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            Abstract
          
        

        
          프루텔고치벌 브라코바이러스(CpBV)는 배추좀나방(Plutella xylostella)의 어린 유충에 기생하는 프루텔고 치벌(Cotesia plutellae) 공생 폴리드나바이러스이다. 일부 CpBV 유전자들은 피기생체 유충의 면역반응을 낮추는 데 중요한 역할을 담당한다. 본 연구는 기주의 면역작용을 억제하는 CpBV 유전자를 이용하여 살충력이 높은 재조합 벡큘로바이러스를 개발하는 데 응용할 목적으로 수행되었다. 기보고 자료에 기초하여 CpBV-ELP1를 발현하는 재조합 벡큘로바이러스(AcMNPV-ELP1)를 선발하여 파밤나방(Spodoptera exigua) 충체에서 증식시켰다. 충체에서 증식된 재조합바이러스들은 파밤나방 유충 한 마리 당 5 × 1010 polyhedral inclusion body (PIB)를 생산하였다. 배양된 AcMNPV-ELP1은 파밤나방 유충에 높은 병원성을 보였다. 특히 파밤나방 1령과 노숙령기에 높은 살충력을 나타냈다. 파밤나방 유충이 가해하는 배추에 재조합 벡큘로바이러스(5 × 106 PIB/mL)를 살포한 결과 처리 7일 후에 화학 농약인 테부페노자이드 보다 높은 방제효과(약 88%)를 나타냈다. 이 결과는 충체에서 대량배양된 AcMNPV-ELP1이 높은 병원성을 나타내 새로운 미생물방제제로 응용될 수 있음을 제시한다. 

        

        
          
            초록
          
        

        
          Cotesia plutellae bracovirus (CpBV) is a polydnavirus symbiotic to C. plutellae parasitizing young larvae of the diamondback moth, Plutella xylostella. Several CpBV genes play important roles in suppressing immune responses of the parasitized larvae. This study tested a hypothesis that the CpBV genes inducing host immunosuppression could be applied to develop a potent recombinant baculovirus. Based on a previous study, a recombinant baculovirus expressing CpBV-ELP1 (AcMNPV-ELP1) was selected and multiplied using larvae of the beet armyworm, Spodoptera exigua. The recombinant viruses were produced in a yield of 5 × 1010 polyhedral inclusion body (PIB)/larva. The cultured AcMNPV-ELP1 exhibited a much higher pathogenicity against S. exigua larvae. However, its insecticidal activity was varied among larval instars of S. exigua, in which first and late instars were high susceptible. Spray of the recombinant baculovirus (5 × 106 PIB/mL) exhibited higher control efficacy (≈ 88%) against S. exigua larvae infesting cabbage than a chemical insecticide, tebufenozide, at 7 days after treatment. These results indicate that AcMNPV-ELP1 mass-cultured using host insect system is highly pathogenic and can be applied to develop a novel microbial control agent. 

        

      

      
        Keywords: 
Baculovirus, Cotesia plutellae, Plutella xylostella, Polydnavirus, Recombinant, Spodoptera exigua
키워드: 벡큘로바이러스, 프루텔고치벌, 배추좀나방, 폴리드나바이러스, 재조합체, 파밤나방

      

    

    

  
    
      서 론
      공생은 서로 다른 생명체들 사이에 여러 형태의 생활양상을 통칭하는 생명현상이다. 다양한 병원미생물이 기주 곤충의 생존을 위협하는 기생(parasitism)을 보이고 있는 반면에 일부 미생물은 기주 곤충의 부족한 영양원의 보충, 독성물질의 처리 및 타 생명체로부터 보호의 기능을 수행하면서 상리공생(mutualism)을 이루고 있다. 폴리드나바이러스(polydnavirus: PDV)는 숙주 및 기주를 가지고 각각 상리공생 및 기생의 생명현상을 보이고 있다(Kim et al., 2007). 

      PDV는 일부 맵시벌상과(Ichneumonoidea)의 벌목 곤충을 숙주로 생활하며, 이들 숙주의 벡터 역할의 도움을 받아 피기생체 나비목 유충 체내로 침입하게 된다(Webb and Strand, 2005). 이때 PDV는 자신의 유전자를 발현하여 기주 나비목 유충의 생리현상을 교란하며 숙주 기생봉의 생존을 도모하게 된다. PDV의 숙주 곤충은 맵시벌과(Ichneumonidae)와 고치벌과(Braconidae)를 포함하며, 이들에 공생하는 바이러스를 각각 Ichnovirus (IV) 그리고 Bracovirus (BV)의 두 속으로 분류하게 된다(Webb et al., 2000). 두 종류의 바이러스는 바이러스 입자의 모양에서도 차이를 보여 IV는 이중막의 외피 구조를 갖으나 BV는 단일막으로 구성되어 있으며, 서로 상이한 유전자 조성을 지니고 있어 이들이 독립적으로 기원하여 수렴 진화 과정을 통해 발달되어 온 것으로 추정하고 있다(Strand, 2010). BV의 경우 Nudivirus의 조상형을 기원으로 유래된 것으로 밝혀지고 있으나, IV의 경우는 아직 조상형 바이러스 기원을 찾지 못하고 있다(Bezier et al., 2009; Volkoff et al., 2010). 

      PDV의 게놈은 숙주 곤충의 염색체 상에 존재하는 프로바이러스이다. 따라서 해당 곤충 체내 모든 세포에 이 바이러스 게놈은 존재하나, 바이러스 입자를 형성하는 복제과정은 암컷 난소소관 기부의 난소받침 조직에서만 일어나게 된다(Wyler and Lanzrein, 2003). 형성된 바이러스 입자는 산란관 내강에 자리하고 기생봉 숙주가 나비목 유충 기주에 기생할 때 기생봉 알과 함께 기주 혈강으로 옮겨지게 된다. 이때 기주 혈강에 옮겨진 PDV 입자들은 기주 세포에 침입하고, 기주 유전자 발현 시스템을 이용하여 바이러스 자신의 유전자들을 발현시키게 된다. PDV 유래 다양한 유전자 산물은 기주의 면역을 억제하고, 발육을 지연시켜 숙주 기생봉의 발육을 도모하게 된다(Kim et al., 2007). 

      프루텔고치벌(Cotesia plutellae)은 자신의 공생 PDV인 CpBV (C. plutellae bracovirus)를 가지고 기주인 배추좀나방(Plutella xylostella) 유충을 기생하게 된다(Bae and Kim, 2004). 기생된 배추좀나방 유충은 면역반응이 억제되고 발육이 지연되며, 이 과정 속에서 숙주 프루텔고치벌 알은 부화 및 유충 발육을 진행하여 형성된 노숙 유충이 기주의 몸 밖으로 빠져나와 용화하게 된다(Kim and Son, 2009; Kwon and Kim, 2010). 이때 피기생체 배추좀나방은 치사하게 되고, 우화된 프루텔고치벌은 다음 기주를 찾게 된다. 

      복제된 CpBV 바이러스 입자에 존재하는 유전체가 모두 판독되었고 전체 157 개의 유전자를 추정하였다(Chen et al., 2011). 이들 유전자들의 생리적 기능을 결정하기 위해 SERI (segment expression and RNA interference) 기술이 개발되었다(Barandoc and Kim, 2009). 즉, 복제된 바이러스 형태의 CpBV 게놈은 고리모양의 DNA 조각으로 구성되어 있으며, 이들 각각의 고리게놈은 여러 개의 바이러스 유전자를 갖고 있다(Choi et al., 2005). 이들 고리게놈을 각각 클로닝하여 배추좀나방 유충에 삽입하여 일시발현을 일으킨 후 특정 유전자의 RNA 간섭(RNA interference: RNAi)을 일으켜 이 유전자의 기능을 추정하는 과정이 SERI 기술이다. 이 기술을 통해 CpBV 유전자들의 기능을 추정한 결과 대부분 기주 면역을 억제하는 기능을 보였다. 이 가운데 CpBV-ELP1은 Cotesia 속에 속한 BV 바이러스들이 공통적으로 가지고 있는 EP1 유전자와 높은 상동성을 가지며, 세포독성을 지니는 것으로 추정되었다(Kwon and Kim, 2008). 모두 7개의 CpBV-ELP 유전자가 밝혀졌으며, CpBV-ELP2를 제외하고 6개의 유전자가 피기생체 배추좀나방에서 발현되었으며, 이 가운데 CpBV-ELP1은 대부분 피기생체 발육시기 그리고 조직에서 높게 발현되는 유전자이다(Kwon and Kim, 2008). 

      CpBV-ELP1을 벡큘로바이러스에 재조합하여 새로운 살충제 개발로의 연구가 진행되었다(Kim et al., 2008). 총 6 종류의 CpBV 유래 유전자를 이용하여 재조합 벡큘로바이러스를 제작하였고, 이들의 살충력을 비교한 결과 CpBV-ELP1이 재조합된 벡큘로바이러스 가운데 가장 높은 살충력을 지니는 것으로 나타났다. 그러나 분석된 벡큘로바이러스는 Sf9 곤충 세포주를 이용하여 증식되었으나, 실용적으로 해충 방제에 사용하기 위해서는 기주 곤충에서 대량 증식이 필요했고, 이를 통해 얻은 바이러스의 살충력을 재검정할 필요가 있었다. 또한 이 재조합바이러스에 대한 다양한 유충 영기별 감수성 분석이 필요하였다. 이를 수행하기 위해 본 연구는 CpBV-ELP1의 재조합 벡큘로바이러스를 파밤나방(Spodoptera exigua)에서 대량증식하였고, 이를 통해 얻은 재조합 벡큘로바이러스에 대해서 파밤나방의 영기별 감수성 및 포트 조건에서 바이러스 현탁액을 살포하면서 해충 방제제로 개발 가능성을 분석하였다. 

    

    

  
    
      재료 및 방법
      
        곤충 사육
        본 실험에 사용된 파밤나방은 온도 25 ± 1°C, 광조건 16:8시간(L:D), 상대습도 60 ± 10% 사육실에서 누대 사육하였다. 유충의 경우 인공사료(Goh et al., 1991)를 먹이로 제공하였고, 성충은 10%의 설탕물을 제공하여 사육하였다. 상기의 사육 조건에서 배추좀나방 유충은 배추를 먹이로 제공하였고, 성충은 10% 설탕물을 제공하여 사육하였다. 

      

      
        재조합 벡큘로바이러스 증식
        벡큘로바이러스 제작은 Kwon et al. (2008)에 기술하였다. 출아형(budded form) 바이러스를 107 plaque-froming unit(pfu)/mL의 농도로 Sf9 세포주에 접종하고, fetal bovine serum이 포함된 TC-100 곤충세포배양액에서 5일 동안 배양하여 출아형과 다각체형(polyhedrin inclusion body: PIB)으로 증식하였다. 증식된 바이러스는 3,000 × g의 원심분리로 다각체형을 포함하는 Sf9 세포와 출아형이 포함된 상등액으로 나누었다. 이 상등액은 다시 새로운 세포를 감염시키는데 사용하였다. 다각체 바이러스 밀도는 위상차현미경(S730, Olympus, Tokyo, Japan)을 이용하여 검경하고, 세포계수기(Marienfeld, Germany)를 이용하여 계수하였다. 

      

      
        바이러스 혈강주입
        미량주사위(Hamilton microsyringe, Reno, Nevada, USA)를 이용하여 유충 혈강으로 출아형 재조합바이러스를 연구목적에 맞도록 각 pfu 농도를 1 μL 부피로 주입하였다. 사용된 파밤나방은 5령충으로 복부 첫마디의 헛다리를 통해 바이러스를 주입하였다. 혈강주입 후 파밤나방은 먹이를 공급하고, 상기의 사육 조건에 바이러스 증식을 도모하였다. 

      

      
        재조합 벡큘로바이러스의 파밤나방과 배추좀나방에 대한 섭식처리
        배추좀나방 4령충과 파밤나방 5령충에 대해 재조합바이러스의 살충력을 검정하였다. Sf9 세포주에서 증식된 다각체형 바이러스를 3 × 3 cm의 배추 잎 조각에 처리하였다. 이를 원형 용기(직경 9 cm)에 여과지를 깔고 올려놓았다. 처리된 배추잎 주변으로 6시간 절식된 유충을 옮겨 놓고 24시간 섭식시켰다. 이후 건전 배추잎을 제공하고 매 24시간 마다 치사된 개체를 조사하였다. 각 처리는 10마리씩 3반복으로 실시하였다. 이때 치사 유충은 외부 자극에 대해서 능동적 반응 움직임이 없는 개체로 규정하였다. 

      

      
        재조합 벡큘로바이러스에 대한 파밤나방 유충 시기별 감수성 변이
        AcMNPV-ELP1 현탁액(5 × 106 PIB/mL)을 파밤나방 유충영기별(1령-5령)로 처리하였다. 각 유충령은 10마리씩 3반복으로 분석되었다. 처리 방법은 상기의 바이러스 처리 방법으로 실시되었다. 살충효과는 처리 후 7일째 사망율로 비교하였다. 대조구 바이러스 처리는 AcMNPV-EGFP를 같은 농도로 처리하였다. 

      

      
        간이 포장 조건에서 재조합 벡큘로바이러스의 파밤나방방제 효과
        각 포트(30 × 60 cm)에 배추(높이 약 20 cm) 4포기를 키웠다. 각 배추 포기에 파밤나방 3령충을 20마리 접종하였다. 처리구는 곤충 체내에서 증식된 AcMNPV-ELP1을 5 × 106 PIB/mL의 농도로 살포하였다. 두 대조구로서 같은 농도의 AcMNPV-EGFP 처리와 화학 농약인 테부페노자이드(8% active ingredient, 미믹Ⓡ, 경농, 서울, 한국) 1,000 ppm을 각각 살포하였다. 무처리는 희석에 사용된 물만 살포하였다. 각 처리는 3반복(=포트)으로 실시되었다. 생존수는 처리 후 3일 및 7일 후에 각각 조사하여 대조구 대비 방제가를 산출하였다. 

      

      
        통계분석
        모든 살충효과 시험 결과는 백분율 자료로서 arcsine 변환 후 SAS의 PROC GLM (SAS Institute, 1989)을 이용하여 ANOVA 분석후 처리평균간 비교를 실시하였다. 

      

    

    

  
    
      결 과
      
        곤충 체내 재조합 벡큘로바이러스 대량 증식
        곤충 체내에서 재조합 벡큘로바이러스를 대량 증식하기 위해, Sf9 세포주에서 증식된 출아형 벡큘로바이러스를 파밤나방 5령 유충 혈강에 주입하였다. 주입 후 3-5일 경과 후 치사된 개체를 모아서 알칼리 용액으로 용해시킨 후 바이러스 순화를 실시하였다. 순화된 바이러스 입자는 전형적인 벡큘로바이러스 다각체 구조를 보였다. 파밤나방 5령 유충 개체당 5 × 1010 PIB가 수거되었다. 

      

      
        재조합바이러스의 살충력 스크리닝
        곤충 체내에서 증식된 재조합바이러스들의 파밤나방과 배추좀나방에 대한 살충력이 비교되었다(Fig. 1). 배추 먹이를 이용하여 동일한 양으로 섭식 투여한 결과(Fig. 1A) 모든 재조합 벡큘로바이러스는 배추좀나방과 파밤나방에 살충력을 나타냈다. 그러나 대상 기주에 따라 이들 살충력을 차이를 보여 파밤나방이 배추좀나방에 비해 높은 감수성을 나타냈다. 특히 파밤나방에서 이들 재조합 유전자에 따라 벡큘로 바이러스의 살충력에 변이를 나타내어, ELP1 유전자가 재조합된 벡큘로바이러스(AcMNPV-ELP1)가 비교적 우수한 방제력을 나타냈다. 파밤나방에 대한 AcMNPV-ELP1의 높은 감수성은 혈강으로 주입한 출아형 벡큘로바이러스에서도 유사하게 나타났다(Fig. 1B). 

        
          
          

          Fig. 1. 
				
          

          
            Toxicity of different recombinant AcMNPV (‘rAcMNPV’) against two different lepidopteran insects. Oral toxicity against fourth instar larvae of P. xylostella (A) and fifth instar larvae of S. exigua (B). Each larva was fed 105 polyhedral inclusion bodies (PIB) on diet cabbage. (C) Hemocoelic injection of the rAcMNPVs to fifth instar larvae of S. exigua. Mortality was measured 9 days after treatment (‘DAT’). Each treatment used 10 larvae and replicated three times. Different letters above standard deviation bars indicate significant difference among means at Type I error = 0.05 (LSD test). 
          
          

          

        

      

      
        CpBV-ELP1 재조합 벡큘로바이러스에 대한 파밤나방 유충 시기별 감수성 변이
        AcMNPV-ELP1 현탁액을 살포에 따른 파밤나방 방제 효과를 분석했다(Fig. 2). AcMNPV는 대조 바이러스인 AcMNPV-EGFP에 비해 높은 살충력을 나타냈고, 처리 농도가 높아짐에 따라 방제 효과도 높아졌다. 

        
          
          

          Fig. 2. 
				
          

          
            Leaf-dipping assay of AcMNPV-ELP1 toxicity against fifth instar larvae of S. exigua. AcMNPV-EGFP was used as a control viral treatment. Treated leaves were fed for first three days and then replaced with fresh cabbage. Mortality was measured 9 days after treatment (‘DAT’). Each treatment used 10 larvae and replicated three times. Different letters above standard deviation bars indicate significant difference among means at Type I error = 0.05 (LSD test). 
          
          

          

        

        잎침지법에 따라 나타난 AcMNPV-ELP1의 방제 효과를 모든 파밤나방 유충 발육태에 처리하여 살충력을 비교하였다(Fig. 3). 대조구인 AcMNPV-EGFP는 유충 발육태가 증가할수록 방제 효율이 증가하였다. 처리구인 AcMNPV-ELP1도 비교적 높은 방제력이 노숙 유충(4-5령)에서 나타나지만, 대조구와 달리 1령충에 대해서 가장 높은 살충력을 보였다. 

        
          
          

          Fig. 3. 
				
          

          
            Variation in control efficacy of AcMNPV-ELP1 against different larval instar of S. exigua. Leaf-dipping method was used to test insecticidal activity. As a control recombinant baculovirus, AcMNPV-EGFP, was used. All viral treatments used a dose of 5 × 106 PIB/mL. Each instar used 10 larvae and was replicated three times. Mortality was measured 7 days after treatment (DAT). Different letters above standard deviation bars indicate significant difference among means at Type I error = 0.05 (LSD test).
          
          

          

        

      

      
        간이 포장 조건에서 CpBV-ELP1 재조합 벡큘로바이러스의 파밤나방 방제 효과
        곤충 체내에서 증식된 AcMNPV-ELP1의 파밤나방에 대한 방제력 시험은 포트에서 자란 배추를 대상으로 피해를 주는 유충에 대해서 실시되었다(Fig. 4). 대조구로서 AcMNPV-EGFP 처리와 화학 농약인 테부페노자이드를 병행하여 처리하였다. 처리 후 3일 및 7일 후에 각각 조사하여 AcMNPV-ELP1의 방제 속도도 분석하였다. 처리 3일 후에 AcMNPV-ELP1은 대조구인 AcMNPV-EGFP에 비해 높은 방제력을 나타내어 CpBV-ELP1 유전자에 의한 벡큘로바이러스 살충력 증가를 확인하였으나, 화학약제인 테부페노자이드에 비해서는 낮은 살충력을 나타냈다. 그러나 처리 7일 후에는 AcMNPV-ELP1의 처리가 대조구 재조합바이러스는 물론이고 화학농약인 테부페노자이드에 비해서도 높은 살충 효율을 나타냈다. 

        
          
          

          Fig. 4. 
				
          

          
            Pot assay to test the control efficacy of AcMNPV-ELP1 against S. exigua infesting Chinese cabbage. As a control recombinant baculovirus, AcMNPV-EGFP, was used. Both viral sprays used a concentration of 5 × 106 PIB/mL. As a chemical insecticide, tebufenozide (8% active ingredient) was sprayed at 1,000 ppm. Initial population was over 20 larvae in each replication. Each treatment was replicated with three pots. Live larvae were counted at 3 and 7 days after treatment (‘DAT’). Mean control efficacies are depicted. Different letters above standard deviation bars indicate significant difference among means at Type I error =0.05 (LSD test). 
          
          

          

        

      

    

    

  
    
      고 찰
      파밤나방은 다양한 작물을 가해하는 주요 전작해충이다. 특히 거의 대부분의 화학농약 계통에 대해서 저항성을 발현시켜 방제에 어려움을 주고 있다(Kim et al., 1997). 이러한 저항성 문제는 생물농약인 Bt (Bacillus thuringiensis) 살충제에 대해서도 나타나(Moar et al., 1995) 대체 약제의 개발이 시급한 상황이다. 본 연구는 파밤나방이 벡큘로바이러스에 대해서 비교적 감수성이라는 보고에 바탕을 두고 이 바이러스의 살충력을 증가시키는 전략에 기초하여 재조합 벡큘로바이러스 개발에 역점을 두었다. 이를 위해 파밤나방자체가 바이러스에 대한 면역력을 억제하여 벡큘로바이러스의 살충력을 증가시키는 전략을 세웠다. 곤충의 면역력을 억제하는 인자들 가운데 PDV는 가장 잘 알려져 있으며, 이는 이 바이러스의 유전자가 대부분 나비목 유충의 세포성 및 체액성 면역을 억제하는 것으로 알려졌기 때문이다(Strand, 2010). 본 연구에서는 국내 자생하는 프루텔고치벌에서 유래한 CpBV 유전체를 통해 얻은 CpBV-ELP1 유전자를 재조합 벡큘로바이러스 제작에 이용하여 해충 방제에 응용하려 시도되었다. 이는 기존의 연구에서 CpBV-ELP1과 재조합된 벡큘로바이러스가 다른 CpBV 유래 유전자들의 재조합 벡큘로바이러스들 보다 높은 살충력을 지니기 때문에(Kim et al., 2008) 선발되었다. 그러나, 포장에서 이 재조합 벡큘로바이러스를 살포하여 파밤나방을 방제하기 위해서는 기존에 Sf9 세포주를 이용하여 이 바이러스를 생산하는 시스템으로는 다량으로 살포해야 하는 현실에 맞지 않았다. 이를 해결하기 위해 이 재조합 바이러스를 기주 충체에서 증식시켜 대량으로 바이러스를 생산하는 방식을 적용하였다. 본 연구는 파밤나방 5령 유충 개체 당 5 × 1010개 다각체를 형성하는 것으로 나타냈다. 이는 파밤나방에 대해 유효한 방제를 위해 배추 한 포기당 AcMNPV-ELP1을 5 × 106 PIB/mL 농도로 약 50 mL을 살포하기 때문에 파밤나방 한 마리에서 생산되는 재조합 벡큘로바이러스는 약 200포기의 배추에 발생하는 파밤나방을 처리할 수 있다. 동일한 계산법으로 약 1,000평의 농지에 재배되는 배추 약 1만 포기를 재배하고, 여기에 2.5 × 1012개 PIB가 투여되어야 하기에 약 50마리의 파밤나방에서 생산된 바이러스 량으로 충당할 수 있다고 추정된다. 

      곤충에서 증식된 재조합 벡큘로바이러스는 모두 파밤나방에 살충력을 보였다. CpBV 유전자가 재조합된 모든 벡큘로바이러스는 대조구 바이러스에 비해 높은 살충력을 나타내서 이들 유전자가 병원력 상승에 영향을 주었다고 판단된다. CpBV-H4의 경우 이 유전자의 구조가 진핵생명체의 히스톤 H4 단백질과 매우 유사성이 높아 기주의 유전자 발현을 변동시키는 인자로 알려져 있고 또한 이러한 기능을 통해 곤충의 세포성 면역을 억제시켰다(Hepat and Kim, 2011; Hepat et al., 2013). CpBV15α와 CpBV15β는 모두 15 kDa 단백질을 암호하고 있는 유전자로서 이들의 단백질은 배추좀나방과 파밤나방의 혈구세포의 행동을 억제하는 것으로 밝혀졌다(Lee and Kim, 2008). CpBV-ELP1은 혈구세포에 대한 세포독성을 나타내어 면역을 억제하는 것으로 알려졌다(Kwon and Kim, 2008). 따라서 이들 유전자들이 모두 곤충의 면역을 억제하고 이를 통해 벡큘로바이러스의 병원력을 상승시킨 것으로 해석된다. 이 가운데 CpBV-ELP1이 재조합된 벡큘로바이러스가 가장 높은 병원력 상승을 유도하였다. 이는 기존의 Kim et al. (2008)의 결과를 다시 재입증한 결과로서 곤충에서 생성된 재조합바이러스가 Sf9 세포주에서 생성된 재조합바이러스와 유사한 살충력을 나타내는 것으로 판명되었다. 

      AcMNPV-ELP1 재조합 바이러스는 옆면 살포로 살충력을 나타낼 수 있다. 이러한 결과는 본 연구에서 옆침지법 실험에서 입증되었다. 다양한 농도로 재조합바이러스를 조제하고 이를 잎침지법으로 처리한 결과 처리 농도에 비례하여 살충력이 높아진 결과로 미뤄 살포에 따른 방제력을 기대할 수 있다고 해석된다. 특별히 유충의 발육시기에 따라 재조합바이러스의 살충력은 상이했다. 파밤나방 유충 발육시기는 벡큘로바이러스의 병원력에 차등을 줄 수 있다는 것이 기존 연구에서 보고되었다(Kim et al., 2004). 본 연구에서는 AcMNPV-ELP1이 노숙 유충은 물론이고 1령충에서 높은 방제효율을 나타냈다. 파밤나방 노숙 유충에 대한 AcMNPV-ELP1의 높은 살충력은 대조 바이러스와 마찬가지로 어린 유충 시기에 비해 섭식량이 많아 이에 따라 체내로 들어온 바이러스 함량의 증가에 기인된 것으로 사료된다. 예를 들어, 파밤나방 5령충의 경우 1 일차에는 약 10 mg의 체중이 3일경에는 약 100 mg으로 약 10배의 체중 증가가 이뤄진다(Kim et al., 1998). 그러나 대조구 바이러스에 비해 1령충에 대해 AcMNPV-ELP1의 높은 살충력은 CpBV-ELP1의 높은 독성에 기인된 것으로 추정된다. 이는 기존의 연구에서 밝혀진 CpBV-ELP1의 높은 세포독성에 기인된다(Kwon and Kim, 2008). 본 연구 결과는 특별히 1령 유충이 이러한 세포독성에 매우 감수성이 높은 것으로 해석된다. 

      선발된 AcMNPV-ELP1을 살포액으로 제조하여 배추를 가해하는 파밤나방 유충에 처리한 결과 대조구 바이러스에 비해 살충력이 뚜렷이 높아지는 실내 검정 결과를 재확인시켜 주었다. 더욱이 이 재조합 벡큘로바이러스는 비록 3일차에서는 화학농약인 테부페노자이드에 비해 낮은 살충력을 보였으나, 처리 7일이 경과하면서 화학농약에 비해 월등히 높은 살충력을 나타냈다. 파밤나방 방제 적용약제인 테부페노자이드는 곤충 탈피호르몬인 엑다이손의 동력제로서 처리 해충의 탈피를 과도하게 촉진시켜 살충력을 발휘하는 곤충 성장조절제 화학 농약이다(Wing et al., 1988). 이 농약에 대해 파밤나방의 저항성 발달을 보고하였다(Jia et al., 2008). 본 연구에서는 테부페노자이드 추천농도 처리에서 파밤나방이 불과 71.5%의 방제효과를 나타냈다. 이는 본 연구에 사용된 파밤나방이 테부페노자이드에 대해서 감수성 저하를 보였다고 해석된다. 이러한 약제 저항성 파밤나방에 대해서도 재조합 벡큘로바이러스의 높은 살충력은 이 생물농약이 화학농약을 대체할 수 있는 방제제로 개발될 수 있다는 것을 의미하고 있다. 그러나 재조합 벡큘로바이러스의 비교적 느린 약효는 처리 후 CpBV-ELP1의 발현 소요시간과 이 단백질 산물의 살충 작용 기간을 의미하고 있다. 

      본 연구는 CpBV-ELP1을 재조합 벡큘로바이러스의 곤충 기주를 이용한 대량 생산이 살충력에 보전에 큰 변수가 되지 않았다는 것을 밝혔다. 또한 화학농약에 감수성이 저하된 파밤나방의 경우에도 이 재조합 벡큘로바이러스의 높은 살충력을 유지한다는 것을 의미하고 있다. 이상의 결과는 재조합 벡큘로바이러스가 다양한 화학농약에 저항성을 발휘하여 방제 효율을 떨어뜨리는 파밤나방에 대해서 CpBV-ELP1으로 재조합된 벡큘로바이러스가 대체 방제제로 응용이 가능하다는 것을 제시하고 있다. 
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