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            Abstract
          
        

        
          Nosema disease in honeybees is caused by the microsporidian parasites 
          Nosema apis and 
          Nosema ceranae. Between the two, 
          N. ceranae has been reported as an important threat to honey bee health. Our objective was to evaluate the effectiveness of ulgeum (
          Curcuma longa L.) extract for the control of 
          N. ceranae in honeybees. In our study, ulgeum was extracted with methanol. A worker bee infected with 
          N. ceranae spore was dosed and fed with ulgeum extracts at different concentrations (0%, 0.1%, 0.25%, 0.5%, and 1%). The number of spores in 20 days significantly decreased when 0.5% ulgeum extract was administered. Moreover, the ulgeum extract was not toxic to bees at less than 1%. The data suggest that turmeric could be useful in alternative strategies for the control of 
          N. ceranae.
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      서 론
      꿀벌 노제마병은 꿀벌에서 발생하는 미포자충류(microsporidia)에 의한 질병으로(
        Sina 
          et al., 2005
        ), 꿀벌 먹이에 미포자충류인 노제마 포자가 섞여 들어가 이를 섭식함으로써 발생한다(
        Chen 
          et al., 2008
        ; 
        Webster 
          et al., 2004
        ). 노제마병에 걸린 일벌의, 중장을 분리하여 현미경으로 관찰하면(×400) 쌀알모양의 노제마 포자를 확인할 수 있는데, 이에 대한 증상으로는 소화장애를 겪게 되는 일벌이 묽은 변을 보거나 잘 날지 못하고 소문 앞을 기어 다니기도 한다. 일벌이 노제마병에 감염되면 꿀 생산, 화분매개가 감소하고, 수명이 단축되며, 여왕벌이 산란하지 않아 봉군이 감소한다. 꿀벌 노제마병은 지금까지 꿀벌의 성충에만 기생하는 성충 질병으로 알려져 왔다. 그러나 최근 연구 결과에 의하면 꿀벌 유충기에도 노제마 포자에 의한 감염이 일어나며, 이는 성충기에 발생하는 감염보다 일벌의 수명을 더욱 단축시키는 것으로 보고되고 있다(
        Eiri 
          et al., 2015
        ). 흥미로운 것은 일벌이 꿀벌 노제마병에 감염되면, 꿀벌 연령에 맞게 분업화 되어 있는 역할이 연령에 맞지 않게 가속화되어 어린 꿀벌이 채집과 같은 행동을 하게 되는데, 이러한 행동은 꿀벌의 행동 면역 및 수명과 관련되어 있는 것으로 보고되었다(
        Lecocq 
          et al., 2016
        ). 지금까지 분리·동정된 꿀벌의 미포자충류는 
        Nosema apis와 
        N. ceranae (
        Fries, 1988; 
        Toan 
          et al., 2014
        )인데, 그 중 
        N. ceranae는 
        N. apis에 비해 감염력 및 치사율이 높아 꿀벌에 더 큰 피해를 일으키는 것으로 알려져 있다(
        Paxton 
          et al., 2007
        ; 
        Chen 
          et al., 2008
        ).
      

      N. ceranae는 서양종 및 동양종 꿀벌에서 발견된 이래 현재 전 세계적으로 꿀벌에 위협을 가하는 주요한 질병 중 하나로 인식되고 있다(
        Medici 
          et al., 2012
        ; 
        Martín-Hernández 
          et al., 2012
        ). 꿀벌 노제마병 발생현황을 살펴보면, 
        Mussen 등(1975)은 미대륙의 43개 양봉장 중 66%가 노제마병에 감염되어 있다고 보고하였으며, 
        Li 등(2012)은 중국 19개 지방 중 남부지방에서 50.3%, 북부지방에서 40%의 꿀벌이 노제마에 감염되었다고 밝혔다. 꿀벌 노제마병 국내 발생현황에 대한 연구 또한 여러 연구자에 의해 이루어지고 있다. 그 중 
        이 등(2003)은 2002년 전국 18개 양봉농가 중 56%의 농가에서 꿀벌 노제마 포자가 검출 된 것으로 조사되었으며, 2007년 
        최 등(2008)은 전국 27개 양봉농가 중 44%가 꿀벌 노제마병에 감염되었다고 보고하였다. 그러나 
        홍 등(2013)은 2013년 아까시나무 개화기 전국 16개 양봉 농가 중 15개의 농가가에서 노제마 포자가 검출되어 94%의 노제마 감염률을 보이는 것으로 확인되어, 꿀벌 노제마병이 전국적으로 만연될 수 있는 가능성을 시사하기도 하였다.
      

      현재 우리나라를 비롯해 전 세계적으로 꿀벌 노제마병의 방제에 사용되는 약제는 푸마질린(fumagillin)을 함유한 제품이 유일하다(
        Williams 
          et al., 2008
        ). 그러나 최근 푸마질린(fumagillin)은 벌꿀 내 잔류되어 인체에 독성을 일으킬 수 있는 가능성으로 인해 유럽 등의 나라에서는 이의 사용을 전면금지하고 있어, 이를 대체할 수 있는 천연물 약제 개발이 매우 시급한 상황이다. 이와 관련된 연구로는 꿀벌 원충에 작용하여 방제 효과를 가져 올수 있는 항진균제(
        Liu and Myrick, 1988) 및 길항미생물제(
        Porrini 
          et al., 2010
        )가 있으며, 티몰(
        Maistrello 
          et al., 2008
        )을 비롯해 다양한 식물 추출물(
        Pohorecka, 2004)을 이용한 방제 등에 관한 연구가 이루어지고 있으나, 현재까지는 가시적인 효과를 거두지 못하고 있는 실정이다. 이에 본 연구에서는 항균 및 항암 등의 효과가 있는 것으로 알려져 있는 울금추출물을 꿀벌 노제마 원충 방제에 이용하여 그 효과를 검증하고자 하였다. 울금(Ulgeum, 
        Curcuma longa L.)은 생강과(Zingiberaceae)에 속하는 다년생 초본 식물로 열대아시아 및 인도, 중국 남부를 원산지로 하고 있으며, 항균 및 항암 기능이 우수한 것으로 잘 알려져 있다(
        Apisariyakul 
          et al., 1995
        ; 
        Khattak 
          et al., 2005
        ; 
        Ryn 
          et al., 2005
        ; 
        김 등, 2013; 
        Oh 
          et al., 2010
        ). 울금의 주요 성분은 탄수화물(69.4%)을 비롯해, turmerone 등의 정유성분, curcuminoids와 단백질 등으로 구성되어 있으며(
        Andrew and Matthew, 2000; 
        Choi, 2009), curcumin을 비롯한 다양한 curcuminoids를 다량 함유하고 있는 것으로 알려져 있다(
        Geoffrey 
          et al., 1998
        ; 
        Yoon and Choi, 2011). 그러나 지금까지 울금은 꿀벌 노제마병을 비롯한 노제마 원충 방제에 활용된 사례는 없었다. 본 연구에서는 꿀벌 노제마병에 대한 울금 추출물의 방제효과를 밝히고 이를 통한 꿀벌 노제마병 방제제 개발에 대한 기초 자료로 활용하고자 하였다.
      

    

    

  
    
      재료 및 방법
      
        추출물 제조
        울금은(Ulgeum, 
          Curcuma longa L.)은 한약재시장(
          www.hanyakjae.net)에서 건조 상태의 것을 구입하여 분쇄기(대성파워 믹서/분쇄기 DA-280G, Seoul, Korea)로 분쇄한 다음 사용 하였다. 건조 시료 500g에 10배(w/v)의 methanol(Mallinckrodt Baker Inc., Philipsburg, MT, USA)을 첨가하여 24시간 동안 정치하는 방법으로 3회 반복 추출하였다. 추출액은 여과지(Whatman No. 3, Whatman Internatinal Ltd., Maidstone, England)로 여과한 다음 rotary evaporator(UT-1000, EYELA, Tokyo, Japan)을 이용해 55°C에서 농축한 후 동결 건조하였으며, 이로부터 58.8g의 추출물을 얻어 실험에 사용하였다.
        

      

      
        노제마 포자 분리 및 동정
        노제마 포자는 일벌의 중장을 해부하여 분리하였다. 먼저 핀셋으로 채집한 일벌의 중장을 분리한 뒤 막자사발을 이용해 PBS 5ml과 함께 마쇄하였다. 마쇄된 현탁액은 여과지(Whatman No. 1, Whatman Internatinal Ltd., Maidstone, England)로 여과하여 일벌의 조직 및 오염물질을 제거하였다. 회수한 여과액은 12,000g에서 10분간 원심분리하여 노제마 포자를 침전시킨 후 상등액을 제거하고, 침전물은 PBS 200μl에 재 현탁하였다(
          Vidau 
            et al., 2011
          ). 현미경 관찰을 위하여 포자 현탁액 10μl를 혈구계수기(Superior, Marienfeld, Germany)에 넣고 2~3분 기다린 후 광학현미경(DM2500, Leica)을 이용해(×400) 쌀알모양의 노제마 포자(2.3∼3μm×4.4∼5.0μm)를 Cantwell의 분석법을 이용해 포자수를 계산하였다. 노제마 균주 동정은 꿀벌에서 분리한 중장의 genomic DNA를 추출하여 PCR을 통해 확인하였다. 
          N. ceranae 진단용 primer (F: CGGATAAAAGAGTCCGTTACC, R: TGAGCAGGGTTCTAGGGAT) 및 
          N. Apis 진단용 primer (F: CCATTGCCGGATAAGAGAGT, R: CCACCAAAAA CTCCCAAGAG) (
          Chen 
            et al., 2008
          )를 이용하 PCR하였다.
        

      

      
        일벌 선발
        꿀벌 노제마 포자 감염 실험은 
          Vidau 등(2011)의 방법을 변형하여 꿀벌 노제마 포자를 일벌에 먹이는 방법을 통해 수행되었다. 먼저 농촌진흥청 국립농업과학원 실험 양봉장에서 연중 계대 사육 중인 서양종꿀벌(
          A. mellifera) 중 다른 질병에 의한 감염증상을 보이지 않는 봉군을 선택하여, 일벌 10 마리씩을 붕군별로 채집하였다. 채집한 일벌은 중장을 분리하여 노제마 포자 감염여부를 조사하였으며, 이를 통해 노제마 포자가 검출되지 않은 봉군을 선별하였다. 이와 동시에 노제마 포자가 많이 검출되는 시료는 별도로 PCR 진단을 통해 
          N. ceranae인지 여부를 동정하고, 남은 시료는 냉장보관 하였다. 감염실험에 사용할 갓 태어난 어린 일벌(emerged bee)은 노제마 포자에 감염되지 않은 것으로 확인된 봉군으로부터 확보하였으며, 유봉 50마리씩을 실험용 케이지에 담고 3시간동안 먹이를 공급하지 않았다. 그 이후 냉장 보관되어 있는 노제마 포자 시료를 계수하여 일벌 개체 당 1×10
          4/2μl가 되도록 계산 한 후 50% 설탕물로 희석하여 케이지 내의 일벌에 먹여 꿀벌 노제마 감염을 유도 하였다. 본 연구에서는 최종적으로 6마리의 일벌에서 분리한 노제마 포자를 섞어 실험에 사용하였다.
        

      

      
        추출물 처리
        울금에 의한 꿀벌 노제마 포자 저감효과를 확인하기 위해, 
          N. ceranae 포자를 감염시킨 일벌에 0%, 0.1%, 0.25%, 0.5%, 1%의 울금 추출물을 50% 당액(sugar syrup)에 섞어 20일간 투여하였다. 노제마 포자 발생량은 처리 후 5일, 10일, 15일에 처리구별로 일벌 5마리씩을 무작위로 채취하여 노제마 포자수를 조사하였으며, 이를 평균으로 나타내었다. 농도별 울금 추출물에 의한 일벌의 생존률은 일자별로 죽는 개체수를 조사하여 백분율로 나타내었으며, 각각의 실험은 3번 반복 수행하였다.
        

      

      
        통계처리
        모든 실험 결과는 3회 반복 수행된 평균값이며, 각 실험결과에 대한 통계분석은 이원배치분산분석(twoway ANOVA)법을 이용하여 유의성을 검정하였고, 각 실험 군간의 유의적 차이는 Tukey’s HSD test로 사후분석 하였다(p<0.05). 수행된 모든 통계분석은 SPSS program(Ver. 18.0, Chicago, IL, USA)을 이용하였다.

      

    

    

  
    
      결과 및 고찰
      
        N. ceranae 포자 
          in vivo 감염에 의한 꿀벌 노제마 발생량 조사
        
        N. ceranae 포자 
          in vivo 감염에 의한 꿀벌 노제마 발생량을 조사하기 위해, 본 연구에서는 
          N. ceranae 포자를 감염시킨 시험구와(
          N. ceranae-infected)와 감염시키지 않은 시험구(Uninfected)로 나누어 시험에 사용하였다(Table 1). 결과에 따르면,
          N. ceranae 포자를 감염시킨 시험구의 노제마 포자수는 시험이 시작 된지 10일, 15일, 20일이 경과함에 따라 각각 167×10
          4, 883×10
          4, 2,817×10
          4로 그 수가 급격히 증가하는 것을 관할할 수 있었다, 반면, 
          N. ceranae 포자를 감염시키지 않은 시험구의 경우 시험이 시작 된지 10일, 15일, 20일이 경과함에 따라 각각 23×10
          4, 278×10
          4, 372×10
          4의 포자가 검출되어, 
          N. ceranae 포자를 감염시킨 시험구에 비해 약 13.2%(20 day)의 비교적 낮은 발생률을 보였다. 이 결과는 앞선 연구결과(
          김 등, 2015)와 비교 했을 때, 다소 다른 양상을 보이는 것을 확인할 수 있었다. 앞선 연구에서는 
          N. ceranae 포자를 감염시킨 시험구의 감염률은 감염 16일 이후 40~56%를 나타내었으나, 
          N. ceranae 포자를 감염시키지 않은 시험구에서는 전혀 노제마 포자가 관찰 되지 않았다. 그 이유는 실험 설계 단계에서 차이가 났다. 먼저 앞선 연구에서는 실험용 일벌 선별 시 인큐베이터 내에 봉판(brood)을 넣고 우화시킨 뒤 태어나는 일벌을 사용하였으나, 본 연구에서는 조금 더 성숙한 어린벌을 실험에 사용함으로써 기타 외부 요인에 의해 죽는 개체수를 줄이고자하였다. 때문에 벌통 내에서 이미 노제마 포자에 일부 노출된 개체를 실험에 사용하였으나, 노제마 발생률은 노제마 포자를 먹인 시험구 대비 약 13.2%로 현저히 낮은 것으로 확인되어 본 연구의 실험 설계는 잘 이루어 졌다고 판단된다.
        

        
          Table 1. 
				
          

          
            The effect of 
              N. ceranae treatment upon the mean number of midgut spores between 
              N. ceranae infected and uninfected
            
          
          

        

        
          
            
              	Treatment
              	Average number of Nosema spores per bee
            

            
              	10 days
              	15 days
              	20 days
            

            
              	Mean
              	SD
              	Mean
              	SD
              	Mean
              	SD
            

          
          
            	Uninfected
            	225,000
            	225,000
            	2,783,333
            	894,097
            	3,720,000
            	907,138
          

          
            	N. ceranae-infected
                
            	1,669,444
            	1128,363
            	8,833,333
            	3573,898
            	28,166,667
            	6661,102
          

        

        

      

      
        농도별 울금 추출물에 의한 노제마 병 방제 효과 검정
        농도별 울금 추출물을 일벌에 투여한 경우 일벌 개체 당 가장 높은 노제마 감염을 일으킨 처리구는 울금을 전혀 투여하지 않은 시험구(0%)로 10일, 15일, 20일 일벌 시료를 채취하여 조사한 결과 각각 167×10
          4, 883×10
          4, 2,817×10
          4의 노제마 포자가 검출되었으며, 통계적 유의성은 있는 것으로 확인되었다(two-way ANOVA test F
          (8)=3.793, p=0.004). 울금 추출물을 함유한 처리구 중 가장 높은 노제마 포자 감염을 일으킨 처리구는 0.25% 울금 추출물을 투여한 처리구이다. 처리구의 10일, 15일, 20일 일벌 시료를 채취하여 조사한 결과 각각 52×10
          4, 296×10
          4, 855×10
          4의 노제마 포자가 검출되어 울금을 처리하지 않은 시험구 대비 30% 노제마 감염율을 보이는 것으로 확인할 수 있었다(20 day). 반면 농도별 울금 추출물을 투여한 처리구 중 일벌 개체 당 가장 낮은 노제마 감염을 일으킨 것은 0.5% 울금 추출물을 투여한 처리구이며, 일자별로 각각 7.8×10
          4, 263×10
          4, 210×10
          4의 노제마 포자가 검출되어 울금을 처리하지 않은 시험구 대비 7.5%의 감염율을 보이는 것으로 확인되었다(20 day). 이 결과에 의하면, 가장 높은 농도인 1% 울금 추출물을 처리 하였을 때에 비해 오히려 낮은 0.5% 울금 추출물을 처리하였을 때 꿀벌 노제마 발생이 더욱 억제되는 것으로 확인되었지만, 이는 거의 유사한 수준의 효과를 보이고 있을 뿐만 아니라 통계적인 유의성 또한 확인되지 않았다.
        

        현재까지 천연 화합물을 이용한 꿀벌 노제마병 방제 연구는 다양하게 이루어지고 있다. 
          Maistrello 등(2008)은 티몰(Thymol)을 이용해 꿀벌 노제마 방제효과를 확인하였다. 결과에 의하면, 티몰 처리 후 19일과 25일에 각각 29.8×10
          6, 20.2×10
          6의 노제마 포자가 관찰되어, 대조군 대비 각각 44%, 8.8%의 포자수가 검출되는 것으로 확인 되었다. 본 연구결과에서는 0.5% 울금 추출물을 처리한 경우 20일에 대조군 대비 7.5% 감염률을 보였으나 노제마 포자 증가 추이로 보았을 때 20일 이후에는 감염률이 더 낮아질 것으로 판단되어 티몰에 비해 꿀벌노제마 방제 효율이 우수할 것으로 여겨진다. 앞선 연구결과에서는(
          김 등, 2015) 동충하초 자실체 추출물 및 폐배지 추출물에 의한 꿀벌 노제마 방제 효과를 확인하였다. 결과에 의하면, 10% 동충하초 자실체 및 동충하초 폐배지 추출물 처리 후 20일째, 꿀벌 노제마 감염률은 대조군 대비 각각 7.1%와 2.2%로 상당히 높은 방제 효율을 보였으나, 1% 동충하초 자실체 및 폐배지 추출물을 처리한 경우 15일째 20% 이상의 꿀벌 노제마 감염률을 보이는 것으로 확인 되었다. 그러나 본 연구결과에서는 이보다 낮은 0.5% 울금 추출물을 처리 했을 때 7.5%의 노제마 감염율을 보이는 것으로 확인 되어, 동충하초 자실체 및 배지 추출물에 비해 낮은 농도에서도 효과적으로 꿀벌 노제마 발생을 억제하는 것으로 판단된다.
        

        
          
          

          Fig. 1. 
				
          

          
            Effect of ulgeum (
              C. longa L.) extract on 
              N. ceranae spore production. Spore production was assessed by counting the spores number at 10, 15, and 20 days. Asterisks indicate the level of significance at p<0.05(*).
            
          
          

          

        

        
          
          

          Fig. 2. 
				
          

          
            Percentage of survival rate of honeybees treated with ulgeum extract. The mortality of caged bees after 9 days was 50%. No significant differences were detected among the groups.
          
          

          

        

      

      
        농도별 울금 추출물 급이에 따른 꿀벌 독성 평가
        농도별 울금 추출물 급이에 의한 꿀벌 독성을 확인하기 위해, 0.1%, 0.25%, 0.5%, 1% 울금 추출물을 급이 중인 시험구의 생존율을 조사하였다. 조사는 25일간 매일 진행되었으며, 살아있는 일벌 개체수를 백분율로 나타내었다. 결과에 따르면 추출물 급이 후 4일까지 모든 처리구의 살아있는 일벌 개체수는 완만한 감소세를 보이다가 9일째 50%, 13~14일째 10% 이내의 일벌 생존율을 나타내었다. 이때 대조군 및 농도별 시험군 간의 통계적인 유의차는 보이지 않았다. 이 결과에서는 울금 추출물의 농도는 일벌 생존률에 영향을 미치지 않는 것으로 판단된다. 
          Maistrello 등(2008)은 티몰(Thymol) 및 레즈베라트롤(Resveratrol) 등을 급이한 이후 일벌 생존률을 확인하였다. 이들의 결과에서는 모든 시험구의 50% 생존률은 11일로 본 연구결과와 크게 다르지 않아 울금 추출물에 의한 일벌 독성은 없는 것으로 확인할 수 있었지만, 추후 더욱 정밀한 독성평가가 이루어져야 할 것으로 판단된다.
        

      

    

    

  
    
      적 요
      미포자충류(microsporidia)의 감염은 꿀벌 먹이에 노제마 포자가 섞여 들어가면서 일어나 꿀벌 개체수가 급격히 증가하는 봄에 가장 많이 발병한다. 일벌이 노제마병에 감염되면 꿀 생산, 화분매개가 감소하고, 수명이 단축되며, 여왕벌이 산란하지 않아 봉군이 감소하고, 급격히 봉군내로 퍼지게 되어 그 피해가 매우 심각하다. 현재 국내에서 노제마 질병에 대해 사용하는 약제는 노제마 원충(
        Nosema sp.)의 방제에 직접적으로 약효를 나타내는 약품으로 푸마질린(fumagillin)을 함유한 제품이 유일하나, 안정성의 문제가 있어 이를 대체 할 천연물질의 개발이 시급하다. 본 연구에서는 울금 추출물을 노제마 원충 방제에 이용하기 위하여 농도별 울금 추출물에 대한 꿀벌 노제마병 방제효과를 검정 하였다. 그 결과 0.5% 울금 추출물을 20일간 투여한 처리구의 경우 울금을 전혀 투여하지 않은 시험구 대비 7.5% 꿀벌 노제마 감염률을 보여 방제 효과가 우수하며, 통계적으로도 유의차가 있는 것으로 확인되었다. 또한 농도별 울금 추출물을 급이 하고, 이에 대한 꿀벌의 치사율을 확인 한 결과 울금을 급이하지 않은 시험구에 비해 사망률에 차이를 보이지 않아 꿀벌 독성은 없는 것으로 평가되었다. 본 연구결과는 천연물을 이용한 꿀벌 노제마 병 방제제로서 울금의 이용 가능성에 대해 시사하고 있으며, 이를 통한 방제제 개발 기초 자료로 활용될 수 있을 것으로 기대하고 있다.
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