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            Abstract
          
        

        
          소나무 시들음병은 Monochamus속 하늘소류에 의해 전파되는 소나무재선충에 의해 발병된다. 최근에 소나 무재선충과 매개충을 동시방제 하기 위한 약제들이 사용되고 있다. 본 연구에서는 에마멕틴벤조에이트와 살충제 혼합제들이 소나무재선충에 미치는 영향을 연구하였다. 에마멕틴벤조에이트-살충제 혼합제들은 소나무재선충에 효과에 차이를 보여 제품들별로 2~3개의 그룹으로 대별되었다. 합제들의 소나무재선충에 대한 효과는 단제에 비하여 낮았으며 동일 회사에서 등록되어 사용되고 있는 단제에 비해서도 낮았다. 합제들은 단제에 비하여 소나무재선충에 대해 부가적 살선충 효과는 없었다.

        

        
          
            초록
          
        

        
          The pine wilt disease is caused by pine wood nematode (PWN), Bursaphelenchus xylophilus, a nematode that is transmitted by a Monochamus beetle. Recent efforts in control have aimed at targeting simultaneous control of both the pathogen and the vector. In this study, the efficacy of various registered emamectin benzoate-pesticide compound mixtures against the PWN were tested. Emamectin benzoate-pesticide compound mixtures efficacy varied among the various formulations against the PWN. Their efficacy conformed to 2~3 groups with similar levels of effectiveness. Additionally, the efficacy of mixed compounds was lower when compared to single nematicide compound. Also, the efficacy of the mixed compound was found to be lower than that of the single compound produced by the same company. The mixtures had no additional nematicidal effect against the PWN compared to the single formulations.
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      서 론
      소나무재선충(Bursaphelenchus xylophilus)은 한국, 일본, 중국, 대만 등 아시아 지역과 포르투갈, 스페인 등 유럽 일부 국가에서 발생하여 Pinus속과 같은 감수성 소나무류에 소나무시들음병을 유발하는 것으로 알려져 있다(Mamiya, 1988; Baojun and Qouli, 1989; Zhao, 2008; Mota and Vieira, 2008; Shin, 2008). 소나무재선충에 감수성인 소나무류는 소나무재선충에 감염되면 100% 고사하는 치명적인 피해를 초래하기 때문에 세계적으로 국가적 관리를 요구하는 병원체로 알려져 있다(Kosaka et al., 2001).

      소나무재선충은 Monochamus속의 하늘소류를 매개충으로 하여 건전한 소나무에 전파되는데 소나무재선충 감염목 목질부 내에 있던 소나무재선충이 우화하는 하늘소에 편승하여 하늘소의 섭식 활동 시 건전 목 내로 침투하여 증식 후 건전목을 100% 고사시킨다(Fielding and Evans, 1996).따라서 소나무재선충 방제는 병원체인 소나무재선충이나 매개충인 하늘소류를 대상으로 선택적 완전 방제를 요구하기 때문에 두 방제대상에 대한 다양한 관리방법들이 적용되고 있다(Kong et al., 2006).

      소나무재선충 확산 예방법으로는 소나무재선충에 감염된 고사목을 소각, 파쇄, 훈증, 매몰하는 방법들과 매개충을 방제하기 위하여 항공살포나 지상방제가 활용되고 있으며, 소나무재선충 감염이 이루어지기 전에 건전한 소나무를 대상으로 살선충제나 살충제를 나무주사하여 예방하는 방법이 사용되고 있다(Kamata, 2008; Bi et al., 2015; Liu et al., 2020). 이러한 방법들 중 소나무재선충 피해 감염목의 경우 대부분 벌채, 훈증하고 있으며 미감염 소나무류는 살선충제나 살충제를 나무주사 하고 있다.

      예방 나무주사법은 다른 방제법과 달리 대상 해충에 대해서만 직접적으로 영향을 미쳐 지표생물이나 환경에 미치는 영향이 상대적으로 적은 것으로 알려져 있는데 에마멕틴벤조에이트나 아바멕틴, ivermectin의 경우 소나무재선충에 대한 살선충 효과가 상대적으로 높은 살선충제로 알려져 있다(Takai et al., 2000). 우리나라에서도 이들 약제들이 등록되어 사용되고 있는데(RDA, 2022) 에마멕틴벤조에이트나 아바멕틴이 주로 이용되고 있다(Kwon et al., 2011).

      에마멕틴벤조에이트는 토양 방선균인 Streptomyces avermitilis MA-4680 (NRRL 8165) 균주에서 분리된 macrocyclic lactone 그룹인 avermectin 계열의 하나로(Jansson and Dybas, 1998) 우리나라에서도 avermectin 계열의 avamectin과 emamectin benzoate가 다양한 작물의 해충과 응애, 선충에 대해 등록되어 사용되고 있다(RDA, 2022).

      우리나라에서는 소나무재선충병 예방을 위한 나무주사제로 소나무재선충을 대상으로 하는 이들 avermectin계열의 살선충제 뿐만 아니라 소나무재선충의 매개충을 대상으로 하는 살충제 단제들도 등록되어 이용되고 있다(RDA, 2022). 아울러 소나무재선충과 매개충을 동시 방제 대상으로 하는 합제들도 등록되어 사용되고 있는데 에마멕틴벤조에이트 혼합제 3종이 등록되어 사용되고 있다(RDA, 2022).

      혼합제는 사용목적이나 작용이 다른 2종 이상의 약제를 혼합하여 하나의 제형으로 제제한 것으로(Kim et al., 2020) 이종 해충의 동시방제나 약제 살포 횟수를 줄임으로 인한 노동력 절감, 특정 계통 농약 살포로 인한 저항성 발달 억제 등의 장점을 가지고 있다(Cloyd, 2011). 현재 우리나라의 소나무재선충과 매개충 방제를 위해 사용되고 있는 혼합제들은 나무주사 후 소나무재선충 증식억제 효과와 매개충 방제효과에 따라 일정수준 이상의 효과를 나타내면 등록되고 있어(Kang et al., 2018) 혼용에 의한 소나무재선충이나 매개충에 대한 살충효과의 구체적 차이에 대해서는 연구된 바 없다. 따라서 본 연구는 기존에 선행되었던 에마멕틴벤조에이트 단제 제품들에 대한 소나무재선충 반응연구의 후속 연구로 우리나라에서 소나무재선충 예방 나무주사 약제로 등록되어 있는 에마멕틴벤조에이트 혼합제를 대상으로 제품별과 혼합된 살충제 성분이 소나무재선충에 대한 살선충 및 증식에 미치는 영향을 알아보기 위하여 수행하였다.

    

    

  
    
      재료 및 방법
      
        소나무재선충
        실험에 사용한 소나무재선충은 경북 구미의 소나무재선충 자연발생지에서 소나무재선충에 감염된 나무의 가지를 절단하여 실험실로 가져와 전정가위 및 손도끼를 이용하여 1 cm2 크기로 자른 후 Schlinder (1961)의 깔때기법을 응용하여 분리하였다. 분리한 소나무재선충은 Kishi (1995)의 방법으로 PDA배지에서 증식시킨 잿빛곰팡이병균(Botrytis cyneria)에 접종시켜 증식하여 사용하였다.

      

      
        소나무재선충 가지 접종 실험용 소나무 가지
        소나무재선충의 증식 억제 활성을 검증하기 위한 기주목 가지를 이용한 실험을 위해 야외 소나무 개체의 가지를 절단하여 소나무재선충을 접종한 후, 증식효과를 검정하는 방법을 이용하였다(Shin et al., 2015). 실험에 사용된 소나무 가지는 경북 상주의 소나무 자연림에서 소나무재선충에 감염이 되지 않고, 나무주사 처리가 되지 않은 나무를 대상으로 가지를 절단하여 실험실로 가져와 사용하였다.

      

      
        시험약제
        살선충 활성 및 선충 활동 억제 검정을 위해 실험에 사용한 약제들은 우리나라에서 소나무재선충 방제제로 등록된 에마멕틴벤조에이트에 살충제를 혼합한 합제 5종(RDA, 2020)과 혼합제에 포함된 살충제를 작물보호제 회사나 농약 판매점에서 구입하여 사용하였는데 각 시험약제의 정보는 Table 1과 같다.

        
          Table 1. 
				
          

          
            List of mixed compound formulations of emamectin benzoate and insecticide tested against Bursaphelenchus xylophilus in laboratory
          
          

        

        
          
            
              	Code
              	Pesticide
              	Active ingredient (%)
            

          
          
            	M.A
            	Abamectin + Emamectin benzoate
            	1.6 + 2.5 ME a)
          

          
            	M.B
            	Emamectin benzoate + Acetamiprid
            	2 + 8 DC
          

          
            	M.C
            	Emamectin benzoate + Acetamiprid
            	2.15 + 8 ME
          

          
            	M.D
            	Emamectin benzoate + Acetamiprid
            	6 + 10 SL
          

          
            	M.E
            	Emamectin benzoate + Dinotefuran
            	4.5 + 15 SL
          

          
            	P.A
            	Acetamiprid
            	10 ME
          

          
            	P.B
            	Dinotefuran
            	20 WG
          

        

        
          
            a)DC; Dispersible concentrate, ME; Microemulsion concentrate, SL; Soluble concentrate, WG; Water dispersible granule, EC; Emulsifiable concentrate.
          

        

        

      

      
        살선충 활성 검정
        살선충 활성 검정은 합제 자체와 합제에 포함되어 있는 살충제 성분을 일정 희석농도 단계로 희석하여 실험을 수행하였다. 희석농도 단계는 기준량을 중심으로 8단계내외의 농도단계로 구분하여 설정하여 실험하였는데 각각의 농도단계 설정은 치사반응의 추이를 검토하여 시험 약제별로 농도단계를 추가로 조정하여 반복적으로 검정을 수행하였다.

        실험은 Lee et al. (2015)에서 수행한 소나무재선충에 대한 방선균의 살선충 활성 검정과 동일하게 12 multi-well plate(SPL, Pocheon, Korea)를 이용하였으며, 각 well에 증류수에 희석한 약제 0.5 mL를 피펫(Finnpipette F1, Thermo, China)으로 채워 넣고, 감염목으로부터 분리한 소나무재선충 100마리/0.5 mL를 피펫으로 접종하였다. 약제와 선충이 고루 섞이게 하기 위해 피펫으로 피펫팅과 분사를 10회 실시하였다. 실험은 하나의 well을 한 반복으로 8반복 처리하였고, 무처리구는 증류수 0.5 mL 처리 후 선충을 접종하였다. 접종을 완료한 각 plate는 가정용 알루미늄 호일(Lotte Alminum Co., Seoul, Korea)로 싸서 암조건을 유지시켜 주었고, 25°C 항온기(LGC-5201, DAIHAN LABTECH, Namyangju, Korea)에 24시간 보관 후 선충의 치사 유무를 해부 현미경(SM2 1000, Nikon, Tochigi-ken, Japan)에서 조사하였다. 선충의 치사 여부는 핀으로 자극하였을 때 반응이 없는 것을 죽은 것으로 간주하였다.

      

      
        소나무재선충 활동 억제 활성 검정
        살선충 활성 실험에 사용한 동일한 약제를 이용하여 선충의 활동 억제 실험을 수행하였다. 희석농도 단계는 기준량(1K=1/2000배)을 중심으로 6농도 단계 내외로 설정하여 실험하였는데 각각의 농도 단계별에 대한 마비율을 고려하여 농도 단계를 추가적으로 조정하여 반복적으로 검정을 수행하였다.

        실험 방법은 소나무재선충 살선충 활성 검정법과 동일한 방법으로 12 multi-well plate을 이용하여 수행하였는데 처리 24시간 후에 선충의 활동성을 조사하였다. 살선충 물질에 노출된 선충들의 치사는 시간의 경과에 따라 운동성이 소실되면서 경직 상태가 오고, 이후 치사가 진행된다. 활동성을 소실한 선충들은 일자형, J자형, S자형 또는 코일형 등의 체형상태를 유지하다 치사가 이루어지는데 선충의 종류나 노출된 약제의 종류에 따라 반응의 형태는 다양하게 나타난다(Kong et al., 2006; Taniwiryono et al., 2009; Nguyen et al., 2013).

        에마멕틴벤조에이트는 GABA-R 수용체에 작용하여 근육 마비 작용을 하는 것으로 알려져 있어(Takai et al., 2000) 본 조사에서는 현미경상에서 선충의 움직임이 있는 개체를 활동성 개체로 간주하였고, ‘1’자 혹은 ‘C’, ‘J’와 같이 활동성이 현저히 떨어져 죽은 것처럼 보이는 개체의 경우 핀으로 자극 시 움직임이 있는 개체들을 비활동 개체, 자극 시 반응이 없는 개체들의 경우 치사한 개체로 간주하였다. 한 개의 well내에 전체 조사 선충들 수에서 활동성 개체와 비활동성 개체, 치사개체의 수를 백분율로 나타내었다. 한 개의 well을 한 반복으로 8반복 실험하였다.

      

      
        소나무재선충 증식 억제 검정
        
          잿빛곰팡이병 병원균(Botrytis cinerea) 배지 내 증식 억제 실험
          소나무재선충에 대한 각 약제별 살선충 활성 검정에 사용한 에마멕틴벤조에이트 합제 5종을 대상으로 실험을 진행하였으며 각 시험약제의 제조사와 제형은 Table 1과 같았다. 해당 약제들은 기준량으로부터 일정농도 단계(1/10배)로 소나무재선충 증식이 억제되지 않는 구간까지 희석하여 실험을 진행하였다. 희석은 50 mL conical tube (SPL, Korea)에 소나무재선충 감염목에서 분리한 소나무재선충 현탁액 2 mL를 증류수에 희석한 약제 현탁액 8mL를 혼합하였다. Conical tube의 뚜껑을 느슨하게 닫은 후, 25°C 항온기에서 24시간 동안 선충을 약제에 노출시켰다. 24시간 후 conical tube내에 있던 선충은 38 μm 체(Sieve 400, ASTM400 38 μm, DAIHAN Scientific, Korea)를 이용하여 약제 처리 현탁액과 선충을 분리하였고, 체위에 걸러진 선충은 피펫을 이용해 증류수를 1 mL씩 5회이상 분주하여 세척한 뒤, 세척이 완료된 선충에 증류수를 분주하여 소나무재선충 현탁액을 만들어 15 mL conical tube (Falcon, Mexico)에 옮겨 담았다. 소나무재선충 현탁액은 Voltex (Seoulin Vioscience, Korea)를 이용해 선충의 밀도에 따라 증류수를 추가적으로 첨가하여 현탁액을 100마리/0.02 mL로 희석해주었다. 소나무재선충의 접종은 충분히 자란 쟂빛곰팡이균 배지의 균총을 소독한 핀셋을 이용하여 제거하고, 해당 부위에 피펫을 이용하여 소나무재선충 100마리/0.02 mL씩 접종해 주었다. 배지는 가정용 알루미늄 호일로 싸서 암조건을 유지시켜 주었고 선충의 증식을 위해 25°C의 항온기에 10일동안 보관하였으며, 이 후 깔때기법을 이용해 선충을 분리하여 해부현미경으로 조사하였다. 실험은 5회 반복 실시하였다.

        

      

      
        소나무 가지 내 증식 억제 실험
        소나무 가지를 이용한 소나무재선충 증식 억제 활성을 위한 실험 약제는 살선충 활성 검정과 동일하게 에마멕틴벤조에이트 합제 5종을 이용하였다(Table 1). 실험을 위한 소나무재선충은 잿빛곰팡이병원균을 이용한 실험과 동일한 방법으로 준비하였다. 소나무 가지에 대한 소나무재선충 접종은 실험실로 운반한 가지를 15 cm 내외가 되도록 자른 후 절단면에 파라핀으로 도포하여 수분의 손실을 방지해주었으며, 처리 후 각 가지의 중심부인 7.5 cm 부위를 10 mm 드릴을 이용하여 1 cm 천공을 만들어 주었다. 천공 후 해당 부위에 솜을 넣은 후 1000마리/0.5 mL의 소나무재선충을 피펫으로 접종하였으며, 천공 부위의 건조를 방지하기 위해 파라필름을 이용하여 싼 뒤 가정용 호일로 감싸 암조건을 유지해주었다. 접종이 완료된 가지는 25°C의 항온기에 가지의 윗부분이 위로 향하도록 세워 보관하였고, 30일 후 천공부위를 중심으로 9 cm에 해당하는 부위를 대상으로 전정가위를 사용하여 작은 파편으로 만들어 깔때기법으로 선충을 분리하여 해부현미경으로 조사하였으며 실험은 각 약제 별 3반복을 진행하였다. 한 개의 가지를 한 반복으로 3반복 처리하였다.

      

      
        통계분석
        소나무재선충에 대한 혼합제의 살선충 반수치사농도를 구하기 위해 Probit 분석하였다(PROC PROBIT, SAS 9.4 user’s guide, 2021).

        활동억제율은 동일 제조사에서 생산되는 단제 제품이 있을 경우 해당 제품과 살충제 성분을 혼합제의 활동억제율과 각 농도별에 따라 처리 평균간 차이를 Duncan’s multiple range test로 처리평균간 차이를 분산분석 하였다(PROC ANOVA, SAS/STAT® 9.3 user’s guide, 2011). 만일 동일 제조사에서 생산된 단제 성분이 없는 경우에는 원제사의 제품과 효과를 비교하였다. 단제 제품들에 대한 자료는 Lee et al. (2022)의 자료와 비교하였다.

        증식 억제 실험의 경우 reproduction factor (Rf)를 통해 증식율을 검정하는 방법(Rajasekharan et al., 2017)으로 수행하였는데 reproduction factor는 ‘최종 증식선충수/접종시 선충수’로 계산하였다. Rf값은 농도에 따른 처리 평균간 차이를 Duncan’s multiple range test로 처리평균간 차이를 분산분석 하였다.

      

    

    

  
    
      결 과
      
        소나무재선충에 대한 살선충 활성 검정
        실험에 사용 한 에마멕틴벤조에이트 성분의 합제 제품은 제조사별로 치사 농도 값(LC10, 20, 50, 90, 95)에 유의한 차이를 나타내었다(Table 2, Fig. 1).

        
          Table 2. 
				
          

          
            Lethal concentration of different emamectin benzoate mixed compound products against pine wood nematode in multi well plate
          
          

        

        
          
            
              	Codea)
              	Lethal concentration (mg/mL) / 95% fiducial limits
            

            
              	LC10
              	LC20
              	LC50
              	LC90
              	LC95
            

          
          
            	M.A
            	0.04703
(0.0455-0.04852)
            	0.05617
(0.05471-0.05757)
            	0.07892
(0.0775-0.08043)
            	0.13243
(0.12814-0.1373)
            	0.15337
(0.14744-0.16016)
          

          
            	M.B
            	0.06795
(0.06579-0.07)
            	0.07969
(0.07769-0.08158)
            	0.10808
(0.1063-0.10985)
            	0.17192
(0.16762-0.1767)
            	0.19609
(0.19019-0.20275)
          

          
            	M.C
            	0.03349
(0.0329-0.03406)
            	0.03762
(0.03708-0.03813)
            	0.04698
(0.0465-0.04745)
            	0.0659
(0.06489-0.067)
            	0.07254
(0.07121-0.07399)
          

          
            	M.D
            	0.10199
(0.0997-0.10411)
            	0.11303
(0.11101-0.11493)
            	0.1376
(0.136-0.13919)
            	0.18566
(0.1829-0.18864)
            	0.20212
(0.19855-0.20605)
          

          
            	M.E
            	0.620946
(0.615-0.62659)
            	0.658702
(0.65363-0.66353)
            	0.73749
(0.7335-0.74133)
            	0.87581
(0.8691-0.88296)
            	0.91956
(0.9112-0.928579)
          

        

        
          
            a) Refer to Table 1.
          

        

        

        
          
          

          Fig. 1. 
				
          

          
            Lethal concentration of different emamectin benzoate mixed compound products against the pine wood nematode in multi well plate.
          
          

          

        

        에마멕틴벤조에이트를 기반으로 제조된 합제들의 소나무재선충에 대한 LC50값은 MA처리에서 0.0789 mg/mL이었고, ME처리에서 0.737 mg/mL로 9.46배의 차이를 보였다(Table 1).

        각각의 처리별로 LC50 값을 기준으로 0.05~0.07 mg/mL대와 0.1~0.13 mg/mL대, 0.7 mg/mL대의 세 개의 그룹으로 대별되는 경향을 보였으며 LC90 이상에서는 0.07 mg/mL대와 0.15~0.2 mg/mL대, 0.9 mg/mL대의 세 개 그룹으로 대별되는 경향을 보였다(Fig. 1).

      

      
        소나무재선충 활동 억제 검정
        실험에 사용된 에마멕틴벤조에이트와 살충제 성분의 합제는 제품사별에 따라 선충 활동 억제력에 차이를 보였다(Table 3). 에마멕틴벤조에이트 합제의 경우 희석배수가 증가할수록 선충 활동 억제력은 감소하였으며, 에마멕틴벤조에이트 단제에 비하여 기준량 처리에서 낮은 활동 억제력을 보였다(Table 3).

        
          Table 3. 
				
          

          
            Comparison of paralysis rate after treatment with different emamectin benzoate and insecticide mixed compound products against Bursaphelenchus xylophilus in multi well plate
          
          

        

        
          
            
              	Codea)
              	Mean paralysis rate (%) ± SD
            

            
              	1/2,000
              	1/20,000
              	1/80,000
              	1/160,000
              	1/200,000
            

          
          
            	M.A
            	50.7 ± 5.8
            	35.9 ± 7.5
            	28.4 ± 5.3
            	10.5 ± 2.6
            	1.1 ± 1.3
          

          
            	M.B
            	93.4 ± 2.3ab)
            	86.4 ± 6.3a
            	48.6 ± 7.2a
            	24.2 ± 9.2a
            	8.3 ± 3.3a
          

          
            	M.C
            	38.8 ± 6.5d
            	26.6 ± 6.0c
            	19.2 ± 5.2c
            	7.3 ± 2.9c
            	0.9 ± 0.8c
          

          
            	M.D
            	44.4 ± 6.3c
            	27.5 ± 7.3c
            	8.2 ± 1.6d
            	7.1 ± 2.4c
            	3.7 ± 0.7b
          

          
            	M.E
            	80.5 ± 4.7b
            	65.4 ± 5.6b
            	24.9 ± 4.8b
            	15.9 ± 2.1b
            	0.7 ± 0.9c
          

          
            	Control
            	0.0 ± 0.0e
            	0.0 ± 0.0d
            	0.0 ± 0.0e
            	0.0 ± 0.0d
            	0.0 ± 0.0c
          

        

        
          
            a)Refer to Table 1.
          

          
            b)Means followed by same letters within the column are not significantly different (Duncan’s test, P<0.0001). MA; (Abamectin + emamectin benzoate) product was tested 1/3000 fold, so that statistics was not calculated together with other emamectin benzoate products.
          

        

        

        기준량 처리에서의 제품들 간 선충 활동 억제력에 차이는 2개 제품(MB, ME)의 경우 80% 이상의 활동 억제력을 보였으나 50%대 이하의 활동 억제력을 보이는 제품도 2종류(MC, MD)가 있었다(df=4, 36, F=546.39, P<0.0001)(Table 3).

        10배(df=4, 36, F=314.66, P<0.0001)와 40배(df=4, 36, F=141.92, P<0.0001) 희석 농도에서는 기준량에서 활동 억제력이 높았던 제품들의 경우 활동 억제력에 급격한 변화가 없었으나, 효과가 낮았던 그룹에 속하는 제품들은 활동 억제력이 급격히 감소하였다(Table 3). 전체적으로는 80배 희석 시 MB와 ME제품를 제외한 모든 제품에서 무처리와 통계적 유의성이 없었으며(df=4, 36, F=35.97, P<0.0001), 100배 희석에서는 MB를 제외한 나머지 제품들이 무처리 대비 통계적 유의성을 나타내지 않았다(df=4, 36. F=38.20, P<0.0001)(Table 3).

      

      
        소나무재선충 증식 억제 실험
        실험에 사용된 에마멕틴벤조에이트와 살충제 성분의 합제는 제품사별에 따라 선충 증식율에 차이를 보였다(Fig. 2, 3). 증식 실험 결과 기준량과 10배 희석한 농도에서는 증식이 되지 않아 그래프로 제시하지 않았으며, 기준량의 100배 희석한 농도에서부터 제품별로 증식수에 차이를 보였다. 전체적으로 배지 접종의 경우(Fig. 2)가 가지 접종(Fig. 3)보다 소나무재선충의 증식율이 상대적으로 높았다. 약제를 권장량의 100배로 희석하여 가지에 접종했을 때 ME제품이 가장 낮은 증식 억제 효과를 보였다(Fig. 3A)(df=4, 10, F=54.2, P<0.0001). 배지에서도 ME제품이 가장 낮은 증식 억제 효과를 보였으나 모든 처리구에서 무처리와 유의한 차이를 보였다(Fig. 3B) (df=4, 20, F=92.65, P<0.0001).

        
          
          

          Fig. 2. 
				
          

          
            Rate of reproduction in pine twigs after treatment with different emamectin benzoate mixed compound formulations.
            (A); 200,000 fold dilution, (B); 2,000,000 fold dilution.* MA has different dilution (recommended rate was 3000 fold); thus, it couldn’t be analyzed together with other emamectin benzoate mixed compound formulations.

          
          

          

        

        
          
          

          Fig. 3. 
				
          

          
            Rate of reproduction on Botrytis cinerea after treatment with different emamectin benzoate mixed compound formulations.
            (A); 200,000 fold dilution, (B); 2,000,000 fold dilution.* MA has different dilution (recommended rate was 3000 fold); thus, it couldn’t be analyzed together with other emamectin benzoate mixed compound formulations.

          
          

          

        

        권장량의 1000배로 희석하여 처리하였을 경우, 각 접종 방식에 따른 증식 억제율은 무처리구 대비 억제되었으나 100배 희석농도에 비해 상대적으로 높은 증식 수를 보였다(Fig. 2, 3). 가지 접종에서는 ME제품이 가장 낮은 억제 효과를 보였다(df=4, 10, F=7.82, P=0.0040). 배지 접종 실험에서도 유사한 결과를 보여 ME제품이 가장 낮은 억제 효과를 보였다(df=4, 20, F=7.35, P=0.0008).

        MA제품은 희석배수를 3000배로 수행하여 다른 처리구와 같이 통계 분석할 수 없어 reproduction factor로 비교하면 100배나 1000배 희석 시 0.181~2.075로 희석배수가 타 제품들에 비해 높게 희석했음에도 불구하고, 가장 우수한 증식 억제 효과를 나타내었다(Fig. 2, 3).

      

      
        동일 제조사에서 등록된 에마멕틴벤조에이트 합제 및 단제 성분 제품의 소나무재선충에 대한 살선충 및 선충 활동 억제 효과 비교
        동일 기업에서 제조되어 등록된 에마멕틴벤조에이트 합제의 경우 MC제품을 제외한 MB제품(에마멕틴벤조에이트+아세타미프리드)과 MD제품(에마멕틴벤조에이트+아세타미프리드), ME제품(에마멕틴벤조에이트+디노테퓨란) 모두 에마멕틴벤조에이트 단제 제품들에 비해 LC50값과 LC95값이 높아 단제에 비하여 효과가 낮았다(Table 4).

        
          Table 4. 
				
          

          
            Comparison of mixed emamectin benzoate and single formulation products from same company producer
          
          

        

        
          
            
              	Code
              	Pesticidea)
              	LC50 (95% FL)
              	LC90 (95% FL)
              	Paralysis rate (%) (Mean ± SD)
              	Reproduction factor (dilution fold)
              	
              	
              	
            

            
              	1/2,000
              	1/20,000
              	1/80,000
              	1/160,000
              	1/200,000
              	Twig
(1/200,000)
              	Twig
(1/2,000,000)
              	B. cinerea
(1/200,000)
              	B. cinerea
(1/2,000,000)
            

          
          
            	M.B
            	Emamectin+
Acetamiprid
2+8% DC
            	0.10808
(0.10632-0.10985)
            	0.17192
(0.1676-0.1767)
            	93.4 ± 2.3c
            	86.4 ± 6.3b
            	48.6 ± 7.2c
            	24.2 ± 9.2c
            	8.3 ± 3.3c
            	1.3 ± 0.5a
            	5.8 ± 2.4a
            	5.3 ± 4.8a
            	376 ± 327.9a
          

          
            	E.A*
            	Emamectin
2.15% EC
            	0.00710.00781
(0.00706-0.00714)
            	0.00781 (0.0077-0.0079)
            	95.6 ± 1.2b
            	95.6 ± 2.1a
            	86.8 ± 3.7b
            	82.4 ± 5.3a
            	29.7 ± 7.3a
            	0.05 ± 0.04b
            	0.8 ± 0.4b
            	0.11 ± 0.08b
            	9.9 ± 6.2b
          

          
            	E.B*
            	Emamectin
2.15% EC
            	0.0054
(0.0053-0.0055)
            	0.00711 (0.007-0.00729)
            	97.5 ± 0.8a
            	96 ± 1.2a
            	93.7 ± 2.0a
            	35.0 ± 10.6b
            	18.4 ± 6.9b
            	0.01 ± 0.01b
            	1.5 ± 1.8b
            	0.14 ± 0.08b
            	9.8 ± 3.5b
          

          
            	P.A
            	Acetamiprid 10
% ME
            	N/Db)
            	N/D
            	-c)
            	-
            	-
            	-
            	-
            	-
            	-
            	-
            	-
          

          
            	M.C
            	Emamectin+
Acetamiprid
2.15+8% ME
            	0.04698
(0.0465-0.0475)
            	0.0659 (0.0649-0.067)
            	38.8 ± 6.5b
            	26.6 ± 6.0b
            	19.2 ± 5.2b
            	7.3 ± 2.9b
            	0.9 ± 0.8b
            	0.6 ± 0.1a
            	13.5 ± 8.7a
            	143 ± 92.7a
            	425.9 ± 270.4a
          

          
            	E.C*
            	Emamectin
2.15% EC
            	0.20124
(0.197-0.20551)
            	0.30451 (0.2943-0.3166)
            	99.7 ± 0.4a
            	99.2 ± 0.6a
            	98.6 ± 1.3a
            	95.2 ± 2.9a
            	6.2 ± 3.0a
            	3.5 ± 3.2a
            	7.2 ± 3.6a
            	1.7 ± 0.9b
            	25.5 ± 3.9b
          

          
            	P.A
            	Acetamiprid 10%
ME
            	N/D
            	N/D
            	-
            	-
            	-
            	-
            	-
            	-
            	-
            	-
            	-
          

          
            	M.D
            	Emamectin+
Acetamiprid
6+10% SL
            	0.1376
(0.136-0.1392)
            	0.18566 (0.1829-0.1886)
            	44.4 ± 6.3b
            	27.5 ± 7.3b
            	8.2 ± 1.6b
            	7.1 ± 2.4b
            	3.7 ± 0.7b
            	0.7 ± 0.4a
            	5.5 ± 2.6a
            	1.7 ± 0.8a
            	192.1 ± 84.9a
          

          
            	E.D*
            	Emamectin
2.15% EC
            	0.01428
(0.01337-0.01523)
            	0.05056 (0.0463-0.0557)
            	95.7 ± 1.6a
            	73.8 ± 9.6a
            	67.9 ± 10.5a
            	57.1 ± 18.5a
            	7.7 ± 1.8a
            	0.2 ± 0.1a
            	4.4 ± 3.4a
            	2.3 ± 0.8a
            	43.5 ± 13.1b
          

          
            	P.A
            	Acetamiprid 10%
ME
            	N/D
            	N/D
            	-
            	-
            	-
            	-
            	-
            	-
            	-
            	-
            	-
          

          
            	M.E
            	Emamectin+
Dinotefuran
4.5+15% SL
            	0.737448
(0.73353-0.74133)
            	0.87581 (0.8691-0.883)
            	80.5 ± 4.7b
            	65.4 ± 5.6b
            	24.9 ± 4.8b
            	15.9 ± 2.9b
            	4.8 ± 0.9b
            	5.8 ± 0.5a
            	19.5 ± 3.5a
            	259.8 ± 99.7a
            	755.9 ± 222.5a
          

          
            	E.E*
            	Emamectin
2.15% EC
            	0.20509
(0.19895-0.21073)
            	0.35057 (0.3425-0.3597)
            	98.9 ± 1.3a
            	98.2 ± 1.6a
            	98.6 ± 0.8a
            	96.4 ± 1.6a
            	0.8 ± 4.7a
            	4.9 ± 2.9a
            	11.8 ± 2.4b
            	1 ± 0.7a
            	17.3 ± 6.1b
          

          
            	P.B
            	Dinotefuran
20% WG
            	N/D
            	N/D
            	-
            	-
            	-
            	
            	-
            	-
            	-
            	-
            	-
          

        

        
          
            a)with active ingredient (%) and formulation.
          

          
            b)N/D; Used undiluted solution but there's no effect.
          

          
            c)-; There was no effect.
          

          
            *Data from Lee et al., (2022).
          

        

        

        선충 활동 억제 효과의 경우도 실험에 사용한 전 희석 배수(1/2,000~1/2,000,000배) 처리에서 합제가 단제에 비해 선충 활동 억제 비율이 낮았으며, 살선충 효과가 더 좋았던 MC제품 또한 단제보다 활동 억제 비율이 낮았다(Table 4).

        증식 억제 실험의 경우 증식이 이루어진 농도대인 1/200,000, 1/2,000,000배에서 합제가 단제에 비해 선충 증식 억제 효과가 낮았으며, MC제품 또한 단제보다 증식 억제가 낮았다(Table 4).

      

    

    

  
    
      고 찰
      현재 우리나라에서는 소나무재선충 방제를 위해 예방 나무주사 약제로 아바멕틴, 에마멕틴벤조에이트, 밀베멕틴 성분의 방제제를 사용하고 있으나, 그 중 주로 사용되는 약제는 아바멕틴과 에마멕틴벤조에이트이다(Shin, 2008; Lee et al., 2009; Kwon et al., 2011; Lee at al., 2020; RDA 2022).

      소나무재선충에 활성이 있는 에마멕틴벤조에이트와 매개충인 솔수염하늘소나 북방수염하늘소에 활성이 있는 것으로 알려져 있는 아세타미프리드나 디노테퓨란 혼합제의 소나무 재선충에 대한 살선충 활성은 제품들 간에 차이를 보였으나 살충제 성분이 소나무재선충에 대한 살선충 효과는 미미하여 합제 제품들간의 살선충 활성 차이는 합제에 함유된 에마멕틴벤조에이트에 의해 유발되는 것으로 생각된다. 또한 합제의 살선충 효과가 동일 제조사의 에마멕틴벤조에이트 단제에 비하여 높지 않은 부분들은 유효성분 함량의 차이가 있음에도 불구하고 LC값에 차이가 있어 살충제 성분에 의해 살선충력에 간섭효과가 있는 것으로 생각되었다. 특히 살충제 성분들은 소나무재선충에 살선충 활성뿐만 아니라 활동력이나 증식에도 영향을 주지 않는 것으로 나타나 소나무재선충과 매개충 동시 대상 나무주사 약제들이 살선충제 단제에 비하여 소나무재선충 억제에 기여효과가 없는 것으로 나타났다. 본 연구에 사용된 합제들은 에마멕틴벤조에이트의 유효 성분량이 단제에 비해 높은 경우도 선충 활동 억제 실험에서 전반적으로 단제보다 낮은 효과를 나타내었다(Lee et al., In press).

      선행연구에서 에마멕틴벤조에이트 단제 약제들은 제조사별에 따라 소나무재선충에 대한 살선충 활성이나 증식억제 활동에 큰 차이를 보였고(Lee at al., In press), 본 연구에서도 선행연구 결과와 동일하게 제품별에 따라 살선충 활성과 증식억제 활성에 차이를 보였다. 실험에 사용한 에마멕틴벤조에이트 합제 제품들의 에마멕틴벤조에이트 함유량이 차이가 있음에도 불구하고, 소나무재선충에 대한 활동억제나 증식 억제력은 에마멕틴벤조에이트의 함량과 무관한 양상을 보였는데 이러한 차이가 부재에 의한 차이인지 활성성분의 순도와 같은 질적요인에 의한 것인지는 추가적인 연구가 필요할 것으로 생각된다.

      나무주사 약제의 효과는 수체 내에서 약제의 이동과 효과의 지속성이 중요한 관건요인의 하나이기 때문에 실험에 사용한 약제들이 실제 수간주입 시 약효지속기간이나 잔류량에 어떤 차이가 있는지 추가적인 연구가 필요할 것 생각되지만 소나무재선충에 대한 효과만을 고려하면 에마멕틴벤조에이트 합제에 비하여 단제 사용이 바람직할 것으로 생각된다.

      일반적인 상업용 농약제품의 약효평가는 방제대상에 대한 유효성분의 함유량에 따른 독성을 반수치사농도를 통해서 나타내어 평가한다(Cox and Surgan, 2006; USEPA, 2006). 그러나 상업용 제품의 경우 비활성 또는 기타 성분으로 알려진 보조적 성분과 혼합하여 활성 성분을 제형화 하는데, 이러한 성분은 전체 제형의 부피 중 97%이상을 구성하고 있지만 부재의 물질이 고독성이 아닌 이상 라벨에 표기할 의무가 없기 때문에 이러한 성분에 대한 정보가 기밀적으로 유지되어오고 있다(Cox and Surgan, 2006; Jin, 2016).

      이러한 비활성 성분은 일반적으로 보조재, 용매, 유화제, 계면활성제 및 방부제로 작용을 하는데, 우리나라 기업들은 동일한 활성 성분에 제조업체 별 다른 부재를 선호하고 사용하기 때문에, 활성 성분의 실용성 및 독성에 대한 약효가 부재 또는 살충제를 통한 교호작용으로 인해 변경될 수가 있다(Schmuck et al., 1994).

      Mayer and Ellersieck (1986)의 연구 결과에서 161가지의 순수 활성 물질에 대한 제형 별 살충제의 독성 효과를 비교한 결과, 전체 제형 중 57%는 영향을 받지 않았으며, 11%는 감소하고, 32%는 증가하는 것을 확인할 수 있다는 점에서 각 제품별 약효 차이는 유효성분과 비활성 성분 및 살충제 성분의 교호작용을 통해 약효에 영향을 줄 수 있음을 알 수 있다. 따라서 추후 소나무재선충 나무주사 약제 개발에서 합제의 조합이나 부재의 선택에 소나무재선충에 대한 활성 영향 평가가 부가적으로 수행되어야 할 것으로 생각되며 실제 나무주사 시 약효 지속성에 관한 부가적인 연구들도 필요할 것으로 생각된다.
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