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            Abstract
          
        

        
          본 실험에서는 카보퓨란의 3가지 처리 방법에 따른 약효 발현 특성을 이용하여 약효와 저항성 발현 효과를 비교, 고찰함으로써 합리적인 해충의 약제 저항성 평가 시기에 대해 고찰하고자 한다. 저항성 벼멸구에 대한 카보퓨란의 LC50 변동을 기반으로 한 약효 평가 시기는 관주처리는 처리 후 4일, 침지처리는 4일, 국소처리는 3일이 적절한 것으로 보인다. 약효의 표준 편차를 기반으로 한 약효 최적 조사시기는 표준 편차의 10% 이내의 증감은 같은 결과로 보면 관주처리 시는 1-4일, 침지처리 시는 1-4일, 국소 처리 시는 1-6일로 되어 LC50의 변화에 따른 최적 약제 조사일을 포함하고 있다. 다만 약제의 처리방법 별 처리 후 조사일의 불일치에 의한 혼란을 피하기 위해 처리 방법에 관계없이 저항성 벼멸구에 대한 카보퓨란 약효 평가 조사일로는 처리 후 4일이 가장 합당한 것으로 보인다. 저항성비조사 최적 시간은 관주처리 시 3일, 침지처리 시 4일, 국소처리 시 3일을 추천하는 바이다. 정확한 약효와 저항성 평가를 위해서는 약제에 따라서, 혹은 처리 방법과 해충의 감수성, 저항성 계통에 따라서 약제의 조사 일이 달라져야한다.

        

        
          
            초록
          
        

        
          Three kinds of carbofuran application methods, drench application (root zone treatment), dipping application (leaves and stem treatment) and topical application (insect body treatment), were involved for evaluation of insecticidal effects of carbofuran against resistant brown planthopper (BPH). Optimal evaluation times for resistance of BPH based on LC50 value were 4 days after carbofuran treatment by drench and dipping application methods, and 3 days in topical application method. Based on the standard deviation of mortality, which is considered to be same group if its difference with the former one is within 10%, optimal evaluation date was 1-4 days after treatment for drench application and dipping application, and 1-6 days for topical application. For avoiding confusion of evaluation dates among application methods, 4 days after carbofuran treatment were recommended as optimal evaluation date against resistant BPH. Resistance ratio is another method for insecticide resistance evaluation. It is closely related to the application methods and the susceptibility of tested insects. Optimal determination dates for resistance ratio were 3 days after carbofuran treatment for drench application, 4 days for dipping application and 3 days for topical application.
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      서 론
      해충의 약제저항성 발달은 약제의 효력을 무력화시키는 가장 큰 요인이다. 해충의 약제 저항성 문제는 1950년대부터 많은 곤충학자와 환경 연구자들에 의해 제기되었는데 생물학자인 Rachael Carson (1962)이 “침묵의 봄”이라는 환경보호의 기념비적인 책에서 농약의 부작용인 인축에 대한 독성, 환경 파괴, 해충의 약제 저항성 등을 서술함으로써 인류의 환경에 대한 의식 변화를 일으키는 계기가 되어, 이 때부터 농약 등 생활 전반에서 이용되는 화학물질의 부작용으로 부터 인류의 환경을 보존코자 하는 미국의 범 국민적인 운동이 시작되었다(Josie, 2007; Paull, 2013). 이처럼 농약에 대한 해충의 저항성 문제는 인류의 안전하고 안정적 식량생산을 위협하고 더 나아가 환경을 더욱 열악하게 만드는 크나큰 요인으로 인식되었다(Richard, 1999).

      벼멸구(brown planthopper, BPH)는 동남아 쌀 생산 지역에서 쌀의 안정적 생산에 위협을 주는 최대 해충이며(Dyck and Thomas, 1979), 한국을 비롯하여 중국, 일본, 베트남, 필리핀 등 동아시아 전역에서 발생하여 피해를 주고(Varca and Feuer, 1976; Mochida et al., 1977; Kiritani, 1979), 그 피해는 체험 상 벼 생산량의 10% 이상으로 나타나고 있다(Liu and Sun, 2016). 우리나라의 벼멸구는 중국으로부터 6월 초순부터 날아와 정착, 증식하여 피해를 주며, 방제는 주로 화학 농약에 의해 이루어 지고 있다. 이로 인한 벼멸구의 농약에 대한 저항성 문제는 벼멸구 방제를 연구하는 곤충학자들의 주된 연구과제 중 하나가 되었다. 실제 많은 곤충 연구자들이 벼멸구의 약제 저항성 발달의 원인과 대책에 대해 연구하고 있다(Nagata et al., 2002; Liu et al., 2005; Nauen and Delholm, 2005; Matsumura et al., 2009; Mastumura and Sanada-Morimura, 2010). 중국으로부터 비래하는 벼멸구의 약제저항성 문제는 중국의 벼멸구 약제 저항성 발달과 밀접한데 염려스러운 것은 중국에서 벼멸구의 약제에 대한 저항성이 급격히 증가하고 있다는 것이다(Chiu, 1980; Wang et al., 2008; Wen et al., 2009). 중국의 벼멸구 약제 저항성 문제는 곧 바로 한국과 일본으로 확대될 것으로 예상되며 이에 대한 대책에 필요하다고 여러 저항성 연구자들이 보고 하고 있다(Wang et al., 2008; Matsumura et al., 2009).

      현재 벼멸구 살충제로서 많은 약제가 시판되고 있으며 (KCPA, 2014), 이에 대한 벼멸구의 저항성기작은 매우 다양하게 나타난다(Scott, 1990; Soderlund and Bloomquist, 1990). 현재 약제 저항성은 실내 생물 검정에서 감수성 대조계통에 대한 약제저항성비로 나타내는 것이 가장 합리적으로 여겨져 많이 사용되고 있다(Jeong et al., 2019). 해충의 약제 저항성은 저항성기작 하나에 의해 발현되는 것이 아니라 여러 가지 저항성에 작용하는 인자가 종합적으로 관여하여(Wu et al., 2018) 나타나므로 약제의 특성이나 약제의 처리 방법 등에 따라 상대적인 저항성 비가 달라지는 데, 저항성비 차이 형성에 가장 영향이 클 것으로 보이는 약제 처리방법을 비교, 검토하는 것이 필요하리라 본다. 현재 약효 검정으로 많이 쓰고 있는 약제 살포 방법은 물에 희석하여 사용하는 방법, 입제로 토양에 살포하는 방법 그리고 실험실에서 미량국소 처리기를 이용한 국소처리법인데 본 실험에서는 이 세가지 방법으로 저항성 비를 측정하여 약제 저항성을 비교, 고찰하였다. 실험에 사용된 살충제는 카바메이트 살충제의 한 종류인 카보퓨란(Carbofuran)으로 식물의 뿌리나 잎 표면으로 침투되는 성질을 갖고 있어 토양 혼화 처리나 관주처리로 방제하기 어려운 여러 해충과 바이러스를 매개하는 해충 방제에 사용되고 있다(Jotwani et al., 1979; Shukla and Anjaneyulu, 1980; DiSanzo, 1981; Yen et al., 1997; Salman, 2013). 위와 같이 카보퓨란은 식물 체내 침투이행성을 갖고 있어 이 특성을 이용한 관주처리나 토양혼화처리는 다른 약제 처리 방법과 비교하여 약효나 저항성 발현에 어느 정도 영향을 주는가에 대해서는 정확히 평가되고 있지 않고 있다. 이에 따라 식물체 침투에 의한 섭식독성과 접촉독성을 동시에 갖고 있는 카보퓨란의 특성을 이용, 처리 방법에 의한 살충 작용을 분석함으로써 일반 살충제의 살충 작용의 연구, 분석에 기초가 되는 연구 방법과 분석 방법을 제시코자 본 실험을 실시하였다. 본 실험에서는 카보퓨란을 이용하여 관주처리에 의한 뿌리 침투에 의한 효과, 국소처리에 의한 표피 침투 효과, 그리고 잎침지처리에 의한 표피 침투와 잎 침투 효과 등을 비교 분석하여, 약제 처리 방법에 따른 약제처리 효율성과 약제 저항성 평가를 위한 최적 평가 방법을 찾기 위해 수행되었다.

    

    

  
    
      재료 및 방법
      
        시험약제
        실험에 사용된 카보퓨란(Carbofuran)은 원제 70% 테크니컬 등급을 사용하였으며 이는 농업과학원 작물보호과에서 분양 받았다. 잎침지와 관주처리, 미량국소처리에 사용한 카보퓨란은 아세톤에 희석하여 카보퓨란 기준 10,000 ppm 농도의 보관용액을 만들고 필요에 따라 처리 농도에 맞게 희석하여 사용하였다. 3% 카보입제 4 kg을 1,000m2 (300평)에 물 6 cm를 대고 살포 시 농도는 약 2 ppm이 되어 이를 추천농도로 이용하였다.

      

      
        실험곤충 및 기주식물
        실험 곤충으로 감수성 벼멸구는 농업과학원 작물해충과 사육실에서 1995년부터 약제에 노출시키지 않고 추청벼 유묘에서 누대 사육되어온 벼멸구를 감수성 대조 계통으로 사용하였으며, 저항성 벼멸구는 농촌진흥청 작물보호과에서 누대 사육 중인 감수성 대조계통 대비 카보퓨란에 대해 약제 처리 19.2배의 저항성을 보이는 남해에서 채집된 계통을 추청벼를 이용하여 키워가면서 실험에 사용하였다. 벼멸구의 먹이로는 볍씨를 살균제 베노람® 수화제(베노밀(20%)+티람(20%)) 200배 희석액에 하루 저녁 침지한 후 흐르는 물에 씻고 물을 갈아주면서 물 속에서 발아시킨 후 실험 바트(30 × 40 × 8 cm)에 가제를 깔고 발아 볍씨로 얇게 깔아 25oC 인큐베이터에서 물을 공급해 가면서 키운 유묘를 사용하였다. 볍씨 싹이 1 cm 정도 자라면 인큐베이터에서 꺼내 실험실 아크릴 상에서 3 cm 정도 키워 실험에 사용하였다. 벼멸구 사육과 유묘 재배는 온도 25oC, 상대습도 80%, 광주기 16:8의 실내 조건에서 이루어졌다.

      

      
        관주처리 검정법
        뿌리를 통한 식물체 내 침투 이행에 의한 카보퓨란의 흡즙 독성 효과를 알아보기 위하여 관주처리 실험을 수행하였다. 보관용액(10,000 ppm)으로부터 0.01% 트윈80 증류수로 추천농도의 50배(100 ppm)인 농도를 만든 후 증류수로 1/2씩 희석하여 6개 농도로 만들어 관주 처리에 사용하였다. 각 농도 별 카보퓨란 약액을 25 ml씩 시험관(φ3 × 25 cm)에 채우고, 20일 이상 육묘상에서 자란 추청벼 유묘를 15개씩 탈지면에 말아서 시험관에 약액이 닿을 정도로 끼워 넣었다. 우화한지 3-5일 된 벼멸구 암컷 성충 30마리를 10마리씩 흡충기로 잡아 이산화탄소로 2초간 마취 후 각각의 농도로 처리된 유묘 시험관에 10마리씩 3개의 시험관에 접종, 망사로 막은 후 온도 25oC 실험실에서 보관하면서 6일 간 사충수를 조사하였다. 실험은 3반복으로 실시되었다.

      

      
        침지처리 검정법
        잎을 통한 식물체 내 카보퓨란의 침투이행에 의한 흡즙독성과 잎 표면 부착 약제의 벼멸구 표피 침투에 의한 접촉독성을 알아보기 위해 침지처리 실험을 수행하였다. 보관용액(10,000 ppm)으로부터 0.01% 트윈80 증류수로 추천농도의 150배(300 ppm)의 약액을 조제 후, 증류수로 1/2씩 희석하여 6개의 농도를 만들어 사용하였다. 희석된 카보퓨란 6 농도의 약액에 20일 이상 육묘상에서 자란 추청벼 유묘를 위부분인 잎만을 1분간 침지하여 30분간 음건한 후, 25 ml씩 증류수를 채운 시험관에 처리된 유묘를 15개씩 탈지면에 말아 시험관에 끼워 물이 닿을 정도로 밀어 넣었다. 여기에 우화한지 3-5일 된 암컷 성충을 흡충기를 이용하여 시험관 당 10마리씩 3개의 시험관에 접종, 6일간 사충수를 조사하였다. 실험은 3반복으로 실시되었다.

      

      
        국소처리 검정법
        국소처리 실험은 살충제가 곤충 표피를 통해 체내로 직접 침투하여 독성을 나타내는 접촉독성 정도를 알아보기 위해 실시되었다. 보관용액(10,000 ppm)으로부터 아세톤으로 1/32배로 희석하여 처리 용액 (312.5 ppm)을 만들고, 이를 1/2씩 아세톤으로 희석하여 6 종류의 농도를 만들어 실험에 이용하였다. 20일 이상 육묘상에서 자란 추청벼를 15개씩 솜에 말아서 25 ml 물을 채운 시험관에 끼워 넣은 유묘 시험관을 준비하고, 흡충기를 이용하여 우화한지 3-5일 된 벼멸구 암컷 성충을 처리 농도 당 10마리씩 잡아 CO2로 2초간 마취시킨 뒤, 각각의 농도로 희석된 카보퓨란 약액을 국소처리기(Hamilton Micro dispense, PB-600)로 벼멸구 복부에 0.22 μl씩 처리하여 준비한 3개의 유묘 시험관에 10마리씩 총 30마리를 접종한 후 6일간 사충수를 조사하였다. 실험은 3반복으로 실시되었다.

      

    

    

  
    
      결 과
      
        관주처리(Root zone treatment)
        작물체의 뿌리를 통한 카보퓨란 흡수, 즉 식물체내로 침투에 의한 독성 효과를 보는 관주처리 시험 결과 벼멸구의 사충율은 처리 후 경과 시간에 따라 높아지고 있다. 감수성 벼멸구의 흡즙에 대한 영향은 높은 농도(8-30 ppm)의 처리에서 처리 일 수가 지남에 따라 사충율의 증가율이 낮아져가는 로그 형태를 보이나, 낮은 농도(1-2 ppm)의 처리에서는 시간에 따른 사충율 증가 패턴이 초기에는 낮고 시간이 지남에 따라 사충율 증가율이 커지다 다시 낮아지는 S자 모양의 sigmoid 곡선의 형태를 보이고 있었다(Lee et al., 2017). 그러나 저항성 벼멸구는 낮은 농도인 3.13 ppm에서 만 S자 모양의 sigmoid 곡선의 형태를 보였고 그 모양도 감수성 벼멸구에서 보인 S형 사충율 증가 패턴보다(Lee et al., 2017) 좀 더 직선화된 S자 형태의 sigmoid 곡선의 형태를 보였다 (Fig. 1).

        
          
          

          Fig. 1. 
				
          

          
            Mortality of resistant BPH on the days after carbofuran treatment by drench application.
          
          

          

        

        
          Table 1. 
				
          

          
            Probit analysis of Carbofuran bioassay to resistant BPH strain by three application method
          
          

        

        
          
            
              	Bioassay Method
              	Observation time (Day)
              	n
              	LC50
              	95% CL
              	χ2
              	df
              	p
              	slope
              	Intercept
            

            
              	Lower
              	Upper
            

          
          
            	Drench Application (Root)
            	1 day
            	540
            	45.4
            	37.5
            	57.0
            	0.2
            	4
            	0.781
            	1.5829
            	-2.6232
          

          
            	2 days
            	540
            	19.0
            	15.5
            	23.4
            	5.4
            	4
            	0.249
            	1.3060
            	-1.6710
          

          
            	3 days
            	540
            	11.7
            	6.6
            	18.8
            	12.6
            	4
            	0.013
            	1.4828
            	-1.5849
          

          
            	4 days
            	540
            	5.2
            	1.0
            	9.7
            	26.2
            	4
            	0.000
            	1.7387
            	-1.2404
          

          
            	5 days
            	540
            	2.2
            	0.1
            	4.2
            	14.1
            	4
            	0.070
            	1.7208
            	-0.5842
          

          
            	6 days
            	540
            	1.5
            	0.7
            	2.2
            	1.7
            	4
            	0.796
            	2.5011
            	-0.4739
          

          
            	Dipping Application (Leaf & Stem)
            	1 day
            	540
            	114.7
            	83.2
            	173.1
            	7.1
            	4
            	0.129
            	1.6848
            	-3.4699
          

          
            	2 days
            	540
            	98.1
            	82.6
            	118.6
            	4.8
            	4
            	0.308
            	1.6536
            	-3.2931
          

          
            	3 days
            	540
            	80.7
            	66.7
            	99.4
            	2.5
            	4
            	0.642
            	1.4190
            	-2.7061
          

          
            	4 days
            	540
            	70.0
            	57.7
            	85.9
            	3.6
            	4
            	0.460
            	1.3867
            	-2.5585)
          

          
            	5 days
            	540
            	43.8
            	24.5
            	74.0
            	9.1
            	4
            	0.059
            	1.1165
            	-1.8329)
          

          
            	6 days
            	540
            	22.3
            	8.6
            	38.4
            	10.4
            	4
            	0.035
            	1.1143
            	-1.5020)
          

          
            	Topical Application (BPH)
            	1 day
            	540
            	19.6
            	10.7
            	29.2
            	9.6
            	4
            	0.047
            	1.6848
            	-3.4699)
          

          
            	2 days
            	540
            	15.9
            	12.9
            	19.0
            	4.9
            	4
            	0.296
            	1.6347
            	-2.1132)
          

          
            	3 days
            	540
            	13.3
            	10.7
            	15.9
            	2.5
            	4
            	0.648
            	1.9849
            	-2.3871)
          

          
            	4 days
            	540
            	12.6
            	10.3
            	14.7
            	4.7
            	4
            	0.323
            	2.1758
            	-2.4477)
          

          
            	5 days
            	540
            	12.4
            	10.3
            	14.5
            	6.4
            	4
            	0.168
            	2.5446
            	-2.7997)
          

          
            	6 days
            	540
            	11.9
            	9.8
            	14.0
            	5.8
            	4
            	0.213
            	2.6734
            	-2.9276)
          

        

        

      

      
        침지처리(Leaf and stem treatment)
        침지 처리의 경우 처리 후 경과 시간에 따른 사충율의 차이가 감수성의 경우 30-45%인데 반해 저항성은 20-30%의 차이로 저항성에서 시간에 따른 사충율이 감수성에서보다 천천히 증가하고 있음을 보여주고 있다(Fig. 2). 침지 처리에서는 높은 농도의 처리에서도 약효가 낮으며 모든 농도에서 시간에 따른 약효 증가 속도가 낮아(감수성 45% 증가/6일간, 저항성 28%/6일간) 카보퓨란의 식물체나 충체 표피침투에 의한 살충 효과 발현이 저항성 벼멸구에서 더 어렵다는 것 보여주고 있다. 저항성 벼멸구는 대체로 침지처리후 4일까지는 사충율의 증가가 완만하여(평균 사충율 증가 율10.8%/4 농도), 감수성과 비교하여(평균 27.3%/4 농도) 사충율 증가율 거의 반 수준 이하의 증가율이었다. 이 후 다소 사충율 증가 속도가 빨라졌으나 감수성의 증가율에는 못미치고 있다(Lee et al., 2017).

        
          
          

          Fig. 2. 
				
          

          
            Mortality of resistant BPH on the days after carbofuran treatment by dipping application.
          
          

          

        

      

      
        국소처리(Insect body treatment)
        국소처리의 경우 처리 3일 이후에는 약효가 증가하지 않아(Fig. 3) 감수성과 거의 같은 경향을 보였는데(Lee et al., 2017) 약제 처리와 함께 3일 까지 약제의 낮은 침투율로 사충율이 소폭 상승하다 3일 이후 약효의 증가를 보이지 않아 카보퓨란은 접촉에 의한 약효 발현을 위해서는 표피의 낮은 투과성을 넘어설 수 있는 많은 양 즉 38 ppm 이상의 약제를 투입하여야 80% 이상의 살충율을 기대할 수 있을 것으로 생각된다.

        
          
          

          Fig. 3. 
				
          

          
            Mortality of resistant BPH on the days after carbofuran treatment by topical application.
          
          

          

        

      

      
        LC50을 기준으로 한 최적 약효 조사 시점
        처리 방법 별로 시간 경과에 따른 LC50의 변화를 비교하여 약효의 발현 일을 추정하여 보면 그 패턴이 처리 방법별로 차이를 보이고 있다. 시간이 지남에 따라 LC50이 가장 큰 차이를 보이는 것이 관주처리였으며(Fig. 4) 침지처리(Fig. 5)에서는 LC50의 변화가 관주처리(Fig. 4)와 국소처리(Fig. 6)와는 달리 일정하게 계속 줄어들어 저항성 벼멸구에서 침지에 의한 약효 판별 시기 결정에 다소 혼란을 주고 있다. 저항성 벼멸구의 경우 관주처리와 국소처리는 처리 후 경과 일수에 따른 LC50의 변화를 보면 초기에 높고 3일 혹은 4일까지 급격히 줄어들며 그 후 변동율이 낮은데 비해 침지처리의 경우는 계속 약제 영향을 받아 반수치사농도가 계속 줄어드는 경향을 보였는데, 침지처리는 표피 침투에 의한 살충력과 흡즙에 의한 살충력이 동시에 작용함으로써 일어나는 현상으로 생각된다.

        
          
          

          Fig. 4. 
				
          

          
            LC50 change of susceptible and resistant BPH to carbofuran by drench application.
          
          

          

        

        
          
          

          Fig. 5. 
				
          

          
            LC50 change of susceptible and resistant BPH to carbofuran by dipping application.
          
          

          

        

        
          
          

          Fig. 6. 
				
          

          
            LC50 change of susceptible and resistant BPH to carbofuran by topical application.
          
          

          

        

      

      
        사충율 편차와 약제저항성비를 기준으로 한 최적 약효 조사 시점
        표준편차 변화에 의한 사충율 조사일은 처리후 높은 편차의 변화가 적은 1-4일 후 모든 처리에서 최적 조사시기로 보인다(Fig. 7). 관주처리의 경우 LC50을 기준으로 하는 저항성 비는 조사 일에 따라 3-7배의 차이(Fig. 8)를 보이고 있고 관주 처리의 경우 상대적으로 높은 저항성 비를 보이는 3일 후에 저항성비를 조사하는 것이 좋으리라 생각된다. 침지처리의 경우 LC50에 의한 저항성비는 조사 시간에 따른 변화가 6-9배로, 최대 저항성 비를 보이는 시간은 처리 후 4일(Fig. 8)로 저항성 판별 최적 조사시간도 이를 따르는 것이 타당할 듯 보인다. 국소처리의 경우 LC50은 3-7배로 3일까지 증가하고 있어(Fig. 8) 최적 저항성 조사일은 처리 후 3일이 예상된다.

        
          
          

          Fig. 7. 
				
          

          
            Standard deviation of resistant BPH mortality at each day after carbofuran treatment by three application methods.
          
          

          

        

        
          
          

          Fig. 8. 
				
          

          
            Resistance ratios from LC50 of resistant and susceptible BPHs by three carbofuran application methods.
          
          

          

        

      

    

    

  
    
      고 찰
      본 실험은 카보퓨란의 3가지 처리 방법에 따른 약효 발현특성을 이용하여 약효와 저항성 발현 효과를 비교, 고찰함으로써 합리적인 해충의 약제 저항성 평가를 도모 하고자 실시되었다. 카보퓨란의 3가지 처리 방법 별 특성을 보면 관주처리는 농약이 뿌리에서 작물 체내로 흡수되어 해충이 식물체액을 흡즙(섭식)함으로써 약효를 나타내고(섭식독성), 미량국소처리는 충체에 부착된 약제의 표피 침투에 의한 접촉 독성이 주로 작용하여, 침지 처리는 잎 표면 부착 농약의 충체 표피 침투에 의한 접촉독성과 잎 표면에 부착된 농약의 식물체내 침투에 의한 흡즙(섭식)독성이 합쳐져 약효를 나타낸다. 따라서 침지처리에 의한 독성은 관주처리와 미량 국소처리에 의한 독성이 합해져 나타난다고 볼 수 있다. 이러한 특성을 바탕으로 약제 처리 방법에 따른 약제의 효과를 분석하여 벼멸구의 저항성 발현과 저항성 평가에 영향을 주는 독성 작용의 요인을 추적하고, 이를 바탕으로 벼멸구의 약제저항성 평가에 대한 합리적인 방법을 모색하였다.

      
        관주처리(Root zone treatment)
        카보퓨란의 뿌리 흡수, 즉 식물체내로 침투에 의해 독성효과를 나타내는 카보퓨란 관주처리 경우 약제 침투량은 처리 농도와 노출 시간에 의존하는데(Trevisan et al., 2004) 사충율도 이에 따라 달라진다(Lee et al., 2017). 저항성 벼멸구의 경우 처리 후 시간에 따른 사충율 증가 속도가 감수성과 다른 양상을 보이고 있는데 이는 저항성이 발달하면서 약제의 해독 능력이 높아져 침투되는 카보퓨란을 꾸준히 일정한 속도로 농약을 분해하다가(Yoo et al., 2002) 늘어나는 카보퓨란을 감당 못해 죽음에 이른다고 볼 수 있다. 카보퓨란은 처리 후 2-3일에 치사량에 이르게 되며, 높은 농도의 처리로 인한 침투농약의 증가로 사충률이 높아져 가는 것으로 보인다. 일반적으로 살충력의 발현은 노출 시간이 지남에 따라 약제가 체내에 축적되어 해독되고 남은 양이 치사량을 넘어감에 따라 사충율이 높아지는데(Dosono-Lopez and Frigarick, 1969), 감수성 벼멸구에서는 30 ppm의 농도에서는 하루 만에 치사율이 70% 정도 도달할 정도의 많은 카보퓨란 양이 체내로 흡수되었는데(Lee et al., 2017) 반해, 저항성 벼멸구는 저항성기작에 의해 침투된 많은 살충제를 해독할 수 있어(Yoo et al., 2002) 살충 효과 발현이 상당히 지연되어 감수성보다 낮은 기울기의 사충율 증가를 보이고 증가 폭도 크지 않으며, 사충율이 100%에 이르는 시간도 더 길게 나타나고 있는 것으로 보인다. 카보퓨란의 침투성 약효는 시간에 따라 흡즙된 농약의 축적에 의해 계속 증가할 것이므로 실제 포장에서의 약효는 감수성과 마찬가지로 처리 5일 이후에도 사충율이 계속 높아질 것으로 예상된다. 실제 포장에서 카보퓨란의 살충 효과는 17일에서 30일간 지속되며(Aquino and Pathak, 1976; Bae et al., 1992; Bae and Hyun, 1987; Bautista et al., 1979; Pham et al., 2008), 약효 조사기간도 처리 후 30일 까지 일주일 간격 또는 10일 간격으로 조사하고 있다(Jotwani et al., 1979; Yen et al., 1997). 포장에서 살포되는 추천 농도 2 ppm(벼 재배에 있어서 논의 물을 평균 6 cm의 깊이로 유지하고 가정하고 10a 당 3% 카보퓨란을 4 kg을 살포할 경우 카보퓨란 농도는 약 2 ppm이 됨)으로 관주처리 될 경우 감수성 벼멸구의 경우 처리 5일 후에는 거의 100%에 달하는 사충율을 얻을 수 있었으며 그의 ½인 1 ppm의 농도를 처리할 경우에도 계속되는 침투효과로 인한 카보퓨란의 지속적 체내 축적 효과로 처리 6일 후, 벼멸구의 사충율이 80%에 달하며 시간이 흐르면 더 높은 살충효과를 기대할 수 있으나(Lee et al., 2017) 저항성 벼멸구의 경우 3 ppm의 농도에서 5일 후 60%, 6일 후 70%의 사충율을 보였다. 그러므로 2 ppm의 추천 농도에서 저항성 벼멸구로부터 충분한 사충율을 얻기 위해서는 5일 이상의 시간이 필요하고 저항성 벼멸구의 방제를 위해서 카보퓨란을 사용하는 것은 무의미한 일로 대체 약제를 적극 추천하는 바이다.

      

      
        침지처리(Leaf and stem treatment)
        침지 처리의 경우 사충율이 감수성(Lee et al., 2017)에 비해 처리 후 경과 시간에 따라 천천히 증가하고 있음을 보여 주고 있다(Fig. 2). 침지 처리에서는 높은 농도의 처리에서도 약효가 낮으며 모든 농도에서 시간에 따른 약효 증가 속도가 낮아(감수성 45% 증가/6일간, 저항성 28%/6일간) 카보퓨란의 충체 표피 침투에 의한 약효 발현이 저항성 벼멸구에서 더 어렵다는 것 보여주고 있다. 저항성 벼멸구는 대체로 침지처리 후 4일까지는 사충율의 증가가 완만하여 감수성(Lee et al., 2017)과 비교하여 거의 반 수준의 증가율이 었다. 이 후 다소 사충율 증가 속도가 빨라졌으나 감수성의 증가율에는 못 미치고 있다.

      

      
        국소처리(Leaf and stem treatment)
        국소처리 결과가 침지처리의 경우와 다른 이유는 침지처리는 약제의 충체 표피 침입과 흡즙에 의한 소화관으로의 침투 피해가 같이 작용하므로 관주처리와 국소처리 효과가 함께 작용한 결과로 보이기 때문이다. 즉 침지처리는 식물체가 약액에 침지된 후 표피에 부착된 농약 중 일부분은 벼멸구의 접촉에 의해 충 체내로 들어가 효과를 나타냄과 동시에 일정 부분은 식물체 표피로 침투하여 흡즙에 의한 약제 체내 축적으로 약제처리 4일 이 후 사충율이 증가하는 현상이 나타나나(Fig. 2) 국소처리는 처리 3일 후 약제 침입이 끝나 더 이상 살충율의 증가가 일어나지 않는 것으로 보인다(Fig. 3). 따라서 4일 이후의 사충율 증가는 식물체 표면에 부착된 농약의 식물체 침입에 의한 벼별구 흡즙으로 일어난다 볼 수 있다. 이는 저항성 벼멸구에서 약제 관주처리 시 약효가 3일 이후 증가하는 현상과 일치하고 있다. 일반적으로 카보퓨란은 처리 후 2-4시간 후에 급격히 약제 침투 평형에 이르고 이 후 서서히 침투가 일어나는 것으로 알려져 있다(Liu and Kim, 2003; Salman, 2013). 이를 고려하면 국소처리는 처리 후 4시간 이내에 접촉에 의해 유효 약량이 이미 체내에 침투되었다고 판단할 수 있고, 이 후는 추후 접촉되거나 과잉 양이 처리되어 표피에 침착, 투과되지 않은 약제가 천천히 침투하여 약효가 서서히 증가하는 것으로 판단된다. 감수성의 경우와 마찬가지로 저항성 벼멸구의 경우도 단시간에 평형을 이룬 후 계속 천천히 침투하는 카보퓨란이 충체 내의 해독작용을 거치면서 2-3일 후까지 사충율을 천천히 높아지다가 이 후 체내 침투 약제가 감소하여 사충율이 증가하지 않는 것으로 생각된다. 3가지 처리방법의 결과를 종합하여 보면 벼멸구에서 약제의 표피투과성 저하가 약제 저항성 발달의 한 요인이 됨을 알 수 있다.

      

      
        LC50과 사충율 편차를 기준으로 한 최적 약효 조사
        처리 방법 별로 시간 경과에 따른 LC50의 변화를 비교하여 약효의 발현 일을 추정해 보면 그 패턴이 처리 방법 별로 차이를 보이고 있다. 저항성 벼멸구에 대한 카보퓨란의 약효 평가 시기는 약효가 충분히 발현되는 시기, 즉 LC50 값이 낮이 지는 비율이 급격히 줄어드는 시기로 관주처리는 조사일이 처리 후 4일, 침지처리는 처리 후 4일, 국소처리는 처리 후 3일이 적절한 것으로 보인다. 또한 약효 평가 시 처리 방법 별 조사시기 결정에 대해서는 약제 간 혹은 처리농도 간 사충율의 편차가 가장 큰 시기에 조사를 하는 것이 (Lee et al., 2017) 가장 합리적임을 선행 연구자들이 보고하고 있어(Lee et al., 2017; Jeong et al., 2019), 이들의 논문에 따른 최적 저항성 벼멸구에 대한 카보퓨란의 약효 조사일은 앞으로 깊은 논의가 되어 결정되어야 할 것이지만 선행 연구자의 제안에 따라 반수 치사농도의 10% 이내의 증감은 같은 결과로 보면 관주처리 시는 1-4일, 침지처리 시는 1-4일, 국소 처리 시는 1-6일로 되어 LC50의 변화에 따른 최적 약제 조사일을 포함하고 있어 LC50과 표준편차에 의한 최적 조사일과 일치함을 보여준다. 다만 약제의 처리방법별 처리 후 조사 일의 불일치에 의한 혼란을 피하기 위해 처리 방법에 관계없이 저항성 벼멸구에 대한 카보퓨란 약효평가 조사일로는 처리 후 4일이 가장 합당한 것으로 보인다(Fig. 7). 감수성 벼멸구에 대한 약효 평가 최적일이 약제 처리 후 2일로 저항성 벼멸구에서의 카보퓨란 약효 평가일 4일과 서로 달라 혼란을 야기할 수 있지만 해충의 약제저항성을 정확히 평가하기 위해서는 조사일이 서로 다름을 받아들이는 것이 합리적이라 판단된다.

      

      
        약제저항성 비를 기준으로 한 최적 약효 조사
        약제 저항성 평가를 위한 약제저항성 비는 약효 평가와는 개념이 다른, 감수성과 저항성 해충의 상대적 개념으로 반수치사농도 비율로 나타내므로 감수성 해충에 대한 약제 평가 시기에 따라 저항성 비가 달라진다. 따라서 저항성 해충에 대한 약효 평가 조사시기가 감수성과는 다를 것으로 판단된다. 최적 약효 발현 시점과는 달리 약제저항성비를 기반으로 한 최적 조사 시간으로 관주처리 시 3일, 침지처리시 4일, 국소처리 시 3일을 추천하는 바이다(Fig. 8). 이는 저항성 해충에 대한 약효 평가와 약제 저항성 평가의 조사시기를 서로 달리해야 함을 말하고 있다.

      

      
        저항성 벼멸구에 대한 카보퓨란의 최적 약효 조사 시기와 저항성 발현
        카보퓨란의 저항성 벼멸구의 약효 평가를 위한 최적 약효조사 일을 종합하면 LC50과 약효 표준편차를 기반으로 한최적 조사일은 약제 살포 후 4일로 감수성의 경우 약 2일보다 2일 늦으며, 약제에 대한 저항성을 판단하기 위한 최적조사 일은 관주처리는 카보퓨란 처리 3일 후, 침지처리는 카보퓨란 처리 4일 후 와 국소처리는 카보퓨란 처리 3일 후로 처리 간 혼란을 없애기 위해 약제저항성 판단을 위한 조사일을 통합하면 처리 후 3일을 권한다. 결국 저항성과 감수성 계통 사이에 최적 조사 일과 1일 정도 차이가 있다. 결론적으로 정확한 약효와 저항성 평가를 위해서는 약제에 따라서, 혹은 처리 방법과 해충의 감수성, 저항성 계통에 따라서 약제의 조사 일이 달라져야 한다. 더욱이 포장에서의 카보퓨란의 벼멸구에 대한 약효는 약제 살포 후 시간이 지남에 따라 계속 늘어나므로 사충율이 최고에 달하는 시간에 약효가 평가되는 것이 합당하므로 이를 감안하여 실내 약효실험에서 감수성 벼멸구에 대한 카보퓨란의 약효는 처리 후 2일(Lee et al., 2017), 저항성 벼멸구에 대해서는 4일, 그리고 저항성 비는 처리 후 3일에 조사하는 것을 카보퓨란의 약효와 저항성 평가를 위한 최적 조사일로 추천하는 바이다. 마지막으로 처리 방법에 따른 저항성 발현을 분석하면 관주처리와 국소처리의 저항성 비는 LC50 기준으로 1일 후 관주처리가 4.2 정도, 국소처리가 4.5 정도이고 2일 후에는 각각 5정도(Fig. 8)로 초기 카보퓨란의 저항성의 1/2은 약제 대사에 의한 생리적인 것으로 1/2은 표피의 약제 침투저항에 의한 것으로 판단되며, 시간이 지날수록 관주처리는 저항성비가 떨어지고 국소처리는 저항성비가 줄지 않아 처리 3일이 후에는 충체 표면의 카보퓨란 침투가 저항성 발현에 더욱 중요하게 된다고 하겠다.
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