ges t ed wi t h EcoRI ;

4, cr y11Aa gene di ges t ed wi t h PvuI I .
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Fi g. 10. Schemet i c di agr am of pCr y4D vect or cons t r uct i on.

고온조건에서 유도되는 gr o 프로모터를 클로닝하기 위하여

( Fi g. 11) , B. s ubt i l i s 전체 DNA를 분리하고, Li 와 Wong ( 1992)

이 보고한 gr o 프로모터의 염기서열을 참고하여 특이적인 PCR

pr i mer 를 합성하고 증폭시킨 결과, 230 bp와 270 bp 크기의 DNA

절편을 얻었다 ( Fi g. 12) . 이 중에서 gro 프로모터에서 보고된 ApoI

위치를 조사한 결과, 230 bp DNA 절편에서만 ApoI 위치를 가졌으며,

pGemT 벡터에 클로닝하여 pBSgr o를 제작하였다 ( Fi g. 13) .
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Fi g. 11. Schemet i c di agr am of pBSgr o vect or cons t r uct i on.
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Fi g. 12. Ampl i f i cat i on ( A) and i dent i f i cat i on ( B) of B.

s ubt i l i s gro pr omot er us i ng gr o speci f i c PCR pr i mer and

r es t r i ct i on enzyme.

( A) M, λ DNA di ges t ed wi t h Hi ndI I I ; M' , kb l adder mol ecul ar

s i ze mar ker ; 1, PCR pr oduct s i n B. s ubt i l i s t ot al DNA wi t h

t he t wo maj or PCR pr oduct s ( a, b)

( B) M' , kb l adder mol ecul ar s i ze mar ker ; M, λ DNA di ges t ed

wi t h Hi ndI I I ; 1, a band; 2, a band di ges t ed wi t h ApoI ; 3, b

band; 4, b band di ges t ed wi t h ApoI
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Fi g. 13. Agar os e el ect r ophor es i s ( 1. 2%) of pBSgr o. M, λ DNA

di gest ed wi t h Hi ndI I I ; 1, pBSgr o di gest ed wi t h EcoRI . The ar r ow

i ndi cat ed B. subt i l i s gro pr omot er .

pBSgr o를 Sac I 과 Sac I I 으로 처리하여 gro 프로모터를 분리하고,

pBl uescr i pt SKI I ( +) 벡터에 옮겨 pBLBSgr o를 제작하였다 ( Fi g. 14) .

gro 프로모터가 cry11Aa 유전자를 조절하도록 클로닝하기 위해,

pCr y4D를 NcoI 과 Cl aI 으로 처리하여 cry11Aa 유전자를 분리하고,

pBLBSgr o에 옮겨 pBLBSgr o4D를 제작하였다. pBLBSgr o4D에 Cl aI ,

KpnI , Sac I 을 처리하여 5. 3 kb DNA 절편을 얻어 gro 프로모터와

cry11Aa 유전자가 있음을 확인하였다 ( Fi g. 15) . Bt 내에서 증식가능
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한 pHT3101 벡터에 gro 프로모터와 cry11Aa 유전자를 옮기기 위해,

pBLBSgr o4D를 KpnI 과 Sac I 으로 처리하여 gro 프로모터와 cry11Aa 유

전자를 분리하고, pHT3101에 클로닝하여 pHTBSgr o4D를 제작하였다

( Fi g. 14) . pHTBSgr o4D를 PvuI I 으로 처리하였을 때 1. 2 kb, 1. 4

kb, 6. 4 kb, Sac I 으로 처리하였을때, 9. 0 kb를 확인하여, gro 프

로모터와 cr y11Aa 유전자를 확인하였다 ( Fi g. 16) .

Fi g. 14. Schemet i c di agr am of pBLBSgr o4D and pHTBSgro4D vect or

const r uct i on.
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Fi g. 15. Agar os e el ect r ophor es i s ( 0. 8%) of pBLBSgr o4D.

M, λDNA di ges t ed wi t h Hi ndI I I ; 1, pBLBSgr o4D di gest ed wi t h Cl aI ;

2, pBLBSgr o4D di ges t ed wi t h KpnI ; 3, pBLBSgr o4D di gest ed wi t h

Sac I .
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Fi g. 16. Agar os e el ect r ophor es i s ( 1. 0%) of pHTBSgr o4D. M, λ

DNA di gest ed wi t h Hi ndI I I ; 1, pHTBSgr o4D di gest ed wi t h SacI ; 2,

pHTBSgr o4D di gest ed wi t h PvuI I .

pHTBSgr o4D를 모기독성 Bt 185- 1 균주와 Cr y 단백질을 형성하

지 않는 Bt s ubs p. kur s t aki Cr yB- 에 형질전환시켜 콜로니를 1차

선발하였으며, 계대배양을 통하여 2차로 선발하였다 ( Fi g. 17) .

형질전환된 Bt 185- 1 균주를 gr o 프로모터와 cr y11Aa 유전자에 특

이적인 PCR pr i mer 와 반응시켜서 각각 약 0. 23 kb와 약 2. 0 kb 크

기의 DNA 절편을 얻어 gr o 프로모터와 cr y11Aa 유전자가 형질전환

체에 존재한다는 것을 알 수 있었으며 ( Fi g. 18A) , 형질전환된

Cr yB- 균주를 cry11Aa 유전자에 특이적인 pr i mer 와 반응시켜 2. 0

kb DNA 절편을 얻어 cry11Aa 유전자의 크기와 일치하였다 ( Fi g. 18B) .
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Fi g. 17. Sel ect i on of t r ans f or med Bt 185- 1 and s ubs p.

kur s t aki Cr yB- wi t h pHTBSgr o4D. 1, Bt 185- 1; 2, Bt 185- 1

t r ans f or med wi t h pHTBSgr o4D; 3, s ubsp. kurs t aki Cr yB- ; 4,

subsp. kurs t aki Cr yB- t r ans f or med wi t h pHTBSgr o4D
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Fi g. 18. cry11Aa gene and gro pr omot er det ect i on us i ng speci f i c

PCR pr i mer s i n t r ans f or med Bt 185- 1 ( A) and subsp. kurst aki Cr yB-

( B) .

( A) M, λDNA di ges t ed wi t h Hi ndI I I ; 1, gro pr omot er det ect i on; 2,

cry11Aa gene det ect i on. ( B) M, 100 bp l adder mol ecul ar s i ze

mar ker ; 1, cr y11Aa gene det ect i on i n s ubs p. kur s t aki Cr yB- ;

2, cr y11Aa gene det ect i on i n t r ans f or med s ubs p. kur s t aki

Cr yB- ; 3, cr y11Aa gene

형질전환체에서 cr y11Aa 유전자가 발현되는 것을 조사하기 위

해, 형질전환체를 GYS 배지에 접종하고, 각각 30 ℃, 37 ℃, 45 ℃

조건으로 배양하면서 매 30분마다 시료를 채취하여 SDS- PAGE를 통

해 Cr y11Aa 단백질 발현을 조사하고, 빨간집모기 3령유충에 대해

살충성을 검정하였다. 형질전환된 Bt 185- 1 균주의 경우, 정상배

양온도인 30 ℃에서 내독소 단백질은 접종 후 120분에서 발현되기
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시작하였으며, 모기 유충에 대한 살충성은 접종 후 1시간에서 12%

였고, 이후 완만히 증가하여 접종후 5시간에서 19%를 나타냈으며,

최대 살충성 증가율은 접종 후 2시간이었다 ( Fi g. 19) . 37 ℃에서

는 Cr y11Aa 단백질은 접종 후 60분부터 약하게 발현되기 시작하

여, 시간이 지남에 따라 발현양은 증가하였다. 모기유충에 대한

살충성은 30 ℃에 비해 크게 증가하여, 접종 후 5시간에서 56. 4%를

보였으며, 접종 후 2시간에서 최대살충성 증가율을 나타냈다

( Fi g. 20) . 45 ℃에서도 37 ℃의 결과와 비슷하게 Cr y11Aa 단백질이

접종 후 60분부터 발현되기 시작하여 이후 발현양도 증가하였다.

모기유충에 대한 살충성은 37 ℃보다 높아져 접종 후 5시간에서

71. 1%였고, 접종 후 2시간에서 가장 높은 살충성 증가율을 보였다

( Fi g. 21) .

gr o 프로모터를 이용한 cry11Aa 유전자는 내독소 단백질의 발

현을 통하여 포자형성 신호와는 독립적으로 영양세포상태에서 생

성된다는 것을 알 수 있었다. 정상온도에서 cr y 유전자의 발현은

균주에 따라 차이는 있었으나, 고온보다 발현의 정도는 낮았으며,

빨간집 모기 유충에 대한 독성은 대조구에 비하여 높은 경향을 보

였다. 온도를 높이고, 배양시간을 연장함에 따라 살충력도 증대되

었으며, 최대 살충력 증가는 배양 2시간에서 나타났으며, 이후 살

충력은 증가하였으나, 증가경향은 완만하였다.

이상의 결과는 gr o pr omot er 를 이용하여 내독소단백질 형질전

환체를 제작할 경우 포자형성기 뿐만 아니라 영양세포기에도 내독

소단백질을 생산할 수 있어 Bt 의 배양시간을 앞당길 수 있을 것으

로 예상할 수 있었다. Bt 185- 1 형질전환체는 원 균주의 단백질

합성에는 영향을 미치지 않는 범위에서 Cr y11Aa가 발현되어 모기

- 22 1 -



에 대한 독성효과가 극대화된 재조합 균주임을 확인할 수 있었으

며, 이후 폭넓은 활용이 기대된다.
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Fi g. 20. Cr y11Aa pr ot ei n expr essi on i n t r ansf or med Bt i sol at e

185- 1 at 37 ℃ ( A) and mor t al i t y agai nst C. pi pi ens pal l ens t hi r d

i ns t ar l ar vae ( B) .
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4) 대량배양체계의 개선

1차년도의 실험을 통하여 농가부산물로서 저렴하고 수급이 용

이한 대두박과 밀기울을 이용하여 대량배양배지를 개발하고자 하

였다. 질소공급원으로서 대두박과 탄소공급원으로서 밀기울의 조

성비율을 0: 5에서 5: 0까지 조성비를 달리하여 7종류 배지를 제작

하였다 ( Tabl e 9) .

Tabl e 9. Seven f er ment at i on medi a ( g/ L) f or t he pr oduct i on of

Bt 185- 1 cr ys t al pr ot ei n

I ngr e di e nt
Me di uma

SW11 SW05 SW14 SW23 SW32 SW41 SW50

Soybe an c ake 25 0 10 20 30 40 10

Whe at br an 25 50 40 30 20 10 40

apH was adj us t ed t o 7. 0 wi t h 2N NaOH bef or e aut ocl avi ng
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Fi g. 22. Spor e pr oduct i ons of Bt 185- 1 at 7 SWmedi a

- 225 -



Bt 185- 1 균주를 30 ℃에서 5일동안 배양하며 포자형성을 조사

한 결과 대조구로 사용된 GYS배지에 비하여 SW배지가 배양효율이

뛰어났으며, 5일째 대두박과 밀기울의 비율이 2: 3인 배지 ( SW23

배지) 에서 3. 9 ×109 CFU/ ml 를 얻었으며, 대조구인 GYS 배지보다는

약 8배 ( 4. 9 ×108 CFU/ ml ) 의 높은 성장율을 보였다 ( Fi g. 22) .

SW23배지에서의 Bt 185- 1 균주의 배양특성을 배양중의 pH 변

화와 s por ul at i on 양상을 통하여 관찰하였다. pH 변화는 초기 조

정해 놓은 pH 7에서 배양 12시간 까지는 감소하는데 이는 영양세

포의 성장 및 분열에 따른 대사산물에 의한 것으로 생각되며 72시

간 이후에 pH 7. 5에서 안정화되는 양상을 보여 기존에 보고되어

있는 배양중의 pH 변화와 유사하게 나타났다 ( Fi g. 23) .

Fi g. 23. Change i n pH dur i ng gr owt h and s por ul at i on of Bt

185- 1 at SW23 medi um
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s por e 생산정도와 시간을 알아보기 위하여 SW23배지에서 7일

동안 배양하며 전체 col ony수와 s por e수를 비교하였다. 전체

col ony수는 무처리로, s por e 수는 영양세포의 제거를 위해 85 ℃,

30분 처리후 조사하였다 ( Fi g. 24) . 배양 1일째부터 s por e가 만들

어지기 시작하여 3일째 모든 영양세포가 spor ul at i on을 거쳐

l ys i s 되어 s por e 상태로 존재함을 알 수 있었다. s por e 농도는 약

109 CFU/ ml 이었으며 3일째가 s por e와 내독소단백질을 수거하기에

가장 효율적인 시기로 생각되었다.

Fi g. 24. Gr owt h of vi abl e cel l s and s por es of Bt 185- 1 at

SW23 medi um

SW23배지의 배양효율을 증대시키기 위하여 s por e형성에 영향
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을 주는 것으로 알려져 있는 무기염을 미량 첨가하여 그 영향을

조사하였다 ( Tabl e 10) . ZnSO4 ·7H2O, FeSO4 ·7H2O, MnSO4 ·5H2O등

을 배지의 0. 01%, 0. 001% 혼합하여 첨가한 후 3일 후의 s por e 생

산량을 비교하였다. 이중 ZnSO4 ·7H2O는 포자형성유도 효과가 컸

으며, FeSO4 ·7H2O는 특기할 만한 효과는 나타나지 않았고 첨가시

포자형성을 억제하는 역효과가 있을 것으로 예상되었다 ( SW23+B

배지) . ZnSO4 ·7H2O는 그 양을 0. 001%로 줄일 경우에도 그 효과에

는 큰 변화가 없어 0. 001% 정도면 충분하였다 ( SW23+D 배지) . Bt

s por e 형성에 기여하는 것으로 알려진 Mn2+ 이온의 첨가는 포자형

성에 단일 무기염 첨가로는 가장 효과가 있었으며, ZnSO4 ·7H2O과

함께 첨가할 경우 ( SW23+F 배지) 효율이 가장 높아 일반 SW23배

지에 비해 약 2. 8배 정도까지 포자형성을 증대시키는 것을 확인하

였다.
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Tabl e 10. Ef f ect s of met al i ons on s por ul at i on of Bt 185- 1

I ngr edi ent

Me di um
ZnSO4 ·7H2 0 Fe SO4 ·7H2 0 MnSO4 ·5H2 0

Spor e

Pr oduc t i on

( CFU/ ml )

SW23 - - - 3. 9 ×10 9

SW23+A 0. 01 - - 4. 3 ×10 9

SW23+B - 0. 01 - 2. 7 ×10 9

SW23+C 0. 01 0. 01 - 3. 2 ×10 9

SW23+D 0. 001 - - 4. 5 ×10 9

SW23+E - - 0. 001 7. 3 ×10 9

SW23+F 0. 001 - 0. 001 10. 9 ×10 9

SW23+G 0. 001 0. 001 0. 001 5. 2 ×10 9

이상의 결과를 정리하면 농가부산물을 이용한 배지인 대두박

밀기울 2 : 3 혼합배지인 SW23 배지가 GYS 배지에 비하여 효율이

높으며, 무기염인 ZnSO4 ·7H2O과 MnSO4 ·5H2O의 미량보강 ( 0. 001%)

을 통하여 포자형성 효율이 증대된 대량배양배지를 선발하였다.

5) 제형의 개선과 유용 Bt 균주를 이용한 시제품 제작

야외 적용에서 보다 효과적인 방제를 위한 시작품을 제작하기

위하여 Bt 원제와 야외 환경에서 불활화를 막기 위한 자외선 차
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단제, 물리성을 향상시키기 위한 계면활성제 및 증량제 등의 비율

을 달리하여 시작품을 제작하고 그 물성을 확인하였다 ( Tabl e

11) .

Tabl e 11. Sever al f or mul at i on t ypes us i ng Bt 185- 1 t echni cal

powder

Product
Techni cal

powder
Carri er Surf ac t ant

UV

prot ec t or

1 50% Whi t e carbon 30% NX- 250L 10% Ti xol ex 10%

2 50% Whi t e carbon 25% NX- 250L 10% Ti xol ex 15%

3 50%
Whi t e carbon

Kaol i ne

15%

10%
NX- 250L 10% Ti xol ex 15%

4 50%
Whi t e carbon

Kaol i ne

15%

15%
NX- 250L 10% Ti xol ex 10%

5 50%
Whi t e carbon

Kaol i ne

15%

10%

NX- 250L

NK- STP

5%

5%
Ti xol ex 15%

6 50%
Whi t e carbon

Kaol i ne

15%

10%
NK- STP 10% Ti xol ex 15%

7 50%
Whi t e carbon

Kaol i ne

15%

10%
NK- SLS 10% Ti xol ex 15%

8 50% Sucros e 25% NK- 250L 10% Ti xol ex 15%

9 50% CaCO3 25% NK- SLS 10% Ti xol ex 15%

10 50% Na2 SO4 25% NK- SLS 10% Ti xol ex 15%

제품생산에 직접 활용할 수 있도록 유기합성농약과 동일한 농

도개념으로 환산하여 적용하였으며, 전체 제품의 무게비에 대한

Bt 원제의 비율은 50%로 고정하였다. 다른 부가제의 경우 국내 부

가제 공급업체인 ( 주) 코씰의 제품을 사용하여 처방하였다. 증량

- 230 -



제로는 whi t e car bon, kaol i ne, s ucr ose, Na2SO4 , CaCO3등을 사용

하였으며, 계면활성제는 NX- 250L, NK- SLS, NK- EPB등을 사용하였으

며 자외선 차단제로는 t i xol ex25를 고정하여 사용하였다.

제작된 10종의 시제품을 대상으로 하여 물리성을 확인하기 위

하여 수화성과 현수성을 측정하였다. 측정방법으로는 수화성의 경

우 1차 증류수를 이용하여 20 ℃로 미리 준비한 후 250 ml 메스실

린더에 100 ml 넣고 시제품을 0. 5 g 첨가하여 물에 완전히 수화되

는 시간을 측정하였고, 현수성은 메스실린더를 5회 전도하여 현탁

시킨 뒤 침전관에 넣고 30 분 후에 그 침전량을 측정하여 평가하

였다. 입자크기는 325 mech의 s i eve를 이용하여 확인하였다

( Tabl e 12) .

Tabl e 12. Phys i cal char act er i s t i cs of Bt 185- 1 f or mul at i ons

For mul at i on

t ype

We t t i ng

abi l i t y
Sus pe ns i bi l i t y Par t i a l s i z e *

1 + + PASS

2 ++ ++ PASS

3 +++ +++ PASS

4 ++ ++ PASS

5 + + ND*

6 ++ ++ PASS

7 + + ND

8 + + ND

9 + + ND

10 + + ND

+++, excel l ent ; ++, good; +, accept abl e.

*ND, not det er mi ned.
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수화성 및 현수성, 입자크기를 조사한 결과 증량제로는 whi t e

car bon과 kaol i ne을 각각 15%와 10% 첨가한 것이 물성이 우수하였

으며, kaol i ne의 비중을 높이거나 whi t e car bon만을 사용할 경우

물성이 다소 나빠지는 것을 확인할 수 있었다. 계면활성제로는

NX- 250L 10%가 물성이 뛰어났으며 t i xol ex의 첨가량은 물성에 크

게 영향을 주지 않는 것으로 판단할 수 있었다. 이상의 결과로 시

제품 3 ( whi t e car bon 15%, kaol i ne 10%, NX- 250L 10%, t i xol ex

15%) 이 물성면에서 가장 뛰어났으며 입자크기 또한 적정하여 Bt

185- 1에 적합한 제제처방으로 선발하였다.
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제 4 세부과제

천적 선충 탐색 및 개발 분야

세부연구책임자 : 경상대학교 추호렬
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제 5 장 . 천적 선충 탐색 및 개발 분야

제 1절. 서설

곤충기생성선충은 형태적으로는 단순하지만 다양한 서식처를

가지고 있는 풍부한 동물군으로서, 토양, 수중 및 농작물등의 해

충들에 높은 기생율을 보이며, 경우에 따라서는 90% 이상의 치사

율을 보이고 있다. 또한 이들은 환경오염이나 부작용없이 효율적

으로 해충을 방제할 수 있는 생물적억제 인자로서 해충에게 내외

적인 결정적 영향을 주어 치사시키기나 악영향을 미친다. 즉, 정

상적인 행동의 억제로 인한 피해 감소, 번식력 감소로 인한 개체

군 밀도 감소, 생활사 단축, 우화지연, 비산력 감소로 인한 분산

범위제한, 변태실패, 지방층의 축소, 전위벽 손상 등에 의한 기주

치사를 초래한다.

특히, Rhabdi t i da 목 St ei ner nemat i dae과의 Neoapl ect ana

s pp. 와 Het er or habdi t i dae과의 Het er or habdi t i s s pp. 는 해충에 대

한 병원성이 높고 기주범위도 대단히 넓을뿐 아니라, 인축에 대한

해가 없으며 기주감염능력이 뛰어나, 과실내나 수목의 천공성, 권

엽성 및 노양해충등 농약의 침투가 제한적인 곳의 해충방제에 효

과적인 것으로 알려져 있다. 또한 인공사육에 의한 대량증식과 보

존이 용이하여 해충의 생물학적방제 수단으로서 중요시되고 있다.

곤충기생성선충을 이용한 농업해충의 방제는 부분적이나마 구

미각국에서 행하여지고 있으나 우리나라에서는 거의 찾아볼 수 없
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는 실정이다. 본 연구는 선충에 의한 우리나라 농업해충의 생물학

적 방제가능성을 탐색하고 종합방제의 기초를 마련하기 위하여 수

행하였다.
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1. 연구방법

가. 한국산 곤충병원성선충의 탐색과 병원성 및 생태 연구

1) 한국산 곤충병원성선충의 탐색

우리나라 전역의 산림에 분포하는 곤충병원성선충을 탐색하기

위하여 2 ∼4 ㎡내의 채집점에서 5지점을 임의로 설정하여 토양

800g을 채취하였다. 채집한 토양을 플라스틱 백에 넣어 실내로 가

져와 잘 섞은후 300g들이 플라스틱통에 250g씩 넣고 꿀벌부채명나

방( Gal l er i a mel l onel l a) 노숙유충 10마리씩을 넣어 25 ±2 ℃에서

7일간 보관하였으며, 처리 7일후 곤충병원성선충에 감염된 치사

유충중 일부는 해부하여 선충의 감염에 의한 치사를 확인하였고,

나머지는 Whi t e t r ap을 이용하여 선충을 수확하였다. 수확된 선충

은 꿀벌부채명나방 노숙유충을 이용하여 재증식시켜 250㎖ t i s s ue

cul t ur e cont ai ner 에 넣어 10 ±2 ℃ 냉장고에 보관하였다. 그리고

분리된 곤충병원성선충의 분류 ·동정은 미국 Uni ver s i t y of

Cal i f or ni a Davi s 선충학과의 분류학자와 공동으로 수행하였다.

2) 탐색된 곤충병원성선충의 병원성과 생태

15 ×10㎜ pet r i di s h에 여과지 1장( wat t man #2) 을 깔고 꿀벌

부채명나방 노숙유충 한 마리씩을 각각 넣었다. 그리고 논산에서

분리된 한국산 곤충병원성선충을 꿀벌부채명나방 유충 한 마리당

5, 10, 20, 40, 80, 160마리 농도로 0. 5㎖을 접종하여 13 ℃, 1

8 ℃, 24 ℃, 30 ℃ 항온기에 보관하면서 온도의 영향을 조사하였다.

처리는 10반복으로 하였다.
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나. 탐색된 한국산 곤충병원성선충과 공생세균의 대량증식 연구

1) 곤충병원성선충 공생세균 분리

꿀벌부채명나방 노숙유충을 f i l t er paper 를 깐 pet r i di s h에

넣고 S. l ongi caudum를 접종시킨다. 1일후 치사한 유충을 95%

et hyl al chol 에 표면살균시킨 다음 1. 5㎖ t ube에 0. 5㎖의 살균수

와 함께 넣은다음 마쇄하여 그 추출액을 NA medi a에 pl eat i ng시킨

후 30 ℃ i ncubat or 에 넣고 2일간 배양시킨다. 배양후 생긴 세균을

순수분리한다.

2) 인공배지를 이용한 곤충병원성선충과 공생세균의 증식

가) 처리내용 :

( 1) YS br ot h ＋ 논산, 동래산 선충

( 2) YS br ot h ＋ 세균( 논산 2종, 동래 1종) ＋ 논산, 동래산 선충

( 3) YS br ot h ＋ 스폰지 ＋ 논산, 동래산 선충

( 4) 소간 ＋ 스폰지 ＋ 논산산 선충

( 5) 돼지내장 ＋ 스폰지 ＋ 논산산 선충

나) 방법

( 1) YS br ot h 처리구는 100㎖ 삼각플라스크에 30㎖씩 분주후 살균

기에 넣어 살균하고, 소간 또는 돼지내장 처리구는 소간과 돼지내

장을 마쇄한 후 100㎖ 삼각플라스크에 30㎖씩 넣어 살균하였다.
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그리고 스폰지( 2- 3㎤) 처리는 각 처리물을 동일한 처리량( 30㎖) 으

로 스폰지에 완전히 스며들게 하여 살균하였다.

( 2) PDA배지에 자라고 있던 논산과 동래산 선충에서 분리된 세균

을 1㎝ 코르크 천공기로 잘라 9㎖ 살균수가 든 Tes t - t ube에 넣어

교반하였다.

( 3) Tes t - t ube에서 세균 1㎖씩을 뽑아 30㎖의 살균한 인공배지가

든 삼각플라스크에 넣고 25 ℃에서 1300r pm s haker 로 교반하였다.

그리고 2일간 세균을 배양하였다.

( 4) 배양된 세균에 논산산 선충은 1, 700마리/ 0. 5㎖을 동래산 선충

은 900마리/ 0. 5㎖의 선충을 접종한 3주후 선충의 증식유무를 해부

현미경하에서 조사하였다.

3) 꿀벌부채명나방 유충 액기스를 이용한 곤충병원성선충과 공생

세균의 증식

꿀벌부채명나방 노숙유충과 물을 1: 2 비율로 섞어 살균한 다

음 꿀벌부채명나방 유충을 믹서기로 마쇄한 후 0. 02㎜체에 걸러서

액기스를 추출하였다. 그리고 액기스와 YS br ot h를 이용하여 100

㎖ 삼각플라스크에 각각 30㎖씩의 다음과 같은 배지를 조성하였

다.

가) 액기스 원액

나) 액기스 1/ 2 희석액

다) 액기스 1/ 2 희석액 ＋ YS br ot h

라) YS br ot h

조성한 배지에 미리 NA 배지에 배양시켰던 bact er i a Ⅰ과 Ⅱ
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를 직경 1㎝ 코르크 천공기로 떼어내어 10㎖ 살균수에 넣고 흔든

다음, 1㎖씩을 삼각플라스크에 넣고 1일동안 s haker 에 넣어 배양

시켰다. 그리고 황산스트렙토마이신 1g과 증류수 1, 000㎖을 혼합

하여 만든 용액에 논산산 선충을 넣고 2- 3시간 동안 표면살균 시

킨 다음, 3500g에서 10분간 원심분리 시켜 상등액을 버리고 다시

같은 방법으로 3회 반복해서 원심분리 시켰다. 원심분리 시킨 선

충 1, 100마리를 1일 동안 세균 배양시킨 각각의 배지가 든 삼각플

라스크에 넣었다. 처리 2주후 S. l ongi caudum 논산과 공생세균의

증식수를 조사하였다.

4) 인공배지의 종류에 따른 S. l ongi caudum의 시기별 증식수

논산산 선충의 공생세균은 논산산 선충에 감염되어 치사한

직후의 꿀벌부채명나방 노숙유충에서 체액을 뽑아 NBTA, MaConkey

Agar 로 공생세균임을 검증한 세균을 사용했다. 대량증식을 위한

배지는 모두 9가지를 사용하였으며, 그 조성은 아래와 같다

( Tabl e 1) .
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Tabl e 1. 인공배지의 종류

배 지 조 성

Medi a A 돼지사료 8. 8% Pept one 1. 2% Agar 0. 2% wi t h buf f er

Medi a B 닭사료 8. 8% Pept one 1. 2% Agar 0. 2% wi t h buf f er

Medi a C 소사료 8. 8% Pept one 1. 2% Agar 0. 2% wi t h buf f er

Medi a D 개사료 8. 8% Pept one 1. 2% Agar 0. 2% wi t h buf f er

Medi a Ⅰ 콩기름 50% 옥수수기름 30% 올리브유 5% Lar d 15%

Medi a Ⅱ 닭내장 87. 8% 누에번데기 12. 2%

Medi a Ⅲ 콩기름26. 66% 옥수수기름 26. 66%누에번데기 26. 66%Lard 20%

Medi a Ⅳ 두유 30% 분유 40% Pept on 1. 2% Lar d 28. 8%

Medi a Ⅴ 미강추출물 30% 분유 40% Lar d 30%

* buf f er ( S r ens en phosphat e buf f er : 33mM KH2PO4 : 33mM

Na 2HPO4 = 7 : 3 pH 6. 5)

이렇게 만든 배지중 Medi a A, B, C, D는 pet r i di s h 에 분주

하여 사용하였고, Medi a Ⅰ, Ⅱ, Ⅲ, Ⅳ, Ⅴ는 250ml 삼각플라스크

에 오아시스 2g을 직사각형 모양으로 잘라서 배지와 함께 넣어 사

용하였다. 분리한 공생세균은 Ys br ot h에 2일동안 증식시켜서 조

성된 배지에 넣고 다시 하루동안 증식시켰다. 그리고 황산스트렙

토마이신 1g과 증류수 1, 000㎖로 만든 용액에 논산산 선충을 넣어

2 ∼3시간 동안 표면살균 시킨 다음 3500g에서 10분간 원심분리 시

킨 다음 상등액을 버리고 다시 같은 방법으로 3회 반복해서 원심

분리 시켰다. 원심분리 시킨 논산산 선충 1 ×106을 접종한 다음

25 ℃ 항온기에 넣었다. 처리는 3반복하였다.
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5) 인공배지( YS br ot h) 에서 S. l ongi caudum의 시간 경과별 증식수

100㎖ 삼각플라스크에 30㎖씩 YS br ot h를 넣고 살균한 다음

NA 배지에서 증식시킨 bact er i a Ⅰ과 Ⅱ를 1㎝ 코르크 천공기로

떼어내 10㎖ 살균수가 든 시험관에 주입후 흔든 다음 각각의 삼각

플라스크에 1㎖씩 넣어 1일간 s haker 로 배양한 후 황산스트렙토마

이신 1g과 증류수 1, 000㎖로 만든 용액에 논산산 선충을 넣었다.

그리고 2 ∼3시간 동안 표면살균 시킨 다음 3500g에서 10분간 원심

분리 시킨 다음 상등액을 버리고 다시 같은 방법으로 3회 반복해

서 원심분리 시켰다. 원심분리 시킨 선충 1, 100마리를 각각의 삼

각플라스크에 넣고 2주, 3주, 4주째 선충의 증식수를 조사하였다.

6) 공생세균의 온도별 col ony 크기

30 ℃ 항온기에서 NA 배지에 미리 배양시킨 bact er i a Ⅰ과 Ⅱ

를 직경 1㎝ ni ddl e로 떼어내어 각 NA 배지에 하나의 col ony만 찍

어 넣었다. 그리고 bact er i a Ⅰ과 Ⅱ를 15 ℃, 20 ℃, 25 ℃, 30 ℃

항온기에 넣어 2일후 생장 반경을 측정하였다.

7) S. l ongi caudum의 대량증식 후 꿀벌부채명나방 유충에 대한

Bact er i a Ⅰ, Ⅱ의 병원성 검정

100㎖ 삼각플라스크에 30㎖씩 YS br ot h를 넣고 살균한 다음

NA 배지에서 증식시킨 bact er i a Ⅰ과 Ⅱ를 1㎝ 코르크 천공기로

떼어내 시험관에서 5. 2 ×1012 농도로 희석한 후 1㎖ Di s pos abl e

s yr i nge- 1을 이용하여 0. 05㎖씩 꿀벌부채명나방 유충에 접종하여

치사유무를 검정하였다. 처리는 10마리씩 3반복하였으며, 무처리

는 살균수만 처리하였다.

- 246 -



8) 꿀벌부채명나방 유충과 인공배지에서 증식된 S. l ongi caudum의

병원성 비교

87 ×15㎜ pet r i di s h에 여과지 1장( wat t man #2) 을 깔고 꿀벌

부채명나방 노숙 유충과 무잎벌레 유충을 pet r i di s h 당 각 10마

리씩 넣었다. 그리고 꿀벌부채명나방 노숙 유충과 YS br ot h를 이

용하여 대량 증식한 S. l ongi caudum 유충을 꿀벌부채명나방 유충

한 마리당 0, 5, 10, 20, 40, 80, 160마리 농도로 1㎖을 접종하여

25 ℃ 항온기에 보관하면서 병원성을 조사하였다. 처리는 3반복으

로 하였다.

2. 결 과

가. 한국산 곤충병원성선충의 탐색과 병원성 및 생태 연구

1) 한국산 곤충병원성선충의 탐색

충청남도 논산의 산림지에서 곤충병원성선충인 St ei ner nema

l ongi caudum, 경상북도 경상의 대구골프장에서 Het er or habdi t i s

s p. , 부산광역시 소재 동래 베네스트골프장에서 Het er orhabdi t i s

s p. , 그리고 진주시 지수면 소재 방어산에서 St ei ner nema sp. 가

분리되어 현재 분류 ·동정중이며, 처리하지 못한 채집된 토양은

냉장고에 보관중이다.

2) 탐색된 곤충병원성선충의 병원성과 생태

St ei ner nema l ongi caudum 논산 s t r ai n의 온도와 농도에 따른

병원성 결과는 다음과 같다. 처리농도에 따라서는 20마리에서부터

- 247 -



160마리까지 별 차이를 보이지 않았으며, 온도별에서는 24 ℃와 3

0 ℃에서 비슷한 양상을 보였다 ( Fi g. 1) .

Fi g. 1. Pat hogeni ci t y of ent omppat hogeni c nemat ode,

St ei ner nema l ongi cauol um dependi ng on var i ous t empr eat ur e

그러나 전체적으로 24 ℃에서 보다 높은 병원성을 나타내고 있

다. 논산산 선충의 병원성을 나타내는 최초치사일수와 전체치사일

수는 전반적으로 농도에 의해서는 크게 차이가 없었으나 온도가

높아질수록 최초치사일수와 전체치사일수가 짧아지는 경향이었다.

즉, 최초치사일수가 1- 3일, 전체치사일수가 2- 3일이었다.
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Tabl e 2. 온도별 S. l ongi caudum 논산의 최초치사일과 전체치사일

수

Temper at ur e

( ℃ )

Concent r at i on ( I j s / l ar va)

5 10 15 20 25 30

F* T# F T F T F T F T F T

13 8 5 6 7 9 4 6 7 6 4 7 5

18 5 5 5 8 6 2 6 5 5 8 7 7

24 2 3 3 7 2 3 2 3 2 3 2 7

30 1 3 3 3 1 8 1 3 1 3 1 1 2

*Fi r s t day of deat h, #Tot al l et hal per i od.

논산산 S. l ongi caudum의 온도별 증식량을 조사한 결과 13 ℃

에서는 전혀 증식이 되지 않았고 18 ℃에서는 처리후 15 ∼35일까지

비교적 긴 기간동안 증식이 이루어졌으며, 24 ℃에서는 5 ∼18일까

지, 30 ℃에서는 3 ∼10일까지 증식이 이루어졌다. 증식수는 24 ℃에

서 가장 많았으며 온도가 높아짐에 따라 전체 증식기간 및 최초증

식일수 모두 상당히 빨라지는 경향을 나타내고 있었다 ( Tabl e 2) .

논산산 선충의 각 온도와 농도별 전체 증식수는 24 ℃를 제외한 1

8 ℃와 30 ℃에 있어 40 ∼160마리 농도의 처리구에서는 비슷하였지

만, 24 ℃에서는 40 ∼160마리 농도에 비해 20마리 농도에서 월등히

높게 나타남에 따라 논산산 선충의 증식 최적조건 및 농도는 2

4 ℃, 20마리가 가장 적합하였다.
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논산산 선충의 최초증식일수와 전체증식기간을 알아본 결과

농도에 따라서는 차이가 크게 나지 않았고, 온도가 높아질수록 최

초증식일수와 전체증식기간이 상당히 단축되는 것을 볼 수 있었다

( Fi g. 2, Tabl e 3) . 특히, 전체증식일수는 온도가 높아질수록 상

당히 짧아지는 것으로 보아, 대량증식시에 짧은 시간동안 많은 선

충을 필요로 할 경우 이러한 점을 활용할 수 있을 것으로 본다.

Fi g . 2. Yi el ds of ent omopat hogeni c nemat ode, St ei ner nema
l ongi caudum wi t h di f f er ent concent r at i on accor di ng t o var i ous
t emper at ur e
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Tabl e 3. 온도에 따른 S. l ongi caudum 논산의 최초증식일과 전체

증식일수

Temper at ur e

( ℃ )

Concent r at i on ( I j s / l ar va)

5 10 15 20 25 30

F* T# F T F T F T F T F T

13 - - - - - - - - - - - -

18 5 5 5 8 6 2 6 5 5 8 7 7

24 8 13 7 14 6 19 8 18 9 12 6 19

30 5 6 6 6 5 4 4 7 5 7 4 4 6

*Fi r s t day of har ves t , #Tot al per i od of har ves t .

Tabl e 4. 인공배지에서 곤충병원성선충의 증식과 병원성

Treat ment
Nemat ode

speci es

Concent rat i on

of

bact er i a(cfu)

Number of

neamt odes

propagat ed

mor t al i t y

(%)

YS brot h S. l ongi caudum 6. 7 ×1010 2250 100

YS brot h ＋ bact er i a Ⅰ 〃 1. 3 ×1013 2430 100

YS brot h ＋ bact er i a Ⅱ 〃 1. 1 ×105 6290 100

YS brot h ＋ sponge 〃 6. 6 ×1012 2190 100

YS brot h S. gl aseri 970 100
YS brot h ＋ bact er i a 〃 1010 100
YS brot h ＋ sponge 〃 950 0
소간 ＋ sponge 〃 0 0
돼지내장 ＋ sponge 〃 0 0
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곤충병원성선충의 증식은 YS br ot h와 논산산 선충에서 분리된

bact er i a Ⅱ를 혼합한 배지에서 증식수가 가장 많았다( Tabl e 4) .

즉, 접종한 1, 700마리보다 6290마리로서 약 4배의 증식을 보임으

로써 한국에서 분리된 곤충병원성선충이라도 그 증식량에 있어서

는 이미 외국에서 밝혀진 효과가 아주 우수하고 상품화되고 있는

선충과 비교하여 그 차이를 볼 수 없었다. 그러나 소간이나 돼지

내장과 같은 방법들은 조사결과 곤충병원성선충을 확인 할 수 없

었으며, 확인이 되는 몇안되는 선충은 100%가 치사된 상태였다.

이러한 점들은 외국의 사례들과 상이한 결과를 얻어 앞으로 인공

배지로서 구하기 쉽고, 경제적이며 무엇보다도 선충의 증식에 보

다 효율적인 배지를 지속적으로 연구 개발하고 있다. 그리고 실험

결과 대량증식이 성공한 바 효과적인 배지선발과 함께 상품화를

대비하여 보관성이 우수한 보관용기의 개발도 병행하고 있다.

Tabl e 5. 꿀벌부채명나방 유충 액기스에서의 곤충병원성선충과 공

생세균의 증식

Treat ment

Bact er i a

densi t y(CFU) ×101 5

Number of nemat ode

I j s
Bact er i a

Ⅰ

Bact er i a

Ⅱ

Bact er i a

Ⅰ

Bact er i a

Ⅱ

꿀벌부채명나방 유충

액기스 원액
27. 4 33. 0 0 0

꿀벌부채명나방 유충

1/ 2 희석액
12. 7 23. 0 0 0

YS brot h 1. 97 14. 9 1, 600 1, 980

꿀벌부채명나방 유충 액기스 1/ 2

희석액 ＋ YS brot h
16. 3 22. 4 0 0
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곤충병원성선충의 증식에 이용되는 꿀벌부채명나방 유충의 액

기스 농도에 따른 공생세균과 선충의 증식수를 조사한 결과 S.

l ongi caudum 논산의 bact er i a Ⅰ을 꿀벌부채명나방 유충 액기스

원액에 처리했을 때 증식수가 27. 4 ×1015였으며 꿀벌부채명나방

유충 1/ 2 희석액에 처리했을 때 12. 7 ×101 5, YS br ot h에 처리했을

때 1. 97 ×101 5, 꿀벌부채명나방 유충 액기스 1/ 2 희석액 ＋ YS

br ot h에 처리했을 때 16. 3 ×1015 농도로 증가하였으나, 선충 증식

은 YS br ot h를 제외한 처리에서는 전혀 이루어지지 않아 꿀벌부채

명나방유충 액기스를 선충의 증식을 위한 대체 인공배지로 이용하

기에는 부적당한 것으로 나타났다( Tabl e 5) .

Tabl e 6. 인공배지의 종류에 따른 S. l ongi caudum의 시기별 증식수

Number of nemat odes pr opagat ed

2 weeks 3 weeks 4 weeks

Medi a A 0 진행중

Medi a B 0 진행중

Medi a C 0 진행중

Medi a D 0 진행중

Medi a Ⅰ 450, 000 진행중

Medi a Ⅱ 275, 000 진행중

Medi a Ⅲ 486, 700 진행중

Medi a Ⅳ 385, 000 진행중

Medi a Ⅴ 266, 000 진행중
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다양한 인공배지의 종류에 따른 S. l ongi caudum의 증식수를

알아본 결과 Medi a A, B, C, D는 증식이 전혀되지 않았으며,

Medi a Ⅰ, Ⅱ, Ⅲ, Ⅳ는 450, 000, 275, 000, 486, 700, 385, 000,

266, 000마리로서 각각 4. 5배, 2. 8배, 4. 9배, 3. 9배, 2. 7배의 증식

율을 보였다. Medi a A, B, C, D에서 증식이 되지 않은 것은 가축

의 사료에 항생제와 같은 화학물로 인해 선충이 영향을 받은 것으

로 생각되며, 기타의 배지들은 대량 증식에 우수한 배지로 조사되

었으며, 현재 조사가 계속되고 있음으로 보다 우수한 배지가 선정

될 것으로 기대하고 있다( Tabl e 6) .

Tabl e 7. 인공배지( YS br ot h) 에서 S. l ongi caudum의 시간 경과별 증식수

Bact er i a

t ype

Concent r at i on

( I j s / 30㎖)

Number of nemat odes pr opagat ed

2 week 3 week 4 week

Bact er i a

Ⅰ
1, 100 2950 2600 2750

Bact er i a

Ⅱ
1, 100 4880 3650 3290

YS br ot h에 S. l ongi caudum 논산을 두 공생세균이 배양되어

있는 삼각플라스크에 동일하게 1, 100마리 처리한 후 2, 3, 4주에

걸쳐 선충의 증식수를 조사한 결과 bact er i a Ⅰ은 2주째 2950마

리, 3주째 2600마리, 4주째 2750마리로서 인공배지에 선충을 처리

한 후 2주째가 가장 많은 증식수를 나타내었다. 그리고 bact er i a

Ⅱ도 2주째 4880마리, 3주째 3650마리, 4주째 3290마리로서

bact er i a Ⅰ과 동일한 결과를 나타내었다. 이러한 결과는 선충의
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증식은 공생세균의 활성기간과 깊은 연관을 가지고 있는 것으로

나타났으며 앞으로 선충의 대량증식에 있어 효과적인 증식기간을

추정하는 기초가 될 것으로 본다( Tabl e 7) .

Tabl e 8. S. l ongi caudum 논산 공생세균의 온도별 col ony의 크기( ㎜)

Bact er i a

t ype

Temper at ur e( ℃)

15 20 25 30

Bact er i a

Ⅰ
0. 625 1. 7 3. 0 4. 9

Bact er i a

Ⅱ
0. 275 1. 9 2. 35 2. 8

S. l ongi caudum 논산의 두 가지 공생세균의 온도별 col ony의

반지름 크기를 조사한 결과 bact er i a Ⅰ에서는 15 ℃에서 0. 625㎜,

20 ℃에서 1. 7㎜, 25 ℃에서 3. 0㎜, 30 ℃에서 4. 9㎜로서 온도가 높

을수록 col ony의 크기가 커지는 것을 알 수 있었으며 bact er i a Ⅱ

도 온도가 높을수록 유사한 결과를 나타내었다( Tabl e 8) . 이와같

은 온도에 따른 col ony의 크기 증가는 일반적으로 25 ∼30 ℃에서

곤충병원성선충의 증식력과 병원성이 높게 나타나는 현상과 유사

한 결과를 나타냄으로써 공생세균과 선충의 증식 적정온도가 25 ∼

30 ℃ 인 것을 알게되었다. S. l ongi caudum에서 분리한 Bact er i a

Ⅰ, Ⅱ를 꿀벌부채명나방 유충에 접종한 후 시간경과에 따른 치사

유무를 조사한 결과 1시간째 10%, 23. 3%, 2시간째 10%, 26. 7%, 4

시간째 13. 3%, 36. 7%, 8시간째 16. 7%, 36. 7%, 16시간째 33. 3%,

53. 3%, 24시간째 100%, 100%로서 접종 후 24시간이 지난 다음

Bact er i a Ⅰ, Ⅱ에서 모두 100%의 치사율을 보였다( Fi g. 3) .
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Fi g. 3. Pat hogeni ci t y of St ei ner nema l ongi caudum bact er i a I

and I I t o Gal l er i a mel l anel l a l ar vae

그리고 병원성이 발현되는 시기도 매우 빨랐으며 이것으로 보아

본 선충의 병원성이 대단히 우수하다고 할 수 있으며, 치사된 꿀

벌부채명나방 유충으로부터 같은 Bact er i a를 재분리됨으로서 이를

뒷받침 해 주었다.
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Tabl e 9. 꿀벌부채명나방 유충과 인공배지( YS br ot h) 에서 증식된

S. l ongi caudum의 병원성 비교

Con.

( I j s/ l arva )

Pr opagat i on t i me

2 weeks 3 weeks 4 weeks

G.

mel l onel l a

P.

brassi cae

G.

mel l onel l a

P.

brassi cae

G.

mel l onel l a

P.

brassi cae

0 0 0 0 - 0 -

5 100 100 100 - 100 -

10 100 100 100 - 100 -

20 100 100 100 - 100 -

40 100 100 100 - 100 -

80 100 100 100 - 100 -

160 100 100 100 - 100 -

꿀벌부채명나방 유충과 인공배지( YS br ot h) 에서 증식된 S.

l ongi caudum을 꿀벌부채명나방 유충과 무잎벌레에 접종하여 병원

성을 비교한 결과 증식시기에 관계없이 병원성이 100% 유지되는

것을 볼 수 있었으며 이것으로 보아 적합한 배지에서 증식된 선충

은 활력과 병원성이 매우 뛰어날 뿐 아니라 지속적으로 유지되는

것을 알 수 있었다( Tabl e 9) .
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