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            Abstract
          
        

        
          본 연구는 난방제 해충인 파밤나방을 방제하기 위하여 살충효과가 잘 알려진 유기농자재 5종(님, 고삼, 제충국제, 데리스, 담배잎 추출물)과 이 식물추출물 +Bacillus thuringiensis 혼합 처리에 의한 살충효과를 조사하기 위해 수행되었다. 0.025% Matrine 또는 0.016% Matrine + BT (5 × 104, 105 cfu) 혼합처리구의 살충율은 98.7, 93.3, 97.3%로 방제효과가 가장 높게 나타났으며, 가장 낮은 처리농도인 0.01% Matrine + BT (5 × 104 cfu) 혼합처리에서도 69.3%의 살충효과를 보였다. 또한 0.1% Neem + BT (5 × 106 cfu) 혼합처리에 의한 파밤나방 유충의 살충율은 50.0%이었으며 혼합처리에 의한 유충의 체중감소 효과도 우수하였다. 따라서 파밤나방의 밀도를 줄여주며 BT와 유기농자재에 대한 저항성 발달의 가능성을 낮추어 지속적인 방제를 위해 0.016% Matrine + BT (5 × 104 cfu) 로 혼합처리 할 경우 파밤나방을 효과적으로 방제할 수 있을 것으로 사료된다. 

        

        
          
            초록
          
        

        
          This study is conduced to investigate control efficacy of mixture of plant extracts which has been reported to control pest and Bacillus thuringiensis or alone. Control efficacy of 0.025% matrine or mixture of 0.016% matrine and BT (5 × 104 cfu) against 3rd instar larvae of beet armyworm were best as 98.7% and 93.3%. Treatment of mixture of 0.01% matrine and BT (5 × 104 cfu) showed the mortality of 69.3%. In the case of neem, when the mixture of 0.1% neem and BT was applied to larvae of S. exigua, their mortality was 50.0% and weight of larvae were significantly different compare with control and only neem treatment. Therefore For effective control reducing population of beet armyworm and possibility to develop resistance against BT and eco-friendly agents, mixture of 0.016% Matrine and BT (5 × 104 cfu) could be used. 
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      서 론
      파를 가해하는 대표적인 난방제 해충인 파밤나방(Spodoptera exigua)은 채소, 화훼, 과수 뿐 아니라 전작물, 특작물 등 거의 모든 농업작물을 가해하여 많은 경제적 손실을 유발하는 광식성 해충이다(Goh et al., 1991). 고온성 해충인 파밤나방은 열대 및 아열대, 온대지역에 주로 분포하며 우리나라에서는 1년에 4-5회 발생한다. 남부지방의 경우 6월 초에서 11월말까지 발생하는데 9월 중순이 발생 최성기로 시설재배지가 늘어난 2000년 이후에는 시기와 지역을 불문하고 연중 발생하여 피해를 주고 있다(Kang et al., 2008). 

      파밤나방 방제를 위해 주로 유기인계, 카바메이트계, 피레스로이드계 등의 화학 살충제가 사용되고 있지만 파밤나방유충 3령기 이후에는 유기합성 살충제에 대한 약제 저항성 획득으로 방제에 어려움이 있다(Meinke and Ware, 1978). 파밤나방을 친환경적으로 방제하기 위하여 곤충병원성 세균, 바이러스, 선충, 합성 성페로몬 등을 이용한 방제법이 시도되고 있다(Kim et al., 1995; Choi et al., 1996a; Bae et al., 2007). 그 중 곤충병원 세균인 Bacillus thuringiensis (BT)가 가장 많이 이용되고 있는데 국내에는 8종의 BT를 이용한 미생물제가 등록, 이용되고 있다. 그러나 BT제의 우수한 살충효과에도 불구하고 BT의 반복적인 살포로 인한 저항성 획득으로 살충효율이 떨어져 방제에 어려움을 겪고 있는 실정이다(McGaughey, 1985). BT에 대한 저항성 발현을 지연시킬 수 있는 방법으로 다른 기작으로 작용하는 살충제를 교호처리하거나 윤작과 동시에 혼합 살충제를 사용함으로서 저항성을 지연시키는 방법이 있다(Singh et al., 2007). 또한 BT와 함께 사용할 수 있는 친환경살충제로 국내에 유기농작물 병, 해충관리용 자재로 등록된 천연식물추출물을 고려해 볼 수 있다. 

      님오일은 님나무(Azadirachta indica)의 추출물에서 나온 azadirachtin을 주성분으로 하는 살충제로 친환경 해충방제를 위한 효과적인 자재로 이용되고 있다. Azadirachtin은 해충의 섭식을 저해하고 성장을 억제, 조절하며 탈피를 방지하는 등의 작용을 한다(Koul and Wahab, 2004; Schmutter, 1990; Isman, 1999). 

      식물유래 살충제로 가장 성공적으로 이용되는 제충국추출물에는 pyrethrin I, II, cinerin I, II, jasmolin I, II의 6가지 유효 살충성분(terpenoid esters, pyrethrin)이 존재하는데 그중 가장 활성이 우수한 pyrethrin 1은 해충을 빠르게 기절(knock down) 시키거나 일시적으로 마비를 일으키는 작용을 한다(Kim et al., 2010). 이러한 pyrethrin의 효과는 다양한 보조제에 의해 효과가 증대되기도 한다(Matsumura 1985). 니코틴은 Nicotiana속의 몇 가지 구성 성분이 되며 살충제로서 이용되고 있다. 

      본 연구는 파밤나방을 방제하기 위한 친환경 방제 수단으로 BT를 사용함에 있어 저항성의 발현을 지연시키기 위한 BT혼합 살충제 제조를 위한 친환경자재를 선발하고 살충활성을 조사하기 위해 수행되었다.

    

    

  
    
      재료 및 방법
      본 실험에 사용된 파밤나방 유충은 국립농업과학원 농업미생물과 실험실에서 누대 사육한 개체를 사용하였다. 파밤나방 유충은 Petri dish (90 × 15 mm)에서 인공사료(bioserve, mixing direction #F9219B)를 공급하여 누대 사육하였다. 번데기는 다른 상자(지름 120 × 높이 80 mm)로 옮겨서 성충으로 우화하도록 하였고, 우화한 성충은 10% 설탕물을 먹이로 주고 산란을 유도하였다. 곤충의 사육 조건은 25 ± 2°C, 광조건 16L : 8D, 상대습도 70 ± 5%로 유지하였다. 

      기존에 해충방제 효과가 있는 것으로 알려진 유기농자재 중에서 님(azadirachtin 0.75%), 고삼(matrine 1%), 제충국제(pyrethrine 5%), 데리스(rotenone 0.05%), 담배잎추출물(nicotine 2.2%)을 시중에서 원재를 구입(그린포커스)하여 실험에 사용하였다. 각 유기농자재의 처리 농도는 님은 200~2000배(0.5~0.025%, v/v), 고삼은 200~10000배(0.5~0.01%, v/v), 제충국, 데리스, 담배잎추출물은 500~2000배(0.5~0.025%, v/v) 희석하여 준비하였다. BT는 충남대학교에서 분양받은 Bacillus thuringiensis CAB566균주를 이용하였고 NA배지에 접종하여 27°C에서 4-7일 동안 배양 후 집균하여 1 × 105~107 cfu의 농도로 준비하였다. 식물추출물과 BT배양액은 인공사료에 접종하기 직전에 1 : 1로 혼합하여 접종 하였다. 

      생물활성 검정을 위해 3령 파밤나방 유충 5마리씩을 Petri dish (90 × 15 mm)에 투입하고 1 g의 인공사료에 친환경자재 또는 BT 혼합액 100 μl (혼합제의 농도는 최종 농도로 표시)를 접종하고 실온에서 1시간 동안 건조한 후 먹이로 공급하였다. 1 g의 인공사료를 모두 섭취한 후에는 무처리 인공사료를 공급하였다. 대조구로 증류수를 접종한 인공사료를 공급하였다. 25 ± 2°C에서 6일간 유지하며 매일 사충수를 관찰하였으며 처리 6일 후에는 살아있는 유충의 무게를 측정하였다. 생물검정은 3회 수행되었으며 매 실험마다 3개의 Petri dish를 반복으로 실험하였다. 

      각 처리간의 차이를 비교하기 위하여 SAS Institute, version 9.2 (Statistical Analysis System)의 PROC GLM을 이용하여 분석하였다. 분석은 각 반복을 종합하여 분석하였으며, 처리간의 차이는 Duncan의 다중비교를 이용하여 분석하였다. 반수치사시간(median lethal time : LT50)은 probit법(SAS Institute, version 9.2)을 이용하여 산출되었다.

    

    

  
    
      결 과
      파밤나방 유충에 대한 유기농자재 Matrine, Neem, Pyrethrin, Nicotine, Derris 단독 또는 BT 혼합제의 처리 농도별 살충효과를 시험한 결과, Matrine 처리구의 경우 0.025% 이상의 단독 처리만으로 98.7 ± 1.3~100.0 ± 0.0%의 우수한 살충율을 나타냈으며 모든 농도의 BT혼합 처리구에서도 100% 살충율을 나타내었다(Table 1). Derris와 Pyrethrin, Nicotine 처리구는 단독, BT혼합제 모두 10.0~3.3%의 낮은 살충율을 나타냈다. Neem 처리구의 경우 0.1~0.025%의 농도로 단독처리하였을 때의 살충율은 6.7~0.0%로 낮았으나 BT (5 × 104~106 cfu) 혼합 처리구의 경우 살충율이 36.7 ± 9.5, 46.7 ± 8.4, 50.0 ± 6.8%로 살충효과가 증대되는 것을 확인할 수 있었다. 또한 Neem처리에 의한 섭식저해 효과도 확인할 수 있었는데 처리농도가 증가함에 따라 섭식저해 효과도 우수하였다(Fig. 1). 

      
        Table 1. 
				
        

        
          Mortality of 3rd instar larvae of Spodoptera exigua 6 days after treatment of different concentrations of organic material and Bacillus thuringiensis
        
        

      

      
        
          
            	
            	
            	Mortality (%)
          

          
            	Concentration of BT
            	Treatment (w/v, %) of organic material
          

          
            	0.025
            	0.05
            	0.1
          

        
        
          	Matrine
          	0
          	98.7 ± 1.3 a
          	100.0 ± 0.0 a
          	100.0 ± 0.0 a
        

        
          	5.E+04
          	100.0 ± 0.0 a
          	100.0 ± 0.0 a
          	100.0 ± 0.0 a
        

        
          	5.E+05
          	100.0 ± 0.0 a
          	100.0 ± 0.0 a
          	100.0 ± 0.0 a
        

        
          	5.E+06
          	100.0 ± 0.0 a
          	100.0 ± 0.0 a
          	100.0 ± 0.0 a
        

        
          	Derris
          	0
          	6.7 ± 4.2 de
          	3.3 ± 3.3 e
          	6.7 ± 6.7 de
        

        
          	5.E+04
          	3.3 ± 3.3 e
          	0.0 ± 0.0 e
          	3.3 ± 3.3 e
        

        
          	5.E+05
          	0.0 ± 0.0 e
          	6.7 ± 6.7 de
          	0.0 ± 0.0 e
        

        
          	5.E+06
          	3.3 ± 3.3 e
          	3.3 ± 3.3 e
          	0.0 ± 0.0 e
        

        
          	Neem
          	0
          	0.0 ± 0.0 e
          	3.3 ± 3.3 e
          	6.7 ± 4.2 de
        

        
          	5.E+04
          	13.3 ± 8.4 de
          	13.3 ± 8.4 de
          	36.7 ± 9.5 c
        

        
          	5.E+05
          	13.3 ± 9.9 de
          	10.0 ± 4.5 de
          	46.7 ± 8.4 bc
        

        
          	5.E+06
          	13.3 ± 4.2 de
          	20.0 ± 10.3 d
          	50.0 ± 6.8 b
        

        
          	Pyrethrin
          	0
          	10.0 ± 4.5 de
          	0.0 ± 0.0 e
          	10.0 ± 4.5 de
        

        
          	5.E+04
          	0.0 ± 0.0 e
          	0.0 ± 0.0 e
          	3.3 ± 3.3 e
        

        
          	5.E+05
          	6.7 ± 4.2 de
          	3.3 ± 3.3 e
          	6.7 ± 6.7 de
        

        
          	5.E+06
          	0.0 ± 0.0 e
          	0.0 ± 0.0 e
          	0.0 ± 0.0 e
        

        
          	Nicotine
          	0
          	10.0 ± 6.8 de
          	0.0 ± 0.0 e
          	3.3 ± 3.3 e
        

        
          	5.E+04
          	6.7 ± 4.2 de
          	0.0 ± 0.0 e
          	0.0 ± 0.0 e
        

        
          	5.E+05
          	6.7 ± 4.2 de
          	0.0 ± 0.0 e
          	3.3 ± 3.3 e
        

        
          	5.E+06
          	13.3 ± 4.2 de
          	6.7 ± 4.2 de
          	6.7 ± 4.2 de
        

      

      
        
          Means within the same column followed by the same letter are not significantly different by Duncan’s multiple range test (P > 0.05). 
        

      

      

      
        
        

        Fig. 1. 
				
        

        
          Antifeedant effect of organic materials against larvae of Spodoptera exigua. Weight of alive larvae were measured at 6 days after treatment. Means above the column followed by the same letter are not significantly different using Duncan’s multiple range test (P > 0.05). 
        
        

        

      

      Neem+BT혼합제의 살충효과 증대를 위한 적절 농도를 설정하고자 다양한 농도의 Neem+BT혼합제에 대한 파밤나방의 방제효과를 조사하였다(Fig. 2). 0.1% 이상의 Neem농도 처리구의 경우 단독처리보다 BT혼합 처리구에서 높은 살충율을 나타냈으나 두 처리간의 통계적으로 유의한 차이는 0.1% 혼합 처리구에서만 나타났다(F=8.74, df=32, 221, P < 0.0001). Neem농도가 높아질수록 살충율이 더욱 높아질 것으로 예상하였으나 0.1~0.25% 농도에서는 통계적으로 유의한 살충율의 변화가 없었다. Neem+BT혼합제의 섭식저해 효과 또한 단독처리보다 혼합처리에서 우수하게 나타났으나(F=24.12, df=27, 743, P < 0.0001) Neem의 농도가 높아질수록 두 처리 모두 비슷한 저해효과를 나타냈다(Fig. 2). 

      
        
        

        Fig. 2. 
				
        

        
          Mortality of 3rd instar larvae of Spodoptera exigua and antifeedant effect 6 days after treatment of different concentrations of Neem and Bacillus thuringiensis. Control was treated with distilled water. Means above the column followed by the same letter are not significantly different using Duncan’s multiple range test (P > 0.05). 
        
        

        

      

      파밤나방의 효과적인 방제를 위한 Matrine 또는 BT혼합제의 적정 농도를 조사하였다(Table 2). 0.025% Matrine을 단독처리 하였을 때 파밤나방 유충의 살충율은 100%이며 반수치사시간은 2.42일이었다. 0.016% Matrine+BT혼합처리의 살충율은 86.7 ± 5.0~97.3 ± 1.8%, 반수치사시간 3.63~2.43일으로 0.02% Matrine 단독 처리구(살충율 89.3 ± 5.8%, 반수치사시간 3.12일)보다 살충효과가 우수한 것을 알 수 있었다. 

      
        Table 2. 
				
        

        
          Mortality and median lethal time (LT50) of larvae of Spodoptera exigua 6 days after treatments of different concentrations of Matrine and Bacillus thuringiensis
        
        

      

      
        
          
            	Treatment (w/v)
            	Mortality (%)
            	LT50 (days)
          

        
        
          	Matrine only
          	Control
          	0.0 ± 0.0 g
          	
        

        
          	0.020%
          	89.3 ± 5.8 ab
          	3.12
        

        
          	0.025%
          	98.7 ± 1.3 a
          	2.42
        

        
          	0.03%
          	100.0 ± 0.0 a
          	2.52
        

        
          	0.05%
          	100.0 ± 0.0 a
          	1.75
        

        
          	0.1%
          	100.0 ± 0.0 a
          	1.33
        

        
          	0.2%
          	100.0 ± 0.0 a
          	1.33
        

        
          	A mixture of Matrine and BT
          	0.01%+BT 5.E+04
          	69.3 ± 7.8 de
          	5.27
        

        
          	0.01%+BT 5.E+05
          	69.3 ± 8.4 de
          	5.52
        

        
          	0.01%+BT 5.E+06
          	69.3 ± 8.5 e
          	5.7
        

        
          	0.0125%+BT 5.E+04
          	80.0 ± 5.2 abcd
          	3.46
        

        
          	0.0125%+BT 5.E+05
          	88.0 ± 3.8 abc
          	3.63
        

        
          	0.0125%+BT 5.E+06
          	72.0 ± 6.7 bcde
          	4.43
        

        
          	0.016%+BT 5.E+04
          	93.3 ± 3.7 a
          	2.87
        

        
          	0.016%+BT 5.E+05
          	97.3 ± 1.8 a
          	2.43
        

        
          	0.016%+BT 5.E+06
          	86.7 ± 5.0 abc
          	3.63
        

        
          	0.025%+BT 5.E+04
          	100.0 ± 0.0 a
          	2.32
        

        
          	0.025%+BT 5.E+05
          	100.0 ± 0.0 a
          	2.34
        

        
          	0.025%+BT 5.E+06
          	100.0 ± 0.0 a
          	2.35
        

      

      
        
          Means within the same column followed by the same letter are not significantly different by Duncan’s multiple range test (P > 0.05). 
        

      

      

    

    

  
    
      고 찰
      파밤나방은 우리나라에서만 기주식물이 52종에 달하고 세계적으로 40과 200여종의 기주식물을 가해하는 것으로 보고되어 있으며 기온상승과 더불어 온실, 비닐하우스 등 시설재배지가 확대됨에 따라 발생세대수가 증가되고 있다(Kim D.Y. et al., 2009). 파밤나방은 포장에서 유충, 번데기 성충이 동시에 혼재하고 있으며 유기합성 살충제 뿐 아니라 미생물농약인 BT약제에 대한 저항성 출현으로 방제가 더욱 어려워지고 있다. 

      B. thuringiensis는 주로 나비목해충을 방제하는데 사용되어왔다. 해충의 섭식으로 기주의 중장으로 침입한 BT의 독소단백질은 중장 내 알칼리 조건에서 용해되고 분해 효소에 의해 활성화된다. 활성화된 독소단백질은 중장의 세포막에 존재하는 수용체와 결합하여 중장세포를 손상시켜 패혈증을 일으켜 해충을 죽게 만드는데 중장 내 수용체와 살충 독소단백질간의 상호작용에 변화가 생겨 BT에 대한 저항성이 발생하는 것이다(Palma et al., 2014). 이러한 BT의 저항성 출현은 화학 살충제와 마찬가지로 유효성분이나 약제의 계통 또는 작용 기작이 서로 다른 약제를 교호, 혼합 처리함으로써 예방, 지연시킬 수 있는 것으로 알려져 있다(Singh et al., 2007). 

      고삼의 주요성분인 Matrine은 quinolizidine 유래 heterocyclic 화합물(C15H24N2O)로 다른 식물추출물이나 화학 살충제와 혼용하여 야채, 과실, 화훼의 흰개미, 진딧물, 멸구, 유충, 곰팡이와 세균병, 선충을 방제하는데 이용되고 있다(Zanardi, 2015). Matrine은 흰개미와 점박이응애의 섭식저해 효과를 증대시킨다고 보고되고 있으며(Mao and Henderson, 2007; Bakr et al., 2012), Hwang의 연구에서 Neem과 혼용하였을 때 벼멸구에 대해서는 약제처리 5일 후 95% 이상, 목화진딧물은 처리 3일째 95% 이상, 오이총채벌레에 대해서는 68.1%의 살충효과를 나타냈으며 배추좀나방에 대해서도 95%의 높은 살충율을 나타냈다(Hwang et al., 2009). 또한 Matrine 살충제에 의한 도둑나방 유충의 발달저해 효과가 보고되기도 하였다(Zanardi, 2015). 본 연구에서도 Matrine은 0.025% 이상의 농도로 단독처리하거나 0.016% matrine+BT혼합처리 할 경우 97.3 ± 1.8% 이상의 우수한 살충율을 나타냈다. 

      멀구슬나무의 주요 성분으로 limonoid 계열에 속하는 triterpenoid화합물인 azadirachtin은 님오일의 주요 살충성분으로 해충과 선충에 대해 식욕감퇴, 성장억제, 탈피저해, 형태형성 저해, 산란관파괴, 알의 부화억제, 호르몬의 균형 파괴 등의 작용으로 해충의 번식을 억제시키는데 이러한 살충효과는 400여종 이상의 곤충에 영향을 준다고 알려져 있다(Ascher, 1993; Koul and Wahab, 2004). Greenberg (2005)의 연구에서 Neem살충제를 목화 잎에 처리하였을 때 파밤나방의 산란율은 무처리와 2.5-9.3배 차이가 났으며, 1, 3, 5령 유충의 섭식량도 무처리 대비 현저하게 줄어들었다. 또한 파밤나방 알에 대한 살충율도 72-78%로 높게 나타났다. Neem은 파밤나방 뿐 아니라 배추좀나방에 대해서도 섭식저해 효과를 나타내는데 Neem살충제가 처리된 양배추가 배추좀나방에게 공급되면 섭식을 빠르게 멈추고 처리엽으로부터 떨어져나가 피해를 최소화 할 수 있는 것으로 나타났다(Liang et al., 2003). Azadirachtin은 곤충의 중장상피세포의 돌기를 손상시키고 세포를 부풀어 오르게 하여 입방형모양으로 만드는데 이러한 세포의 부종과 공포형성으로 미세 융모의 밀도가 낮아지게 된다. 또한 중장의 세포재생에 관여하는 Nidi를 천천히 괴사시켜 세포재생을 감소시키며 독소에 대한 감수성을 결정하는 위식막에 영향을 줘 다른 독소에 대한 감수성을 증가시키게 된다. 또한 trypsin과 elastin과 같은 장내 효소활성에도 영향을 미친다. 이러한 Azadirachtin의 작용이 BT 독소단백질의 해충 장내 수용체로의 접근, 결합에 관여하여 살충활성을 증가시키게 한다(Singh et al., 2007). 

      More and Trumble의 연구(1987)에서는 BT (Dipel)와 Neem을 혼용하여 파밤나방에 처리하였을 때 두 제재가 길항작용을 한다고 보고되어 있으나 다른 연구결과에서는 Dipel+Neem혼합제가 담배거세미나방과 콜로라도감자잎벌레의 살충활성을 증가시켰다(Devaki and Krishnayya, 2004; Trisyono and Whalon, 1999). 본 연구의 결과에서도 0.1% Neem+BT 혼합 처리구에서 Neem 단독처리보다 높은 살충율을 나타내었으며 식이저해 효과 또한 뚜렷한 차이를 나타냈다. 

      그러므로 파밤나방의 방제에 있어서 BT와 유기농자재의 혼합사용은 파밤나방의 밀도를 줄여주며 BT와 유기농자재에 대한 저항성 발달의 가능성을 낮추어 지속적으로 방제할 수 있는 도구가 될 것으로 사료된다.
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