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            Abstract
          
        

        
          자두수염잎벌(Monocellicampa pruni)은 자두에 피해를 주는 해충으로 2018년 국내에서는 처음으로 보고되었다. 자두수염잎벌은 자두의 어린 과실을 가해하며 유기농업 자두 과수원 생산량에 큰 피해를 주고 있다. 본 연구에서는 곤충병원성 진균을 이용하여 자두수염잎벌을 방제할 수 있는 가능성을 확인하였다. 먼저, 사육을 통해 곤충병원성 진균에 감염된 자두수염잎벌 치사체를 확보하였으며, 6종의 진균(Beavueria bassiana 1종, B. brongniartii 1종, Cordyceps sp. 1종, C. fumosorosea 3종)을 분리하였다. 분리된 진균을 분무법을 이용하여 유충에 대한 살충활성을 검정하였으며, 처리 3일 후 C. fumosorosea SIF-007와 B. bassiana SIF-014 처리구에서 각각 63.3 ± 3.3, 63.3 ± 6.7%의 누적사충률이 확인되었다. 치사된 자두수염잎벌은 고습조건으로 유지한 결과, 곤충 표면에서 mycosis가 확인되었다. 또한 petri dish 조건에서 곤충병원성 진균의 분생포자를 토양에 처리한 결과, 곤충병원성 진균을 처리한 모든 처리구에서 70% 이상의 높은 감염률이 확인되었다. 결론적으로 친환경 방제제인 곤충병원성 진균을 이용하여 자두수염잎벌에 대한 방제가 가능할 것으로 판단된다.

        

        
          
            초록
          
        

        
          Japanese plum sawfly, Monocellicampa pruni is a pest that damages plums and was first reported in South Korea in 2018. These pests attacked the fruitlet of plums and caused severe damage, especially serious production losses in organic orchards. Herein, we confirmed the possibility of controlling M. pruni using entomopathogenic fungi. First, we isolated 6 fungi from infected M. pruni and conducted a bioassay to the larvae by the spraying method. After 3 days, the cumulative mortality of Cordyceps fumosorosea SIF-007 and Beauveria bassiana SIF-014 were 63.3 ± 3.3 and 63.3 ± 6.7%, respectively. Mycosis was observed on the insect cuticles under high humidity conditions. In addition, as a result of spraying the fungal conidia on the soil in a petri dish trial, a high infection rate of >70% was confirmed. These results suggest that Japanese plum sawfly can be effectively controlled by entomopathogenic fungi as an eco-friendly pesticide.
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      서 론
      자두수염잎벌(Monocellicampa pruni Wei)은 자두 과실에 심각한 피해를 주는 해충으로, 2018년 전남 광양 지역의 자두 과수원에서 발생되어 국내에 처음 보고되었으며, 이로 인한 자두 생산량에 심각한 피해를 주었다(Park et al., 2019). 자두수염잎벌은 1998년 중국에서 처음 보고되어 중국 내의 고유종으로 알려져 있었으며, 자두나무(Prunus salicina Lindl.)에만 기생하는 것으로 알려져 있다(Liu et al., 2017; Park et al., 2019; Wei, 1998).

      자두수염잎벌은 자두나무 개화 시기인 4월 초순에 토양에서 성충으로 우화하기 시작하여 자두 과실 표면에 산란하는 것으로 추정되고 있다. 부화한 유충은 어린 과실의 과육을 섭식하면서 자두 과실 내부로 들어가며 종자를 섭식하여 자두 생산에 큰 피해를 주고 있다(Nguyen et al., 2021; Park et al., 2019). 유충 한 마리는 오직 하나의 과실을 가해하며, 자실체 내에서 섭식하면서 4번의 탈피를 걸쳐 생장한다(Nguyen et al., 2020). 5월이 되면 자두수염잎벌 종령 유충은 과실 밖으로 뚫고 나와 땅에 떨어지며 토양속에서 고치를 형성한 후 이듬해 봄에 다시 성충으로 우화한다(Nguyen et al., 2021). 자두수염잎벌에 의한 피해 과실은 발육이 늦어지고 조기 탈락이 발생하며, 국내에서는 전라남도 소재의 유기농 자두 과수원 지역에서 자두수염잎벌에 의한 피해로 인하여 일부 과수원에서는 자두를 전혀 수확할 수 없었다(Nguyen et al., 2021; Park et al., 2019). 그러나 현재까지 국내에서는 자두수염잎벌을 방제하기 위한 등록된 약제가 없는 상태이며, 특히 유기농 재배 과수원을 중심으로 이 해충이 빠르게 확산되고 있어 친환경적인 방제제 개발이 필요한 실정이다.

      생물학적 방제제 중 하나인 곤충병원성 진균은 곤충에게 특이적으로 병원성을 가지는 미생물로서, 다양한 농업 해충을 방제하는 수단으로 사용되고 있다(Hajek,1997; Lacey et al., 2015; Lee et al., 2022; St Leger et al., 2001). 특히 화학 살충제의 환경오염, 잔류농약, 약제 저항성 등의 문제에 대한 대안책으로 곤충병원성 진균이 사용되고 있으며, Botanigard, Beauverin, Green Muscle, 총채싹 등 국내외에서 해충을 방제하기 위해 170개 이상의 미생물제제가 개발되어 판매되고 있다(Lee et al., 2017a; Lee et al., 2022). 곤충병원성진균은 다른 미생물과 달리 접촉을 통해 감염될 수 있으며, 진딧물, 총채벌레, 딱정벌레 등 다양한 해충을 방제하는 데 사용되고 있다(Boucias et al., 1988; Gao et al., 2012; Kim et al., 2020; Wraight et al., 2000). 곤충병원성 진균은 감염충 뿐만 아니라 토양 등 다양한 환경에서 서식한다고 알려져 있으며, 이러한 특성을 통해 국내 미생물 자원을 확보하는데 어려움이 없다. 특히 다양한 환경에서 분리된 진균은 많은 해충을 방제하는데 적용할 수 있어 친환경 농업에 큰 가치를 제공할 수 있다. 곤충병원성 진균은 현재까지 700여 종이 보고되었으며, 대표적으로 Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae, Cordyceps 속, Isaria 속, Lecanicillium 속 등이 있으며 이들을 이용하여 다양한 해충을 방제하기 위한 시도가 지속적으로 이뤄지고 있다(Humber, 2016; Lee et al., 2022; Ortiz-Urquiza et al., 2010).

      본 연구에서는 자두수염잎벌에 대한 친환경적 방제 소재를 개발하기 위해 국내 자생하고 있는 곤충병원성 진균을 분리 및 동정하였으며, 자두수염잎벌 유충과 토양에 곤충병원성 진균의 분생포자를 처리하여 자두수염잎벌에 대한 살충 활성을 검정하였다. 이를 통해 자두수염잎벌에 대한 곤충병원성 진균 소재의 방제 가능성을 평가하고자 하였다.

    

    

  
    
      재료 및 방법
      
        시험 곤충
        자두수염잎벌 유충과 치사체는 자두과실과 함께 순천대학교 일반곤충학 실험실에서 제공받았으며, 원예용 토양을 담은 아크릴케이지(70 × 50 × 60 cm)에서 사육하였다. 사육은 온도 25 ± 2°C, 습도 40~60%, 광주기 L:D=16:8 조건에서 진행되었다. 본 실험에서는 자두수염잎벌의 4-5령 유충을 사용하였다.

      

      
        곤충병원성 진균 분리
        곤충병원성 진균에 의해 치사된 자두수염잎벌은 filter paper (90 mm, Whatman, USA)가 깔린 90 × 15 mm petri dish에 옮긴 후 25 ± 2°C 조건으로 7일간 유지하였으며 수분 공급을 위해 매일 1ml의 멸균수를 petri dish에 깔린 filter paper에 제공하였다. 7일 후 곤충 표피에 생성된 진균 포자를 1/4 SDA (Sabouraud Dextrose Agar, Difco, Sparks, MD, USA) 배지에 재 분리하여 단일 콜로니를 확보하였다(Fig. 1). 분리된 균주들은 genomic DNA extraction buffer[0.2 M Tris-HCl (pH 7.5), 0.5 M NaCl, 10 mM EDTA (pH 8.0), 1% SDS (w/v)]를 이용하여 gDNA를 추출하였다. 정제된 gDNA는 분자생물학적 위치를 확인하기 위해 internal transcribed spacer (ITS) 영역을 ITS1 (5′-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3′), ITS4 (5′-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3′) primer를 이용하여 PCR 하였으며, 증폭된 PCR 산물은 0.8% agarose gel을 이용하여 전기영동으로 확인하였으며, QIAquick® PCR Purification Kit (Qiagen)을 사용하여 정제 후 Bioneer (Daejeon, South Korea)를 통해 DNA 염기서열을 분석하였다. 염기 상동성은 NCBI의 BLAST search 프로그램을 이용하여 비교하였다.

        
          
          

          Fig. 1. 
				
          

          
            Mycosis of Monocellicampa pruni cocoons by entomopathogenic fungi. Fungal infected cocoons were collected after placing the fruitlets of Japanese plum on the soil.
          
          

          

        

      

      
        자두수염잎벌 유충에 대한 균주의 살충활성 스크리닝
        분리된 곤충병원성 진균은 1/4 SDA 배지에 접종한 후 25 ± 1°C 조건으로 14일간 배양되었으며, 배양된 균주는 Siloxane 30% 전착제(제품명: 실루엣, Farmhannong, South Korea)을 사용하여 제조된 0.03% solution을 이용하여 포자가 수확되었다. 포자는 hemocytometer를 이용하여 포자수를 계수한 후 제조된 0.03% solution을 이용하여 1.0 × 107 conidia ml-1 농도로 포자 현탁액을 제조하였다. 자두 피해과에서 수집한 4령 유충 10 마리를 멸균된 filter paper가 깔린 90 × 15 mm petri dish에 옮긴 후 진균 포자 현탁액을 1 ml 씩 분무 처리하였으며, 자두 과실 조각을 먹이로 공급하였다. 분무 처리는 자두수염잎벌 유충에게 골고루 처리될 수 있도록 10 cm 떨어진 거리에서 분무기로 분무 처리하였다. 모든 처리는 온도 25 ± 2°C, 광주기 L:D=16:8의 조건을 유지하였으며 매일 치사충 수를 조사하였다. 치사충은 멸균된 filter paper가 깔린 petri dish에 옮겨 mycosis 유무를 확인하였으며, 습도를 유지하기 위해 매일 1 ml의 멸균수를 공급하였다. 대조구에는 멸균수를 분무 처리하였으며, 모든 실험은 3반복으로 수행되었다.

      

      
        Petri dish 조건에서 토양을 통한 감염률 평가
        100 × 40 mm Insect breeding dish (SPL Life Science Co., Pocheon, South Korea)에 멸균한 원예용 토양 30 g을 넣은 후 병원성이 확인된 곤충병원성 진균의 포자 현탁액을 1.0 × 107 conidia ml-1 농도로 3 ml 분무 처리하였으며, 토양의 수분 공급을 위하여 3일 마다 멸균수를 10 ml/dish 처리하였다. 포자 현탁액이 처리된 토양에 자두수염잎벌 피해과를 10-12개씩 치상하였으며, 온도 25 ± 2°C, 40~60% RH, 광주기 L:D=16:8 실험실 조건으로 15일 간 유지하였다. 처리별 감염충 수는 15일 후에 토양에 있는 자두수염잎벌의 유충과 고치를 모두 확보한 후 mycosis된 개체수를 조사하였다. 대조구에는 멸균수를 분무 처리하였으며, 실험은 3반복으로 진행하였다.

      

      
        통계 분석
        자두수염잎벌 유충에 대한 균주의 살충활성과 petri dish 조건에서 토양을 통한 감염률 평가 자료는 arcsine % 변환하여 일원분산분석(ANOVA)을 진행하였으며, Tukey’s HSD test를 이용하여 처리 간의 유의성 차이를 검정하였다(SPSS statistics ver. 27; IBM Corp., Armonk. NY, USA).

      

    

    

  
    
      결 과
      
        곤충병원성 진균의 동정
        치사된 자두수염잎벌에서 6종의 진균이 순수 분리되었으며, ITS 영역을 증폭한 결과 ~550 bp의 PCR 산물을 확보하였다. 확보된 PCR 산물의 염기서열을 분석한 결과, Cordyceps sp. 1종(SIF-015), C. fumosorosea 3종(SIF-007, 009, 010), B. bassiana 1종(SIF-014), B. brongniartii 1 종(SIF-011)로 확인되었으며, GenBank에 등록된 해당 균주들과 99% 이상의 유사성이 확인되었다(Table 1).

        
          Table 1. 
				
          

          
            List of 6 entomopathogenic fungi isolated from infected Monocellicampa pruni
          
          

        

        
          
            
              	No.
              	Fungal species
              	Isolate code
              	Insect location
              	Closest related species; Genbank accession number
              	Max. identity
            

          
          
            	1
            	
              Cordyceps fumosorosea
            
            	SIF-007
            	Gwangyang-si, Jeollanam-do
            	Cordyceps fumosorosea isolate IfGZ4304; MH483791.1
            	99.7%
          

          
            	2
            	
              Cordyceps fumosorosea
            
            	SIF-009
            	Gwangyang-si, Jeollanam-do
            	Cordyceps fumosorosea strain BCC20180; MH532834.1
            	99.7%
          

          
            	3
            	
              Cordyceps fumosorosea
            
            	SIF-010
            	Gwangyang-si, Jeollanam-do
            	Cordyceps fumosorosea isolate IfGZ4304; MH483791.1
            	100%
          

          
            	4
            	
              Beauveria brongniartii
            
            	SIF-011
            	Gwangyang-si, Jeollanam-do
            	Beauveria brongniartii isolate SASR HHB32B; JX110381.1
            	99.2%
          

          
            	5
            	
              Beuaveria bassiana
            
            	SIF-014
            	Gwangyang-si, Jeollanam-do
            	Beauveria bassiana strain BCC45145; MN401667.1
            	100%
          

          
            	6
            	Cordyceps sp.
            	SIF-015
            	Gwangyang-si, Jeollanam-do
            	Cordyceps sp. 1 AF-2012; JX967110.1
            	100%
          

        

        

      

      
        자두수염잎벌 유충에 대한 곤충병원성 진균 병원성
        자두수염잎벌 유충에 대한 곤충병원성 진균의 병원성을 확인한 결과(Fig. 2), 곤충병원성 진균을 처리한 모든 처리구에서 처리 2일차부터 치사가 확인되었다. 처리 후 3일차의 누적사충률은 C. fumosorosea SIF-007와 B. bassiana SIF-014를 처리한 처리구에서 각각 63.3 ± 3.3, 63.3 ± 6.7%였으며, C. fumosorosea SIF-009, 010, B. brongniartii SIF-011, Cordyceps sp. SIF-015 처리구에서는 각각 33.3 ± 8.8, 43.3 ± 17.6, 50.0 ± 11.5, 50.0 ± 5.8% 였다. 균주간의 통계적인 유의차는 없었다(F6, 56= 6.74, p<0.001). 처리 3일 차의 무처리구의 사충률을 반영한 처리구의 보정 사충률은 C. fumosorosea SIF-007와 B. bassiana SIF-014를 처리한 처리구에서 각각 62.0 ± 3.4, 62.0 ± 6.9% 였으며, C. fumosorosea SIF-009, 010, B. brongniartii SIF-011, Cordyceps sp. SIF-015 처리구에서는 각각 31.0 ± 9.1, 41.3 ± 18.2, 48.2 ± 11.9, 48.2 ± 6.0% 였다. 또한 무처리구를 제외한 모든 치사체의 표피에서 흰색의 균사 생장이 확인되었다.

        
          
          

          Fig. 2. 
				
          

          
            Pathogenicity (a) and infection symptoms (b) of 6 entomopathogenic fungi against Monocellicampa pruni under laboratory conditions. The fungal conidia were sprayed to the larvae at 1 × 107 conidia ml-1 and mortality was measured daily.
          
          

          

        

      

      
        Petri dish 조건에서 토양을 통한 감염률 평가
        곤충병원성 진균의 포자를 토양에 처리하였을 때 자두수염잎벌의 유충 방제 가능성을 확인하기 위하여 진균 포자 현탁액을 처리한 토양에 피해과를 치상한 결과(Fig. 3), 처리 15일 후 모든 진균 처리구에서는 치사된 자두수염잎벌 표면에서 mycosis 증상이 관찰되었으며, 대조군에서는 13%의 치사율이 확인되었으나 고치를 형성하지 못하고 유충 상태로 자연 치사된 것으로 확인되었다. 자두 과실 밖으로 나와 토양 속에서 확인된 자두수염잎벌을 기준으로 모든 처리구에서 70% 이상 감염률이 확인되었으며, C. fumosorosea SIF-007, 009, B. brongniartii SIF-011에서는 각각 75 ± 12.5, 73.3 ± 8.8, 75 ± 2.9%의 감염률이 확인되었으며, C. fumosorosea SIF-010, B. bassiana SIF-014, Cordyceps sp. SIF-015에서는 86.2 ± 8.8, 83.3 ± 6.7, 81.4 ± 13.4%의 감염률이 확인되었으며, 균주간의 통계적인 유의차는 없었다(F6, 14= 5.28, p<0.005).

        
          
          

          Fig. 3. 
				
          

          
            Fungal infection rate of Monocellicampa pruni against 6 entomopathogenic fungi after 15 days under laboratory conditions. The infested Japanese plum fruitlets suspected of containing larva were placed on the soil treated with fungal conidia.
          
          

          

        

      

    

    

  
    
      고 찰
      자두수염잎벌 피해과를 토양에 치상하여 자두수염잎벌의 고치형성을 유도하는 중 곤충병원성 진균에 감염된 것으로 추정되는 치사충을 확보하였으며, 이 치사충들을 통해 6종의 곤충병원성 진균을 분리하였다. 곤충병원성 진균은 곤충에서 분리하기 좋은 미생물 중 하나로, 특히 곤충이 약한 상태일 때 감염을 일으킬 수 있다. 하지만 감염충은 쉽게 확보할 수 없어 분리를 위해 곤충병원성 진균이 서식하기 좋은 환경으로 알려진 토양을 이용한다. 대표적인 곤충병원성 진균은 B. bassiana와 M. anisopliae이며 그 중 B. bassiana는 과수원과 산림의 토양에서 많이 분리된다(Jarmuł-Pietraszczyk et al., 2011; Keyser et al., 2015; Medo and Cagáň, 2011; Qayyum et al., 2021). 토양과 감염충에서 곤충병원성 진균을 분리하기 위해 chloramphenicol, streptomycin과 같은 항생물질과 dodine이 함유된 선택배지를 사용하였으나, 분리된 진균의 80-90%는 낮은 살충 활성을 보였다. 이를 보완하기 위해 토양에 곤충을 직접 처리하여 감염 개체를 확보하는 방법으로 높은 살충활성을 가지는 진균을 확보하고 있다(Kim et al., 2018). 자두수염잎벌 치사체는 토양에 서식하고 있었던 곤충병원성 진균에 감염된 것으로 추정되었으며, 자두수염잎벌 방제용 소재 라이브러리를 구축하기 위해 곤충병원성 진균을 분리하였다.

      자두수염잎벌은 최근 국내에서 발생이 확인된 종으로 방제에 대한 연구가 부족하여 자두수염잎벌에 대한 피해로 어려움을 호소하고 있다. 현재 자두수염잎벌을 방제하기 위해 등록된 살충제는 없으며, 기존 자두 해충용 화학 살충제를 이용하여 자두수염잎벌을 방제하는 실정이다. 특히, 화학합성 살충제를 사용하지 않는 유기농 재배 농가에서는 자두수염잎벌을 방제할 수 있는 수단이 없어 피해가 심각한 상태로, 친환경 소재의 방제제가 필요하다(Nguyen et al., 2021; Park et al., 2019). 본 연구에서 확보한 6종의 곤충병원성 진균 소재는 실험실 조건 내에서 자두수염잎벌 유충에 높은 살충 활성이 확인되었고, 진균을 처리한 토양에서도 진균의 높은 살충 활성이 확인되어 자두수염잎벌을 방제하기 위한 친환경 미생물 소재로 개발할 수 있는 가능성이 있다고 판단된다.

      특히, 토양에 진균을 처리한 방법은 자두수염잎벌의 생태적인 특성을 활용하고자 하였다. 자두수염잎벌은 알에서 부화한 후 자두의 어린 과실 속으로 들어가 생장하기 때문에 살충제가 직접적으로 유충에 도달하지 못하여 방제 효과가 낮을 수 있다. 하지만, 종령 유충은 토양으로 이동하여 번데기를 형성하기 때문에 진균의 토양 처리는 유충과의 접촉 가능성을 크게 향상시킬 수 있다. 최근 해충을 방제하기 위해 곤충병원성 진균 입제를 토양 표면에 처리하고 있으며, 높은 살충 효과를 보이고 있다. 이는 이전 꽃노랑총채벌레를 방제하기 위한 곤충병원성 진균 처리 방식을 응용할 수 있다. 꽃노랑총채벌레는 대부분의 생활사를 식물의 잎과 꽃 속에서 보내지만 용화가 일어나기 전 토양으로 떨어져 전용 단계를 보내고 있으며, 이러한 생태적인 특성을 이용하여 곤충병원성 진균을 토양 표면에 처리함으로써 방제 효과를 크게 증가시켰다(Lee et al., 2017b; Lee et al., 2022). 또한, 곤충병원성 진균의 분생포자를 식물의 잎과 꽃에 처리하는 것보다 토양에 처리함으로써 자외선과 높은 온도에 노출되는 것을 방지할 수 있으며, 상대적으로 높은 습도를 유지할 수 있어 발아 및 생존에 유리한 환경을 갖추고 있어 높은 방제효과를 보이고 있다. Lee et al. (2017b)에 따르면 형광을 발현하는 진균을 토양에 처리했을 때 꽃노랑총채벌레가 토양 내부 또는 표면을 이동하면서 균류에 노출된다는 것이 확인되었다. 자두수염잎벌 종령유충도 과실 밖으로 나와 토양 내부 또는 주변을 이동하는 행동이 관찰되었으며, 실제 토양에 곤충병원성 진균의 분생포자를 처리하였을 때 자두수염잎벌이 토양 내부를 이동하면서 곤충병원성 진균 포자에 접촉되어 치사 되었을 가능성이 높다고 판단되었다. 이 결과를 바탕으로 곤충병원성 진균 포자를 입제 형태로 토양 표면에 처리한다면 고치를 형성하기 위해 땅에 떨어지는 자두수염잎벌을 방제할 수 있는 가능성이 확인되었다. 하지만, 자두수염잎벌을 방제하기 위해 추가적으로 곤충병원성 진균 입제를 토양에 처리 후 유충과의 접촉 가능성을 확인해야 하며, 실내 실험 결과를 바탕으로 포장에서의 추가적인 연구가 필요하다.

      본 연구에서는 자두수염잎벌을 방제하기 위한 곤충병원성 진균 소재를 확보하였으며, 토양 내에 진균 포자를 처리하는 방법을 통해서 자두수염잎벌에 대한 높은 살충활성을 확인하였다. 이는 곤충병원성 진균 소재를 활용한 자두수염잎벌 방제의 가능성을 확인하였으며, 이 소재를 활용한 방제 전략을 구축함으로써 친환경적인 자두 생산에 기여할 수 있음을 시사한다.
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