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            초록
          
        

        
          Bee-vectoring technology is a new concept for crop protection by disseminating microbial control agents onto economical crops using bee pollinators. This study was carried out to determine control effect in screened cages against apple fire blight using developed dispensers. The temperature in honey bee hives equipped with dispensers and in dispensers was 30.8 and 29.3°C, and relative humidity was 66.1 and 72.9%, respectively. The number of individuals entering the hives per 10 minutes through the dispenser installed at the entrance, including Bombus terrestris, Apis mellifera and Apis cerana, was 7, 91, and 207, respectively, and the time period with the highest entrance frequency of entry was between 2:00 and 4:00 p.m. A. mellifera delivered transport substances to the farthest distance (70 m) within the tested apple green house. The error rate(%) of these pollinating bees adapted to finding the entrance and exit of the dispenser and carrying out normal pollinating activities was 1.7, 21.1, and 44.1% in B. terrestris, A. mellifera and A. cerana, respectively. The amount of microbial agent per A. mellifera and A. cerana was 3.6(±0.59) and 1.2(±0.32) mg, showing a significant difference (t-test, P = 0.0008). A. mellifera delivered about 3 times more than A. cerana. The mortality of B. terrestris exposed to the microbial products (B. subtilis QST713 and B. amyloliquefaciens MBI600) applied in cages in the apple house was 7 and 8% and the number of bee entrances in 30 minutes and the number of active bees in the cages were statistically insignificant. In addition, the incidence of fire blight in Hongro flowers was 35.8% in the B. subtilis QST713 and 84.2% in the B. amyloliquefaciens MBI600 treatments, and the corresponding control effect was 61% and 6.9%, respectively. Therefore, it was found that B. subtilis QST713 is useful as a bee-vectoring microbial agent for controlling fire blight. Based on these results, we will further study to apply the developed dispensers for control various crop diseases in green houses and fields.
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      서 론
      비벡터링 (Bee vectoring) 기술은 인간이 자연을 모방한 매우 바람직한 사례들 중 하나로 벌을 비롯한 다양한 곤충들은 꽃에서 꽃으로 화분을 운반하고 세균과 곰팡이 포자 등을 전달할 수 있는 능력을 갖추고 있다 (Wael et al., 1990). 우리는 이러한 원리를 받아들여 이것을 상업적인 화분매개 목적과, 보다 최근에는 생물적 방제제인 미생물제들의 운반자로서 이용하기 시작했다. 기술적 용어로서 곤충벡터 기술 (entomovector technology)로서 도입되었는데 (Hokkanen and Menzler-Hokkanen, 2007), 넓은 의미에서 보면 이 기술에 속하는 비벡터링 기술은 작물 또는 식물을 보호할 목적으로 미생물제를 곤충과 같은 매개체들을 이용해서 이들에게 전달하는 것을 의미한다 (Fig. 1).

      
        
        

        Fig. 1. 
				
        

        
          The concept of bee-vectoring technology composed of pollinators such as bees, biological control agent and dispenser. When pollinators exited to forage outdoors and took pollinating activities, they delivered a biological control agent with their body and legs to target crops.
        
        

        

      

      1992년 초 양봉꿀벌 (Apis mellifera)이 상업적으로 이용할 수 있는 미생물제로 식물병원균으로서 잘 알려진 딸기 잿빛곰팡이균 (Botrytis cinera) 방제용으로 곰팡이인 Gliocladium roseum을 운반하는 데 활용되었다 (Peng et al., 1992). 곤충벡터링 시스템에서 활용 가능한 가장 중요한 2종 화분매개자들은 바로 양봉꿀벌과 뒤영벌류 (Bombus spp.)로서 전자는 북미, 유럽, 남아메리카 그리고 아시아에서 이미 화분매개자로 이용되고 있고 후자 역시 북미에서는 유럽뒤영벌 (B. impatiens) 그리고 유럽과 국내에서는 서양뒤영벌 (B. terrestris)이 상업화된 상태이다. 이들 벌들을 비벡터링에 이용한 사례는 노지 딸기에서 잿빛곰팡이병을 방제할 목적으로 Trichoderma harzianum을 사용하여 평균 22% 높은 수확량을 달성했다 (Kovach et al., 2000). 이와 유사하게 핀란드에서도 노지 딸기에서 Gliocladium catenulatum을 비벡터링에 이용하여 58%의 수확량 증가를 가져왔다 (Smagghe, et al., 2012). 특히, 유럽뒤영벌 (B. impatiens)을 이용하여 Clonostachys rosea을 운반한 토마토와 단고추 (Capsicum annuum L. cv. Edison)에서 잿빛곰팡이병의 발생을 각 51.5%와 53% 억제하였다 (Kapongo et al., 2008). 병 발생 억제와 더불어 해충 방제에도 비벡터링 기술을 이용하기 위한 연구들이 이뤄졌다. 이러한 생물적 방제원으로서 비벡터링을 활용하는 데 있어 해충 방제에도 적용하기 위해 온실가루이, 꽃노랑총채벌레, 진딧물류 등의 방제를 위해 적합한 제형 개발 및 최적 농도 구명 등에 관한 연구가 이뤄졌다 (Al-mazra’awi et al., 2006). 국내에서도 서양뒤영벌 벌통에 비벡터링 기술을 적용 가능한 디스펜서의 개발이 이뤄졌고, 서양뒤영벌에 영향을 주지 않는 약제를 선발하여 활용하기 위한 연구가 이뤄졌다 (Park et al., 2013, 2020; Kim, 2020). 일본에서도 화분매개벌로 잘 알려진 머리뿔가위벌 (Osmia cornifrons)에 Bacillus subtilis 기반의 생물적 방제제 (Serenade®)의 운반자로 사과 화상병 방제용으로서 잠재적인 활용성이 밝혀졌다 (Joshi et al., 2020).

      이러한 곤충벡터링 시스템은 화분매개와 식물병 예방을 동시에 달성할 수 있도록 하는 장점이 있다. 결과적으로 사용 농가는 식물병에 대한 예방으로 생산량 증가에 따른 수익을 얻을 수 있다. 또한 부차적으로는 환경 및 인축에 영향을 미칠 수 있는 화학합성제 사용의 감소 그리고 온실과 연관된 물과 전기적 사용량을 감소시켜 더 낮은 탄소발자국의 혜택을 가져올 수 있다 (Smagghe et al., 2012; Fenner et al., 2013). 콜럼비아에서 꿀벌과 딸기 잿빛곰팡이병 방제용 T. harzianum의 이용으로 얻어진 경제적 효과는 화분매개로 연간 ha당 약 2,987 USD, 농약 사용 처리비 감소로 약 1,405 USD, 잿빛곰팡이병 1.88% 감소에 따른 872 USD 이득 등을 합산하면 연간 ha당 약 3,710 USD의 절감 효과를 가져다 주는데, 이는 이 기술을 실행하는 데 소요되는 비용 대비 3배나 더 초과한 이익을 실현해 준다는 것을 의미한다 (Espinosa et al., 2020).

      그래서 본 연구에서는 이와 같이 유용한 비벡터링 기술에 필수적인 화분매개벌의 이용에 적합한 디스펜서를 고안하였고, 이것을 벌통 입구에 결합시켰을 때 벌통 내부의 온도 및 상대습도의 변화 그리고 화분매개벌의 행동에 미치는 영향 등을 조사하였다. 또한 디스펜서에 처리된 미생물제의 노출에 의한 서양뒤영벌의 살충률 및 사과 화상병 방제에 대한 효과를 조사함으로써 본 연구에서 개발된 디스펜서가 비벡터링용 작물보호 수단으로서의 활용 가능성을 알아보았다.

    

    

  
    
      재료 및 방법
      
        1. 비벡터링 디스펜서 고안
        비벡터링 디스펜서는 서양뒤영벌용과 양봉꿀벌 및 재래꿀벌용 등 2종으로 폴리에틸렌 재질의 플라스틱으로 설계하였다. 설계에서 처음 고려한 사항은 출입하는 화분매개벌들이 미생물제를 벌통 내부로 들어오지 않도록 하는 것이었다. 서양뒤영벌용의 경우, 국내에서 유통되고 있는 서양뒤영벌 벌통들의 출입구 모양과 위치가 각 제조사별로 상이하여 이들 모두에 적용 가능하도록 설계하였다. 서양뒤영벌 디스펜서는 본체의 후면에 벌통의 출구와 본체가 결합되도록 2개의 구멍을 내고 이것을 벌통과 연결시키는 어댑터를 갖고 있다. 서양뒤영벌 벌통 출구가 왼쪽에 위치해 있으면 어댑터를 왼쪽 구멍에 결착시켜 벌통과 본체를 연결시키고 나머지 한쪽의 구멍은 폐쇄시킨다. 그리고 벌들이 디스펜서 본체 내로 들어오면 몸에 미생물제를 충분히 묻힐 수 있도록 들어온 입구의 대각선 쪽에 투명 또는 빗살무늬 형태의 미닫이 문을 설계하여 빛이 유입될 수 있도록 함으로써 유입된 벌들이 빛을 보고 출구를 찾을 수 있도록 설계하였다. 본체의 출구 역시 입구와 동일하게 2개로 구성하여 한쪽은 폐쇄하는 형태로 디자인하였다. 빛은 안쪽에서만 열릴 수 있도록 한 출구 쪽 미닫이 문을 통해서만 디스펜서 본체 내로 유입된다. 디스펜서 내로 벌들의 유입을 차단하거나 모든 화분매개활동이 완료되면 벌들의 출구에 차단판을 설치할 수 있도록 하였다 (Fig. 2A and 2B).

        
          
          

          Fig. 2. 
				
          

          
            The overall and operating views of the dispenser developed for deploying Bombus terrestris (A & B), Apis mellifera and Apis cerana (C & D) for vectoring biological control products.
          
          

          

        

        양봉꿀벌과 동양종꿀벌에 적용할 디스펜서는 벌통 소문에 직접 설치하여 기존 벌통의 별다른 변형 없이 디스펜서만을 설치하여 활용할 수 있도록 설계하였다. 디스펜서의 본체 입구를 벌통 소문에 맞게 연결하고 본체 내로 유입된 벌들은 미생물제를 묻혀 앞쪽 원뿔형 모양의 출구로 나가게 된다. 반면 화분매개활동을 마치고 벌통으로 들어오는 벌들은 본체 뚜껑을 착륙판 삼아 벌통 내로 그대로 유입되도록 설계함으로써 약을 묻힌 벌들이 벌통 내로 유입되지 않도록 하였다 (Fig. 2C and 2D).

      

      
        2. 디스펜서 설치 후 봉군 내부 온습도 조사
        양봉꿀벌 벌통에 디스펜서를 설치하였을 때, 벌통의 내부 온도 및 습도에 미치는 영향을 조사하였다. 이러한 온도 및 습도 변화를 알아보기 위해 데이터로거 (S500EX, HUATO Electronic, China)를 벌통 외부, 디스펜서 내부 및 벌통 내부에 2023년 5월 13일과 6월 01일에 설치하여 15분 간격으로 24시간 동안 조사하였다.

      

      
        3. 디스펜서 이용이 벌들의 행동에 미치는 영향
        시험에 사용한 서양뒤영벌은 시중에서 판매되는 것 (살림벌, 살림농업회사법인, 경남 밀양시 봉황리)을 구입하여 사용하였는데, 각 벌통의 개체수는 여왕벌 1, 일벌 약 80마리 정도였고, 벌통을 격리시설 (충청북도 충주시 산척면 양지담길 41; 37.10569, 127.9613; 9×52×4.5 m 하우스) 입구와 중간지점에 각각 설치하였다. 양봉꿀벌은 소비 8장으로 구성된 벌통 3군을 인천대학교 양봉장 (인천대학교 송도캠퍼스 양봉장, 37.37253, 126.6300)에 두고 사용하였고, 재래꿀벌은 국립농업과학원 내 재래봉장 (전북특별자치도 완주군 이서면 농생명로 166)에서 유지 관리하고 있는 벌통들을 그대로 활용하였다.

        이 실험에서 벌통에 연결된 디스펜서들을 출입한 벌들의 숫자, 디스펜서에 탑재된 미생물제 (Serifel®, Bacillus amyloliquefaciens MBI600)를 운반하는 각 개체별 운반량 그리고 디스펜서들이 설치된 후 출구로 나온 벌들이 다시 출구로 들어가는지에 대한 오류율을 조사하였다. 디스펜서를 서양뒤영벌 벌통 또는 서양종 및 동양종 벌통에 설치 후 06:00부터 19:00시까지 시간당 10분씩 이들 3종 화분매개벌들의 디스펜서 출입 개체수를 카메라 (Action Cam AT-Q60CR, Tripper, China)를 설치하여 조사하였다.

      

      
        4. 화분매개벌의 미생물제 운반량 조사
        화분매개벌 개체당 미생물제 운반량을 조사하기 위해 벌통에서 나오는 양봉꿀벌과 재래꿀벌 20개체를 포획하여 조사하였다. 각 개체를 뚜껑이 있는 플라스틱 튜브 (15 mL)에 넣고, 이 튜브를 미생물제가 든 플라스틱 용기 부분 (2×5 cm)을 통과하여 지나가게 한 후, 동일한 플라스틱 튜브 (15 mL) 입구 안으로 들어가도록 고안하였다 (Fig. 3A). 이 튜브의 아래쪽에 직경 2 mm의 구멍을 뚫어 두었고, 이것을 다시 15 mL 튜브에 연결하여 벌이 사망할 때까지 유지하여 벌 몸에 묻었던 약제가 자연스럽게 아래쪽 튜브로 떨어지게 하였다 (Fig. 3B). 각 튜브에 수집된 분말의 양을 측정하여 꿀벌 개체별 미생물제의 운반량을 측정하였다 (Fig. 3C and 3D). 그리고 3종 화분매개벌들의 디스펜서 입구 및 출구를 찾아 정상적인 화분매개활동을 하는 데 소요되는 시간 (일)과 오류율을 디스펜서를 벌통에 설치한 후 오전 9시부터 12시까지 시간당 10분 동안 3일간 육안 관찰하여 조사하였다. 오류율은 디스펜서 출구를 나온 전체 벌들 중 다시 출구로 들어가는 벌들의 수에 대한 백분율로 제시하였다. 또한 각 벌통에 설치된 디스펜서의 출구를 통해 나온 벌들이 미생물제와 형광색소 (쿠팡상품번호: 6260130203-12741942287)를 혼합 (1 : 1, w/w)하여 시험 시설 사과원의 가장 먼 거리 (약 70 m)에 위치한 꽃을 채집하여 UV 조명 (Convoy S2 365 nm UV LED torch 10W)으로 관찰하였다.

        
          
          

          Fig. 3. 
				
          

          
            The schematic (A & B) and original photos (C & D) of a device designed to measure the delivering amount per Apis mellifera and Apis cerana. Each bee captured in a polyethylene tube (15 mL) entered into another compartment containing microbial product connected with another tube (5 or 15 mL, A). The stained bee with microbial dusts was kept in the above tube (5 or 15 mL) with a center hole (2 mm diameter) and the delivered dusts were dropped the bottom of the other polyethylene tube (5 or 15 mL, B).
          
          

          

        

      

      
        5. 서양뒤영벌에 대한 미생물제의 살충율 및 화상병 방제 효과
        국내에서 시판되는 2종 미생물제들 (Bacillus subtilis QST713와 Bacillus amyloliquefaciens MBI600)의 서양뒤영벌에 대한 사망률, 30분간 벌통 출입 횟수 및 스크린 망실 내 활동 중인 벌의 수 그리고 개화한 사과 홍로 (Malus pumila var. dulcissima)에서 화상병에 대한 방제 효과를 조사하였다. 미생물제 노출에 따른 서양뒤영벌의 사망률과 30분간 벌통 출입 횟수 및 망실 내 활동 중인 벌의 수를 격리하우스 내에 설치한 철제 프레임에 철망 (40메쉬)을 씌운 6개 케이지 (2×2×2 m)들에서 조사하였다. 각 케이지 내 벌통 앞에 서양뒤영벌의 먹이인 소량의 생화분을 페트리디쉬 (직경 90 mm)에 담아 제공하였다. 서양뒤영벌 벌통 출구에 연결된 디스펜서 내 미생물제는 약 20 g으로 채웠고, 케이지 내 죽은 벌들은 발견 즉시 제거하였다.

        또 다른 실험으로 비벡터링을 통한 화상병 방제 효과를 알아보기 위해 시험포장 격리시설에 설치한 철망을 씌운 6개 케이지들에 사과 (후지 3년생) 묘목 3주를 배치하였다. 서양뒤영벌 벌통은 여왕벌 1, 일벌 20마리로 구성하였고, 실내에서 5일 동안 순화한 뒤 케이지에 넣었다. 케이지 내 사과 묘목의 꽃들이 대부분 개화하기 시작한 시점 (80% 이상)에 미생물제를 서양뒤영벌용 디스펜서에 첨가하여 비벡터링을 실시하였다. 화상병 병원균 (Erwinia amylovora TS3128)의 인공접종은 2021년 4월 12일 야간에 OD600nm=0.7 농도로 희석하여 화총 전체에 분무하여 접종했다. 꽃 발병도는 다음 식을 이용하여 조사하였다 (Peil et al., 2019; Lee et al., 2023).
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        1등급 화총 수: 꽃 감염, 2등급 화총 수: 꽃 및 화경 감염, 3등급 화총 수: 꽃 및 과대아 감염, 4등급 화총 수: 꽃, 과대지 및 주변 신초의 수침상 증상, 5등급 화총 수: 단과지 및 연결가지 수침상 증상.

      

      
        6. 통계분석
        시험 벌통에 장착된 디스펜서를 유출입한 벌들의 출입수, 디스펜서 출입구 분간에 소요된 시간, 서양뒤영벌 사충률 등의 처리 간 자료의 분산 분석은 one-way ANOVA를 이용하였고, 자료의 평균간 비교는 Sheffe 검정을 실시했다 (SAS, 2014). 그리고 양봉꿀벌과 재래꿀벌 간 개체별 미생물제 평균 운반량 및 화상병 방제 효과에 대한 비교는 t-test (P=0.05)를 이용하였다.

      

    

    

  
    
      결과 및 고찰
      
        1. 디스펜서 설치 후 벌통 내부 온습도에 미치는 영향
        양봉꿀벌 벌통에 디스펜서를 설치하였을 때, 벌통의 내부 온도 및 습도에 미치는 영향을 조사하였다. 상대습도는 벌통 내부 및 외부 그리고 디스펜서 내부 간 통계적으로 유의한 차이를 보였는데 (F2,51=6.11, P=0.004), 상대적으로 디스펜서 내 습도 (72.9%)가 벌통 내부 (66.1%)에 비해 더 높았고, 꿀벌들의 활동에 가장 중요한 물리적 요소인 온도에 있어서는 벌통 내부 온도 (30.8℃)가 디스펜서 내부 온도 (29.3℃)에 비해 약 1.5℃ 높았고 외부 온도가 16.8℃로 상대적으로 낮은 점을 감안하면 양봉꿀벌들이 봉군 내 온도 조절에 있어 디스펜서 설치와 외부 온도에 의한 영향을 크게 받지는 않는 것으로 보인다 (Table 1).

        
          Table 1. 
				
          

          
            The difference of temperature and relative humidity (RH) in the Apis mellifera hives and bee-vectoring dispensers
          
          

        

        
          
            
              	Measuring position
              	Temp.
(mean±SE, ℃)
              	RH
(mean±SE, %)
            

          
          
            	Outside
            	16.8±0.03c
            	75.3±0.29a
          

          
            	Dispenser
            	29.3±0.06b
            	72.9±0.15b
          

          
            	Bee hive
            	30.8±0.06a
            	66.1±0.23c
          

        

        
          
            The different letters indicate significant difference tested by Scheffe’s test at P=0.05.
          

        

        

        디스펜서가 장착된 꿀벌 벌통 내 온도 및 상대습도는 30.8℃와 66.1%였고, 디스펜서 내 온습도는 각 29.3℃와 72.9%였다.

      

      
        2. 디스펜서 이용이 벌들의 행동에 미치는 영향
        화분매개벌 비벡터링용으로 제작한 디스펜서를 서양뒤영벌 벌통과 꿀벌통의 출입구에 설치한 후, 각 시험종 화분매개벌들의 행동 변화를 관찰하였다. 디스펜서를 출입하는 벌들의 숫자를 오전 6시부터 오후 7시까지 시간당 10분 단위로 조사한 결과, 서양뒤영벌의 평균 (mean±SE) 출입수는 7(±1.1)개체였고, 양봉꿀벌의 출입수는 평균 91(±19.6)개체였으며 동양종꿀벌의 출입수는 207 (±46.6)개체였다 (Table 2). 양봉꿀벌은 사과 하우스 내 가장 먼 거리 (70 m)의 사과나무 꽃에도 형광물질을 운반함을 확인하였다 (Suppl. 1). 또한 이들 3종 화분매개벌들의 출입 빈도가 가장 높은 시간대는 오후 2시에서 4시 사이였고, 3종 화분매개벌들의 디스펜서 입구 및 출구를 찾아 정상적인 화분매개활동을 하는 데 소요되는 시간 (일)은 서양뒤영벌이 0.5일로 가장 빠른 적응력을 보였고, 양봉꿀벌이 1일인 반면 동양종꿀벌은 3일 이상의 시간이 소요되었다. 각 화분매개벌들의 출입구 오류율은 1.7, 21.1 그리고 44.1%였다 (Table 2).

        
          Table 2. 
				
          

          
            Comparison of behavioral properties of three pollinators in beehives equipped with bee vectoring dispensers
          
          

        

        
          
            
              	Pollinator
              	Bee density in the beehives
              	No. of bee entry & exit (mean±SE)
              	Error rate for entrance
(mean±SE, %)
              	Delivered amount
per bee (mean±SE, mg)
            

          
          
            	
              Bombus terrestris
            
            	80
            	7±1.1b
            	1.7±1.2c
            	-
          

          
            	
              Apis mellifera
            
            	13,000
            	91±19.6b
            	21.1±6.5b
            	3.6±0.59**
          

          
            	
              Apis cerana
            
            	5,000
            	207±46.6a
            	44.1±3.0a
            	1.2±0.32
          

        

        
          
            The different letters indicate significant difference tested by Scheffe’s test at P=0.05.
          

          
            **The delivery amount of microbial product per A. mellifera and A. cerana was significantly different at t-test (P=0.01).
          

        

        

        일반적으로 먹이를 구하는 벌들의 행동은 이들의 명확한 행동들 중 하나로 이러한 행동은 꿀벌 봉군 및 주변 환경과 연관되어 있다. 그래서 봉군 내외의 다양한 요인들이 이러한 행동에 영향을 미치는데, 특히 봉군 내외의 다양한 요인들 중 습도나 온도가 중요한 영향을 미치는데, 건조한 환경에서는 일벌들이 오전 10시보다는 오전 8시에 더 많이 활동하면서 먹이 구하는 행동을 더 활발히 하였다 (Alqarni, 2006). 또한 아일랜드 사과 과수원에서 꿀벌의 활동은 약 20℃에서 가장 높은 반면, 뒤영벌은 더 낮은 온도인 약 14℃에서 활발하게 활동하였다 (Karbassioon et al., 2023). 그리고 야외 양파 꽃에 일벌들이 가장 많이 방문하는 시간은 오전 11시부터 12시 사이였으며 (Yucel and Duman, 2005), 중국 사천성 남부 지역 도심지에서 겨울에 화분매개활동을 하는 지역 재래꿀벌 (Apis cerana cerana)의 최대 먹이활동 시간은 오후 2시부터 3시 사이였다 (Chen et al., 2016). 이와 비슷하게 본 연구에서 개발된 디스펜서를 이용하여 양봉꿀벌, 동양꿀벌 및 서양뒤영벌 등 3종 일벌들의 출입 빈도를 조사하면 오후 2시부터 4시 사이에 가장 활발한 활동을 보였다 (Kim et al., 2024). 한편, 아일랜드 유채 (Brassica napus L.) 밭에서 양봉꿀벌과 서양뒤영벌의 활동을 비교해 보면, 양봉꿀벌은 오전 6시부터 10시 사이에 활동을 시작해서 오전 10시부터 오후 2시 사이에 최대의 활동을 보였고, 서양뒤영벌은 이른 아침에 활동을 시작해서 오전 6시부터 10시 사이에 최대의 활동을 보이다가 오전 10시부터 오후 6시까지 감소된 후 다시 저녁 시간인 오후 6시부터 오후 10시까지 증가하는 특징을 보였다 (Karbassioon and Stanley, 2023). 그리고 양봉꿀벌 수컷들의 봄과 여름 시기에 가장 활발한 비행 활동을 보이는 시간은 오후 2시부터 6시 사이였다 (Reyes et al., 2019). 동양종꿀벌의 먹이활동은 주변 온도가 약 10℃일 때 오전 10시 무렵에 최대를 보인 반면, 양봉꿀벌은 주변 온도가 약 20℃일 때 오전 11:30분에 최대를 보였다. 이는 동양종꿀벌이 양봉꿀벌에 비해 더 이른 시간 및 더 낮은 온도에서 먹이활동을 한다는 것을 의미한다 (Tan et al., 2012). 결과적으로 화분매개벌을 이용하여 비벡터링 기술을 활용하기 위해서는 적용 대상 작물 종, 지역 환경 및 시기, 화분매개벌 종 등을 고려할 필요가 있다.

        또한 양봉꿀벌과 재래꿀벌 20개체를 포획하여 개체당 미생물제의 운반량을 조사한 결과, 양봉꿀벌과 재래꿀벌 각각 3.6(±0.59)과 1.2(±0.32) mg으로 전자가 후자에 비해 약 3배 더 많은 운반량을 보여 통계적으로 유의한 차이 (t-test, P=0.0008)를 나타냈다 (Table 2). 이는 아마도 재래꿀벌이 양봉꿀벌에 비해 몸집이 더 작고 더 적은 봉군을 구성하여 둥지 속에서 생활하는 반면, 양봉꿀벌은 재래꿀벌에 비해 몸집도 더 크고 가슴과 배에 더 많은 수의 털을 갖고 있어 미생물제를 이러한 털들에 더 많이 운반했기 때문으로 보인다 (Koetz, 2013; BeeAware, 2022). 양봉꿀벌의 털 길이와 몸 부속지들의 숫자 사이에 양의 상관관계가 있음이 알려졌고 (Khan and Liu, 2022), 또한 벌이 날개와 안테나 기부에 묻은 먼지나 화분을 제거하고 몸의 털들을 재정렬하는 자가 청소행동 (auto grooming behavior)의 차이도 미생물제 운반량에 영향을 미칠 수 있는 요인들이므로 향후 이에 대한 연구가 필요할 것으로 생각한다.

      

      
        3. 서양뒤영벌에 대한 미생물제의 영향 및 화상병 방제 효과
        시험에 사용한 미생물제 (B. subtilis QST713와 B. amyloliquefaciens MBI600)들의 서양뒤영벌에 미치는 영향을 케이지 시험으로 조사하였다 (Table 3). 서양뒤영벌에 대한 B. subtilis QST713와 B. amyloliquefaciens MBI600 제제의 사망률은 각 6%와 8%로 무처리구의 7%와 통계적으로 유의한 차이를 보이지 않았다 (F2,9=1.87, P>0.05). 30분간 벌통 출입 횟수와 망실 내 활동 중인 벌의 수를 계수하여 조사한 활동량에서도 무처리구와 비교하여 통계적으로 유의한 차이를 보이지 않았다 (F2,9=0.39, P>0.05). 본 시험에서 나타난 미생물제의 서양뒤영벌에 대한 낮은 살충률은 기존에 보고된 6종 (Bacillus thurigiensis var. kurstaki, B. subtilis QST713, B. subtilis Y1336, B. subtilis KBC1010, Simplicillium lamellicola BCP, Ampelomyces quisqualis AQ94103)의 서양뒤영벌에 대한 살충 결과와 유사하였다 (Park et al., 2020).

        
          Table 3. 
				
          

          
            Incidence in flowers, control effect by bee vectoring management, number of bumble bees observed in dispenser entrance for 30 minutes, number of the bees found in screen cage and mortality of the bees exposed to Bacillus subtilis QST713 and Bacillus amyloliquefaciens MBI600 products
          
          

        

        
          
            
              	Material
              	No. of entrance per 30 min
              	No. of bees found actively in screened cage
              	Bee mortality
(mean±SE, %)
              	Incidence in flowers
(mean±SE, %)
              	Control effect
(mean±SE, %)a
            

            
              	In
              	Out
            

          
          
            	Bacillus subtilis QST713
            	21±2.4a
            	19±3.8a
            	19±3.2a
            	6±2.4a
            	35.8±11.4b
            	61±11.3**
          

          
            	Bacillus amyloliquefaciens MBI600
            	22±0.9a
            	20±1.8a
            	10.3±1.5a
            	8±1.4a
            	84.2±7.9a
            	6.9±6.2
          

          
            	Untreatment
            	20±1.1a
            	21±1.7a
            	12±3.8a
            	7±1.8a
            	88.7±3.8a
            	-
          

        

        
          
            The different letters indicate significant difference tested by Scheffe’s test at P=0.05.
          

          
            **The control effect of tested microbial products was significantly different at t-test (P=0.01).
          

          
            aDisease severity=[(No. of flower cluster class 1×1)+(No. of class 2×2)+(No. of class 3×3)+(No. of class 4×4)+(No. of class 5×5)]/(No. of total flower cluster×5)×100.
          

          
            1, floral infection; 2, flowers and peduncle infected; 3, flowers and bourse infected; 4, floral cluster, bourse, spur and spur leaves infected; twig connected spur infected.
          

        

        

        사과 꽃에서 화상병의 발병도는 미생물제 B. subtilis QST713와 B. amyloliquefaciens MBI600의 처리구에서 각 35.8%와 84.2%로 후자의 경우는 무처리구 발병도인 88.7%와 차이를 보이지 않았다 (Table 3). 이에 따른 과수 화상병에 대한 방제 효과는 각 61%와 6.9%로 일반적인 화학합성 살균제들의 방제력에 미치지 못함을 알 수 있었다. 따라서 비벡터링을 이용하여 과수 화상병을 화학합성제와 유사한 수준으로 방제하기 위해서는 비벡터링에 특화된 방제력이 우수한 적용 가능한 적합한 미생물의 선발과 이를 활용한 화분매개벌들이 운반할 수 있는 제제의 개발이 필요하다. 과수 화상병 방제 목적으로 상용화된 생물농약들에 주로 사용되고 있는 미생물들은 Pseudomonas Áuorescens A506 (Blight BanTM A506), Pantoea vagans (Blight BanTM C9-1), B. subtilis QST713 (Serenade OptimumTM), B. amyloliquefaciens D747 (Double NickelTM), P. agglomerans E325 (Bloomtime BiologicalTM), Aureobasidium pullulans strains DSM 14940, DSM 14941 (Blossom ProtectTM) 등을 들 수 있다 (Llontop et al., 2020). 최근에 국내에서도 사과 화상병에 대한 생물적 방제원으로서 효모인 Candida vartiovaarae TAU-3이 신규한 균주로 알려졌다 (Kim et al., 2022).

        이상의 결과를 통해 본 연구에서 개발하여 활용한 디스펜서들은 향후 화분매개벌을 이용하여 작물 수정을 실시하고 있는 시설 하우스나 노지 등의 곤충 화분매개 작물들에 적용하기 위한 진전된 연구가 필요하다. 특히 화분매개벌에는 영향을 주지 않고 식품 잔류의 문제가 발생하지 않는 비벡터링 전용 생물적 방제 제형의 개발은 앞으로 이 기술이 작물 보호 분야에서 보다 폭넓게 활용되기 위해 반드시 선제적으로 해결되어야 할 주제이다.

      

    

    

  
    
      적 요
      비벡터링 기술은 화분매개벌들을 이용해서 경제적인 작물들에 미생물제를 전달하는 작물보호의 새로운 개념이다. 이 연구는 개발된 디스펜서들을 이용하여 사과 화상병에 대해 스크린 케이지에서 방제 효과를 조사하기 위해 수행되었다. 디스펜서가 장착된 꿀벌 벌통 내 온도 및 습도는 30.8℃와 66.1%였고, 디스펜서 내 온습도는 각 29.3℃와 72.9%였다. 디스펜서를 통해 10분당 벌통으로 들어오는 서양뒤영벌, 양봉꿀벌, 재래꿀벌의 개체수는 각 7, 91, 207개체로 오후 2~4시 사이에 가장 높은 출입 빈도를 보였다. 양봉꿀벌은 시험 사과원에서 가장 먼 거리인 70 m까지 운반물질을 전달하였다. 디스펜서 출입구를 찾아 정상적인 화분매개활동을 하는 서양뒤영벌, 양봉꿀벌, 재래꿀벌의 오류율은 각 1.7, 21.1, 44.1%였다. 양봉꿀벌과 재래꿀벌 개체가 운반하는 미생물제 양은 3.6(±0.59)과 1.2(±0.32) mg으로 양봉꿀벌이 약 3배 더 많이 운반하였다. 사과원 내 케이지에 적용한 미생물제 (B. subtilis QST713, B. amyloliquefaciens MBI600)에 대한 서양뒤영벌의 살충률은 각 7%와 8%였고, 30분간 출입하는 벌 수 및 케이지 안에서 활동하는 벌들의 숫자는 통계적으로 유의한 차이를 보이지 않았다. 또한 사과 꽃에서 화상병 발병률은 B. subtilis QST713 처리구에서 35.8%였고 B. amyloliquefaciens MBI600 처리구에서 84.2%로 이는 방제 효과가 61% 및 6.9%에 상응하는 결과를 보였다. 따라서 B. subtilis QST713는 화상병 방제용 비벡터링에 적합한 미생물제임을 알 수 있었다. 이러한 결과들을 바탕으로 개발된 디스펜서들을 하우스 및 노지에서 다양한 작물병 방제 목적으로 적용하는 시험을 향후 실시하려고 한다.
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              The experimental phosphorescent powder (green particles on petals and stigma) delivered by Apis mellifera to apple flowers at 70 m in the greenhouse apple orchard was detected at 365 nm UV led light (Convoy S2, Dongguan Kangwoyi Electronic Co., Ltd, China).
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