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            초록
          
        

        
          Bees rely on color and scents to locate blooming flowers. Flowering plants actively emit volatile organic compounds (VOCs) and eliciting behavioral responses in bees. Horned holly (Ilex cornuta) is evergreen shrub attracting pollinators with its dioecy flower blooming from April to May. Based on the observation that the horned holly blossom was more visited by Apis cerana and apple blossom nearby was more visited by A. mellifera. We hypothesized that the native honey bee is more closely associated with the native horned holly flower than the alien species of honeybee. Laboratory assessment evaluated the preference of each pollinator (A. cerana and A. mellifera to horned holly and apple using Y-Tube Olfactometer in choice and no-choice tests. Subsequently, VOCs from I. cornuta flower were analyzed using GC-MS. In no-choice Y-Tube tests, both A. cerana and A. mellifera exhibited a stronger preference for the horned holly compared to the control. In choice test, A. mellifera did not show different preference, but A. cerana showed significant preference to the horned holly over apple. Analysis of VOCs of I. cornuta revealed that 1,4-Dimethoxybenzene, 3-Methylpentanol, (Z)-3-Hexenol, Methyl Alcohol and (E)-2-Hexenal were the major components. As the horned holly has limited distribution and is register in the red list, pollination by A. cerana can be important component for the conservation program.
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      서 론
      호랑가시나무 (Ilex cornuta)는 감탕나무과 (Aquifolia-ceae) 감탕나무속 (Ilex)에 속하는 상록활엽 소교목으로 우리나라 전라남도와 전라북도 해안가와 제주도에 제한적으로 자생지가 분포하고 있다 (Son et al., 2007). 호랑가시나무의 꽃은 4~5월에 암수딴그루로 총생하며, 꽃대의 꼭대기 끝에 5~6개의 꽃이 방사형으로 달린 산형꽃차례 (Umbel)의 형태를 가진다. 수꽃의 경우 지름 약 7 mm로 하얀색을 띤다. 또한, 호랑가시나무는 세계자연보전연맹 (International Union for Conservation of Nature)에 적색목록 관심대상 (Least Concern, LC)에 등재되어 있으며 (환경부 국립생물자원관), 종 보존을 위한 화분매개자의 역할이 매우 중요하다.

      화분매개자는 전체 작물의 75%를 포함해 전 세계 개화 식물의 80% 이상의 번식을 돕는다 (Klein et al., 2007; Potts et al., 2016). 그중 꿀벌상과의 벌 (Hymenoptera, Apoidea)은 가장 중요한 화분매개자로 간주되는데, 이들은 전 세계적으로 약 20,000종이 있을 정도로 다양성이 높다 (Michener, 2007). 곤충과 현화식물의 공존은 1억 2천만 년 전인 백악기 초기에 처음 시작되었으며, 이러한 공존은 식물이 꽃꿀이나 꽃가루 등 곤충에게 먹이자원을 제공하고 곤충은 꽃가루를 옮겨주어 식물의 번식을 돕는 상호 관계로 이어졌다 (Engel, 2000; Poinar and Danforth, 2006; Bascompte, 2019).

      화분매개자 중 특히 꿀벌은 꽃의 특징 (향기, 색, 모양, 질감 및 기타 꽃의 신호)과 보상 (꽃꿀과 꽃가루) 사이의 연관성을 학습하고 이를 효과적으로 사용하여 개화 중인 식물을 찾는다 (Whitney et al., 2009; Clarke et al., 2013; Muth et al., 2016). 이러한 꽃 신호의 상대적 중요성은 화분매개 시스템에 따라 다르다. 현재까지 화분매개 생물학은 색, 모양, 크기를 포함하여 화분매개자를 유인하는 것에 대해 시각적 단서에 초점을 맞춰왔으며 (Raguso, 2008), 이러한 특성은 식물-화분매개자 상호작용 네트워크에서 연결 패턴에 기여하는 것으로 알려져 있다 (Vázquez et al., 2009). 후각 신호는 화분매개자가 쉽게 학습하고 기억하기 때문에 꿀벌이 꽃을 재방문하는 데 중요하게 작용하며 (Wright and Schiestl, 2009), 멀리서 숙주 식물의 위치를 찾는 등 시각적 신호가 제한적일 때도 후각 신호는 중요하게 작용한다 (Raguso and Willis, 2002; Raguso et al., 2003). 식물이 방출하는 휘발성 물질이 식물과 동물 사이의 의사소통을 원활하게 한다는 개념은 오랫동안 연구되어왔다 (Fraenkel, 1959). 꽃 피는 식물은 휘발성 유기 화합물 (VOCs)을 방출하고 꿀벌의 행동반응을 이끌어 내는 것으로 잘 알려져 있으며 (Williams, 1983; Knudsen et al., 2006), 꽃향기는 수백 개의 다양하고 복잡한 휘발성 분자로 구성된다 (Bisrat and Jung, 2022). 식물의 VOCs는 꿀벌, 뒤영벌, 꼬마꿀벌 (Stingless bee)에서 내역벌과 외역벌 사이의 상호작용, 의사소통 및 집합에도 영향을 미치는 것으로 알려져 있다 (Ribbands, 1954; Lindauer and Kerr, 1960; Johnson, 1967; Free, 1969; Koltermann, 1969; Wenner et al., 1969; Getz and Smith, 1987; Jakobsen et al., 1995; Dornhaus and Chittka, 1999; Reinhard et al., 2004; Arenas et al., 2007; Díaz et al., 2007; Arenas et al., 2008; Molet et al., 2009). 각 벌 무리는 서로 다른 식물의 꽃꿀과 꽃가루를 소비하며 서로 다른 향기를 획득하여 무리 특유의 꽃 향기 패턴이 발달하게 된다 (Cardé et al., 1995). 식물-화분매개자 상호작용에서 화학적 의사소통의 역할을 고려할 때 꽃향기의 VOCs를 이해하고 식별하는 것은 식물과 화분매개의 상호작용을 이해하는 데 매우 중요한 데이터가 될 수 있다 (Dekebo et al., 2022). 

      본 연구에서는 호랑가시나무 (I. cornuta)와 사과나무 (Malus domestica) 꽃에 재래꿀벌 (Apis cerana)과 양봉꿀벌 (Apis mellifera)이 선택적으로 방문하는 것을 관찰한 후, 식물이 방출하는 VOCs를 대상으로 각 꿀벌 종의 선호성을 검정하였다. 또한 향기분석을 실시하여 호랑가시나무 꽃에서 발생하는 향기물질과 사과나무 꽃의 향기 물질을 비교하였다. 이를 통해 토착종인 호랑가시나무에는 재래꿀벌이, 도입 식물인 사과나무에는 도입종인 양봉꿀벌이 선호된다는 가설을 검정하고자 하였다. 야외 화분매개곤충상 조사 결과 각 꿀벌 종은 호랑가시나무와 사과나무를 선택적으로 방문하였으며, Y 자관 실험 결과 각 꿀벌은 호랑가시나무 꽃을 먹이자원으로서 인식하였다. 특히 재래꿀벌은 호랑가시나무 꽃을 더 선호하는 경향을 보였으며, 양봉꿀벌의 경우에는 선호성을 보이지 않았다. 향기분석 결과 1,4-Dimethoxybenzene, 3-Methylpentanol, (Z)-3-Hexenol, Methyl Alcohol, (E)-2-Hexenal과 같은 향기물질이 선호성에 영향을 줄 수 있는 것으로 조사되었다. 향후 검출된 향기 물질에 대한 구체적인 분석과 이외에도 호랑가시나무 꽃의 시각적, 형태적 구조에 대한 추가적인 연구를 통해 재래꿀벌과 호랑가시나무에 대한 연관성을 파악하고자 한다.

    

    

  
    
      재료 및 방법
      
        1. 실험 지역 및 실험 재료 채집
        실험은 야외 화분매개곤충상 조사, Y 자관을 이용한 실내 호랑가시나무 꽃의 선호도 실험, 호랑가시나무 꽃의 향기분석을 진행하였으며, 2023년 4월부터 2023년 5월까지 수행되었다. Y 자관 실험과 향기분석에 사용된 호랑가시나무의 꽃은 전라북도 김제시 백구면 농식품인력개발원 정원수로 식재된 나무에서 수꽃을 채집하여 사용하였다. 사과나무의 꽃을 대조구로서 Y 자관 실험에 사용하였으며, 경상북도 안동시 길안면에 위치한 과수원에서 채집하였다. 선호성 실험에 사용된 꿀벌은 재래꿀벌 및 양봉꿀벌로, 경상북도 안동시 송천동 안동대학교 부속 실험 양봉장 (36°32ʹ38ʺN, 128°48ʹ03ʺE)에서 사육 중인 봉군에서 외역활동을 나오는 벌을 포충망을 이용하여 채집하였다. 이후 곤충 사육통 (지름 9 cm, 높이 8 cm)에 꿀벌 20마리를 한 집단으로 구성하여 온도 33°C, 습도 65%가 유지되는 암조건의 인큐베이터에서 사육하였으며, 실험 1시간 전까지 신선한 자당 용액 (50% w/w)을 1.5 mL 미소관에 충분한 양을 제공하여 사육하였다.

      

      
        2. 화분매개곤충상 조사
        2023년 4월 12일 오전 9시에서 12시 사이에 전라북도 김제시 백구면 농식품인력개발원 (35°52ʹ29ʺN, 126°59ʹ08ʺE) 에 정원수로 식재되어 있는 호랑가시나무와 근처에 심겨져 있는 사과나무에서 화분매개곤충상 조사를 수행하였다. 각 관찰 시 1분씩 꽃에 방문하는 곤충을 육안으로 조사하여 기록하였으며, 이를 나무당 3회 반복하였다.

      

      
        3. Y 자관 선호도 실험
        Y 자관 실험 장치의 경우 에어펌프 (Power Air Pump SH-A3, China)를 이용해 125 mL/min의 속도를 유지하여 공기를 공급하였다. 숯과 증류수로 여과시켜 두개로 나누어진 각 챔버에 동일한 양의 여과된 공기가 흐르게 하였다. 이후 Y 형태의 유리관에 공기가 통과하도록 장치를 배치하였으며, 유리관의 끝에 꿀벌을 놔두어 2개의 챔버 중 한 쪽의 챔버로 이동하는 모습을 관측하고 기록하였다. 꿀벌들에 대한 먹이 선택압이 높은 상태에서 실험하기 위해 실험 1시간 전 먹이급여를 중단하였으며, 암실조건에서 적색 등을 이용해 빛을 비추었고, 챔버 내부 온도가 25°C가 유지되는 환경에서 실험을 진행하였다.

        
          Table 1. 
				
          

          
            Comparison of flower traits of Horned holly (I. cornuta) and apple (M. domestica)
          
          

        

        
          
            
              	
              	
                Ilex cornuta
              
              	
                Malus domestica
              
            

          
          
            	Flowering period
            	April~May
            	April~May
          

          
            	Inflorescence
            	Umbel
            	Umbel
          

          
            	Corolla
            	Rosaceae
            	Rosaceae
          

          
            	Flower Color
            	Yellow
            	White
          

          
            	Size (diameter)
            	0.7 cm
            	4~5 cm
          

        

        

        
          
          

          Fig. 1. 
				
          

          
            A: blossom of apple (M. domestica), B: introduced honey bee (A. mellifera) visiting apple flower, C: Horned holly (I. cornuta) flower, D: native honey bee (A. cerana) visiting Horned holly flower.
          
          

          

        

        
          
          

          Fig. 2. 
				
          

          
            Schematic design of Y-tube olfactometer used to determine the honey bee preference to the flower odor sources.
          
          

          

        

        실험은 비선택조건 (no-choice experiment)과 선택조건 (choice experiment)으로 구성하였다. 비선택조건은 호랑가시나무 꽃 처리구와 무처리구를 두어, 재래꿀벌과 양봉꿀벌이 호랑가시나무 꽃을 먹이원으로 인지하는지를 확인하였다. 선택조건은 비슷한 개화 정도를 보이는 호랑가시나무 꽃과 사과나무 꽃을 두고 꿀벌의 선택 선호도를 조사하였다. 각 실험은 9반복으로 진행하였으며, 반복당 10마리의 벌을 사용했다. 실험에 사용된 꿀벌은 모두 외역 활동을 위해 출소하는 벌을 채집하여 사용하였기에 발육단계가 비슷한 것들이다. 

        곤충용 핀셋을 사용하여 사육 케이지에서 꺼내 Y 형태의 유리관의 시작 부분에 배치한 후 입구를 공기가 통할 수 있도록 구멍이 있는 실리콘 마개를 사용하여 닫았다. 실험은 Hang et al. (2020)의 방식에 따라 진행되었다. 한 번에 5분 동안 관측하였으며, 양쪽 챔버 중 한쪽을 향해 이동하여 10초 이상 머물러 있는 것을 선택의 기준으로 판단하였다. 5분 동안 선택하지 못하고 가만히 있거나, 양쪽 챔버에 머물러 있지 못하고, 계속 이동하는 꿀벌은 제거하고 선택을 하지 않는 것으로 판단하였다. 각 반복당 꿀벌은 단 한 번만 사용하였고, 처리구 및 대조구의 향기의 잔향으로 인한 실험의 오류를 줄이기 위해 반복마다 Y 형태의 유리관을 세척하여 다시 사용하였으며, 유리관 교체 시 챔버와 연결되는 부분의 방향을 매번 바꾸어 실험을 진행하였다.

      

      
        4. 향기 분석
        먼저 전처리 단계로 호랑가시나무의 꽃을 줄기와 잎부분을 최대한 제거하여, 꽃 부분만 남도록 한 후 균질화를 위해 액체질소에 동결시킨 후 막자사발에서 분쇄하였다. 이후 분쇄한 꽃 시료 1 g을 GC-MS (Agilent 8890 GC/Agilent 5977B MSD, Santa Clara, CA, United States)를 이용하여 향기 분석을 진행하였으며, 내부표준품으로서 Cyclohexanone을 2500 ppm으로 5μL 주입하였다. GC 분석은 선행 연구에서의 조건으로 분석하였다 (Farag et al., 2015). 이후 결과는 각 성분의 피크 면적을 총 피크 면적으로 나누어 계산하였다.

      

      
        5. 자료 분석
        화분매개곤충상 조사에서 호랑가시나무와 사과나무에 방문하는 곤충상의 결과는 t-test를 이용해 검정하였다. Y 자관 실험에서 호랑가시나무의 꽃에 대한 재래꿀벌과 양봉꿀벌의 선호도를 비교하여 얻어진 데이터는 카이제곱검정으로 분석하였다.

      

    

    

  
    
      결 과
      
        1. 화분매개곤충상 조사
        화분매개곤충상 조사 결과 호랑가시나무와 사과나무에서 총 2목, 3과, 5속, 6종의 곤충이 관찰되었다. 호랑가시나무 꽃에는 모든 반복에서 양봉꿀벌보다 재래꿀벌의 방문 비율이 높았으며, 사과 꽃에는 양봉꿀벌의 방문 비율이 높았다 (Table 2).

        
          Table 2. 
				
          

          
            The averaged numbers (±SD) of pollinators counted from the Horned holly (I. cornuta and Apple (M. domestica) for 1 min observation with 3 replications conducted on April 12 2023
          
          

        

        
          
            
              	
              	
                I. cornuta
              
              	
                M. domestica
              
              	t value
              	P value
            

          
          
            	
              A. mellifera
            
            	0
            	16.9±5.7
            	1.73
            	0.004
          

          
            	
              A. cerana
            
            	41.3±1.8
            	0.2±0.1
            	22.6
            	<0.0001
          

          
            	Dipteran
            	4.0±0.6
            	1.6±0.7
            	1.70
            	0.11
          

          
            	Syrphidae
            	1.3±0.9
            	2.7±1.0
            	0.66
            	0.52
          

          
            	Wild bees
            	0.3±0.3
            	2.3±1.2
            	-0.84
            	0.41
          

          
            	Other
            	0.3±0.3
            	2.1±0.7
            	-1.34
            	0.21
          

        

        

      

      
        2. 실내 조건에서의 꿀벌의 식물별 선호도
        Y 자관 선호성 실험 결과 호랑가시나무와 무처리구를 비교한 비선택조건 실험에서는 재래꿀벌과 양봉꿀벌 모두 무처리에 비해 호랑가시나무의 꽃을 선호하였으며, 통계적으로도 유의미하였다 (A. cerana: X2=10.714, p=0.001 A. mellifera: X2=11.046, p=0.0008) (Fig. 3). 

        
          
          

          Fig. 3. 
				
          

          
            Preference of the horned holly flowers (I. cornuta) in no-choice test by two species of honey bees, A. cerana and A. mellifera. Both species showed statistically significant difference (A. cerana: X2=10.714, p=0.0001; A. mellifera: X2=11.043, p=0.0008). The error bar indicates standard deviation.
          
          

          

        

        재래꿀벌과 양봉꿀벌이 비슷한 개화시기를 가지는 호랑가시나무의 꽃과 사과나무의 꽃 중 어떤 꽃을 더 선호하는지 파악하기 위해 진행한 선택조건 실험에서는 재래꿀벌의 선호성의 경우 사과나무에 비해 호랑가시나무를 더 선호하는 경향을 보였으며, 통계적으로 유의미한 차이가 있었다 (A. cerana: X2=5.7619, p=0.0164). 양봉꿀벌의 선호성의 경우 호랑가시나무와 사과나무 사이의 통계적 차이는 나타나지 않았다 (A. mellifera: X2=0.28736, p=0.5919) (Fig. 4).

        
          
          

          Fig. 4. 
				
          

          
            Preferences on horned holly flowers (I. cornuta) and apple flowers (M. domestica) in the choice test by A. cerana (X2=5.7619, p=0.016) and A. mellifera (X2=0.28736, p=0.5919).
          
          

          

        

      

      
        3. 향기 분석
        호랑가시나무의 향기 분석 결과 23분, 24분, 31분에서 가장 높은 피크가 검출되었으며, 70종의 휘발성 물질이 검출되었다. 총 목록은 Appendix 1에 제시하였고, 그중 0.5% 이상 상대빈도가 높은 화학물질은 Table 3에 제시하였다. 이 중 1,4-Dimethoxybenzene, 3-Methylpentanol, (Z)-3-Hexenol, Methyl Alcohol, (E)-2-Hexenal이 높은 비율로 확인되었다 (Fig. 5, Table 3).

        
          Table 3. 
				
          

          
            Percentage peak area of the volatile organic compounds identified by GC-MS of Ilex cornuta flowers
          
          

        

        
          
            
              	Peak#
              	RT (min)
              	Volatile compound
              	Peak/Total
peak area (%)
            

          
          
            	1
            	8.3977
            	Methyl acetate
            	1.05±0.7
          

          
            	3
            	10.1974
            	Methyl Alcohol
            	7.10±2.49
          

          
            	4
            	11.2818
            	Ethanol
            	1.36±0.75
          

          
            	5
            	12.6199
            	Methyl propyl ketone
            	3.80±3.32
          

          
            	7
            	15.8272
            	Hexaldehyde
            	3.35±5.11
          

          
            	12
            	17.6038
            	(Z)-3-Hexenal
            	0.55±0.95
          

          
            	15
            	19.1611
            	Methyl pentyl ketone
            	1.18±1.03
          

          
            	16
            	19.8534
            	Isoamyl alcohol
            	3.55±2.27
          

          
            	17
            	20.2801
            	(E)-2-Hexenal
            	6.52±10.3
          

          
            	21
            	21.2609
            	Ethenyl benzene
            	4.97±4.31
          

          
            	27
            	22.9683
            	Methyl heptenone
            	0.64±0.21
          

          
            	28
            	23.5451
            	Hexyl alcohol
            	3.99±6.91
          

          
            	29
            	23.9143
            	3-Methylpentanol
            	10.62±9.29
          

          
            	30
            	24.768
            	(Z)-3-Hexenol
            	9.72±8.22
          

          
            	31
            	24.8255
            	(E)-3-Hexenol
            	3.54±6.13
          

          
            	32
            	24.8141
            	Methyl heptyl ketone
            	0.61±1.05
          

          
            	33
            	24.9987
            	(Z)-2-Hexenol
            	1.79±2.00
          

          
            	34
            	25.241
            	Cyclohexyl alcohol
            	1.58±1.37
          

          
            	37
            	25.9216
            	Matsutake alcohol
            	2.98±0.33
          

          
            	40
            	26.3829
            	Methyl heptenol
            	1±0.26
          

          
            	54
            	30.04
            	(Z)-3-Nonen-1-ol
            	0.75±0.15
          

          
            	57
            	31.1823
            	1,4-Dimethoxybenzene
            	13.38±2.21
          

          
            	58
            	31.413
            	Naphthalene
            	1.35±0.41
          

          
            	63
            	32.6934
            	2-Methoxyphenol
            	1.41±1.37
          

          
            	65
            	33.2473
            	Phenylethyl alcohol
            	2.47±1.14
          

          
            	66
            	34.1701
            	Phenol
            	3.33±2.91
          

        

        

        
          
          

          Fig. 5. 
				
          

          
            GC-MS profiles of the volatile organic compounds identified from the flower of Ilex cornuta.
          
          

          

        

      

    

    

  
    
      고 찰
      방화곤충들은 식물이 생성하는 향기를 통해 꽃의 위치를 파악하고 먹이활동을 한다 (Whitney et al., 2009; Dekebo et al., 2022). 본 연구에서도 비선택조건에서 재래꿀벌과 양봉꿀벌은 무처리에 비해 처리구인 호랑가시나무와 사과의 꽃을 선택하여 그쪽으로 향하는 행동을 보여 주었다. 반면 선택조건 실험에서, 호랑가시나무와 사과의 꽃을 동시에 제공했을 때, 재래꿀벌은 호랑가시나무에 더 높은 선호성을 보였으나, 양봉꿀벌은 비슷한 정도로 선호성을 보여, 두 종의 선호성에서 차이가 있음을 확인하였다. 

      꿀벌들은 향기에 대한 보상을 통해 며칠에서 평생 동안 학습과 기억을 한다 (Hammer and Menzel, 1995)는 선행 연구가 있다. 이는 꿀벌의 학습 및 기억과 같은 경험적인 부분 또한 식물에 대한 선호성에 영향을 미칠 수 있다고 말한다. 본 논문의 야외 화분매개곤충상 조사에서 양봉꿀벌의 경우 호랑가시나무 꽃에 비해 사과나무 꽃에 방문하는 비율이 더 높았지만, Y 자관 실험 결과에서는 선호도에서 두 식물 간의 차이가 보이지 않았다. 이는 Y 자관 실험에 사용한 양봉꿀벌은 오랜 기간 동안 호랑가시나무가 없는 환경의 안동대학교 부속 양봉장에서 사육되어 왔으며, 실험 이전에 호랑가시나무의 꽃에 노출된 경험이 없었기에, 꽃 관련 향기는 물론 색, 형태, 크기 및 보상에 대한 학습과 기억을 통한 행동 조정이 이루어지지 않았을 가능성이 높다. 그러나 야외 화분매개곤충상 조사에서는 향기뿐 아니라 꽃의 색, 형태, 크기 등 꽃의 특성과 보상 요인인 꽃꿀과 꽃가루 등을 통한 학습과 기억에 따른 행동 조정이 이루어졌기에 같은 지역에 존재하는 호랑가시나무 꽃과 사과 꽃에 차별적 선호성을 보였다고 본다. 

      실험과정에서 초기 반복과 후기 반복에서 통계적으로 유의미하지는 않지만 선호성의 양상이 조금 다르게 나타남이 일부 관찰되었다. 이는 실험 전 꿀벌의 절식시간이 1시간으로는 충분하지 않았기 때문으로 판단된다. 꿀벌 섭식 독성 실험에서 꿀벌의 효율적인 절식기간은 50%의 자당용액을 급여한 꿀벌의 경우, 실험 2시간 전 절식을 하는 것이 가장 효율적이라는 결과가 있다 (Fournier et al., 2014). 또한 실험을 진행하는 데 시간이 많이 걸릴 경우, 꿀벌의 피로도가 증가하여 선호성이 뚜렷해지지 않을 수도 있다. 

      호랑가시나무 꽃의 향기 분석 결과 70종의 향기 성분이 검출되었으며, 강렬하고 달콤한 꽃향기인 1,4-Dime-thoxybenzene, 매운 고추 향기인 3-Methylpen tanol, 풀잎 녹색 냄새인 (Z)-3-Hexenol, 과일향의 (E)-2-Hexenal 등이 주를 이루었다. 반면, 사과의 여러 품종과 꽃사과의 꽃을 분석한 Fan et al. (2018)의 연구에서, M. ‘Brandywine’에서는 5-methyl-1,3-dihydro-2H-benzimidazol-2-one이 23.8%, M. ‘Van Eseltine’에서는 5-methyl-1,3-dihydro-2H-benzimidazol-2-one, linalool과 benzyl alcohol이 전체 함량의 50.1%를 차지하였다. 또한, M. sylvestris에서는 benzyl alcohol, α-cedrene, 4-pyrrolidinopyridine이 전체 함량의 46.3%를 구성하였으며, M. ‘Hillieri’에서는 benzyl alcohol과 α-cedrene이 전체 함량의 51.7%를 차지한다고 보고하였다 (Appendix 2). 두 식물이 방출하는 향기 물질은 매우 다른 양상을 보이고 있다. 여러 꿀벌 군집은 서로 다른 꽃에서 발생하는 밀원을 채집하며 서로 다른 향기를 획득하여 군집 특유의 선호하는 꽃 향기 패턴이 존재한다 (Cardé et al., 1995; Bisrat and Jung, 2022; Dekebo et al., 2022). 이후 추가적인 분석을 진행하여 사과나무 꽃과 호랑가시나무 꽃의 어떤 특정 향기 물질이 재래꿀벌에 대한 선호도가 증가하는지 검출된 향기 물질의 분석이 필요하다. 

      꿀벌은 후각 신호가 가장 중요하지만, 시각적인 요소 (꽃의 형태, 크기, 색)도 중요하게 작용하며, 꽃은 두 가지 형태의 신호를 조합하여 더욱 효율적으로 곤충을 유인한다 (Raguso and Willis, 2002; Burger et al., 2010; Milet-Pinheiro et al., 2012). 호랑가시나무 꽃과 사과나무 꽃은 비슷한 개화시기를 가지며, 동일한 하얀색의 꽃이 피며, 산형꽃차례로 동일한 화서를 가진다. 하지만 호랑가시나무 꽃의 경우 사과나무 꽃과는 달리 화관이 작은 크기의 꽃을 가지며, 밀선까지의 깊이 또한 매우 얕다. 화관의 깊이와 호박벌의 혀의 길이 사이의 상관관계에 대한 선행 연구 (Peat et al., 2005)에 따르면, 큰 몸체를 가지는 벌은 작은 몸체를 가지는 벌과 비교했을 때, 보다 깊은 화관을 가지는 꽃을 선호하는 경향이 있다. 이는 깊은 화관을 가지는 식물의 경우 큰 몸체를 가지는 벌은 작은 몸체를 가진 벌에 비해 꽃꿀을 채집하는 시간이 더 오래 걸리기 때문이다. 선행 연구 결과 양봉꿀벌의 혀의 길이는 6.49±0.063인 것에 비해 재래꿀벌의 혀의 길이는 5.33±0.044로 상대적으로 짧은 혀의 길이를 가지며 (Lee and Choi, 1986), 비교적 작고 얕은 화관을 가지는 호랑가시나무 꽃의 경우에는 재래꿀벌이 보다 효율적으로 채집 활동을 할 수 있다. 

      또한, 호랑가시나무와 재래꿀벌은 대한민국 자생종으로서 오랜 시간 동안 공진화 과정을 통해 상생적 관계를 이루어 온 생물로 판단된다. 양봉꿀벌은 1900년대 초에 도입된 생물로 (Jung, 2014) 호랑가시나무와의 공존이 비교적 짧은 편이며, 더 긴 공진화 과정을 거친 재래꿀벌이 호랑가시나무 꽃에서 방출되는 후각적, 시각적 신호와 그에 대한 보상으로 인해 높은 선호도에 영향을 미칠 가능성도 존재한다.

    

    

  
    
      적 요
      본 연구는 호랑가시나무와 사과나무의 꽃에 재래꿀벌과 양봉꿀벌이 선택적으로 방문하는 것을 관찰한 후, 실내 조건에서 식물이 방출하는 후각 신호를 대상으로 각 꿀벌 종의 선호성을 Y 자관 실험을 통해 검정하였다. 비선택 조건에서 재래꿀벌과 양봉꿀벌는 모두 호랑가시나무 꽃의 향기에 이끌려 선택하는 양상을 보였다. 그러나 선택조건에서 재래꿀벌은 비슷한 개화시기를 가지는 사과나무 꽃에 비해 호랑가시나무 꽃을 더 선호하는 경향이 확인되었다. 호랑가시나무의 꽃의 향기 분석 결과 1,4-Dimethoxybenzene, 3-Methylpentanol, (Z)-3-Hexenol, Methyl Alcohol, (E)-2-Hexenal과 같은 향기 물질이 가장 넓은 피크 면적을 보여 주었다. 반면 사과나무 꽃에서는 benzyl alcohol 계열의 linalool, indole 등이 양봉꿀벌을 유인하는 것으로 보고된 바 있으나, 호랑가시나무 꽃에서는 benzyl alcohol만이 소량 존재하였다 (Rachersberger et al., 2019). 향후 검출된 향기 물질에 대한 구체적인 분석과 이외에도 호랑가시나무 꽃의 시각적, 형태적 구조에 대한 추가적인 연구를 통해 재래꿀벌과 호랑가시나무에 대한 연관성을 파악하고, 주요 화분매개 곤충인 재래꿀벌과 양봉꿀벌, 적색목록 관심종 (LC)인 호랑가시나무의 화분매개 시스템 연구는 이 식물을 보호하는 데도 기여할 것으로 본다. 
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          Appendix 1.
          
            

            
              Relative percentage of volatile organic components from the flowers of Ilex cornuta using GC-MS
            
            

          

          
            
              
                	Peak#
                	RT (min)
                	Volatile compound
                	Peak/Total
peak area (%)
                	Peak#
                	RT (min)
                	Volatile compound
                	Peak/Total
peak area (%)
              

            
            
              	1
              	8.3977
              	Methyl acetate
              	1.05±0.7
              	36
              	25.5523
              	(E)-2-Octenal
              	0.02±0.04
            

            
              	2
              	9.6205
              	Methacrylic aldehyde
              	0.30±0.52
              	37
              	25.9216
              	Matsutake alcohol
              	2.98±0.33
            

            
              	3
              	10.1974
              	Methyl Alcohol
              	7.10±2.49
              	38
              	26.1754
              	Heptyl formate
              	0.14±0.24
            

            
              	4
              	11.2818
              	Ethanol
              	1.36±0.75
              	39
              	26.3254
              	Heptyl alcohol
              	0.33±0.29
            

            
              	5
              	12.6199
              	Methyl propyl ketone
              	3.80±3.32
              	40
              	26.3829
              	Methyl heptenol
              	1±0.26
            

            
              	6
              	14.6734
              	Phenethyl alcohol
              	0.02±0.04
              	41
              	26.4638
              	(E)-Furan linalool oxide
              	0.41±0.36
            

            
              	7
              	15.8272
              	Hexaldehyde
              	3.35±5.11
              	42
              	26.8905
              	Methyl nonanoate
              	0.15±.08
            

            
              	8
              	16.3462
              	Isobutyl alcohol
              	0.22±0.20
              	43
              	27.1099
              	(E,E)-2,4-Heptadienal
              	0.04±0.08
            

            
              	9
              	16.4732
              	(+)-3-Carene
              	0.01±0.02
              	44
              	27.2945
              	2-Nonanol
              	0.01±0.02
            

            
              	10
              	16.6578
              	β-Pinene
              	0.03±0.06
              	45
              	27.606
              	Benzaldehyde
              	0.39±0.53
            

            
              	11
              	17.1999
              	2-Pentyl alcohol
              	0.18±0.16
              	46
              	27.9405
              	Linalyl alcohol
              	0.17±0.16
            

            
              	12
              	17.6038
              	(Z)-3-Hexenal
              	0.55±0.95
              	47
              	28.0443
              	Linalyl acetate
              	0.12±0.20
            

            
              	13
              	18.4344
              	1-Penten-3-ol
              	0.07±0.07
              	48
              	28.0905
              	Octyl alcohol
              	0.14±0.25
            

            
              	14
              	19.1151
              	Methyl hexanoate
              	0.34±0.58
              	49
              	28.2751
              	2,3-Dihydroxybutane
              	0.22±0.23
            

            
              	15
              	19.1611
              	Methyl pentyl ketone
              	1.18±1.03
              	50
              	28.6441
              	4-Methylphenethyl alcohol
              	0.06±0.10
            

            
              	16
              	19.8534
              	Isoamyl alcohol
              	3.55±2.27
              	51
              	29.6248
              	Benzeneacetaldehyde
              	0.31±0.54
            

            
              	17
              	20.2801
              	(E)-2-Hexenal
              	6.52±10.3
              	52
              	29.8786
              	β-Bisabolene
              	0.21±0.37
            

            
              	18
              	20.2803
              	2-Pentylfuran
              	0.37±0.32
              	53
              	29.994
              	(Z)-β-Farnesene
              	0.11±0.09
            

            
              	19
              	20.5916
              	Pentyl alcohol
              	0.04±0.07
              	54
              	30.04
              	(Z)-3-Nonen-1-ol
              	0.75±0.15
            

            
              	20
              	21.1107
              	Methyl (E)-3-hexenoate
              	0.20±0.35
              	55
              	30.2824
              	(E,E)-2,4-Nonadienal
              	0.03±0.06
            

            
              	21
              	21.2609
              	Ethenylbenzene
              	4.97±4.31
              	56
              	30.8822
              	γ-Heptylbutyrolactone
              	0.07±0.07
            

            
              	22
              	21.4222
              	Hexyl acetate
              	0.34±0.34
              	57
              	31.1823
              	1,4-Dimethoxybenzene
              	13.38±2.21
            

            
              	23
              	21.7568
              	Methyl heptanoate
              	0.02±0.04
              	58
              	31.413
              	Naphthalene
              	1.35±0.41
            

            
              	24
              	22.0915
              	Methyl hexyl ketone
              	0.92±0.81
              	59
              	31.8168
              	3-Carene
              	0.1±0.1
            

            
              	25
              	22.1836
              	Methyl (E)-2-hexenoate
              	0.22±0.38
              	60
              	31.8512
              	δ-Elemene
              	0.01±0.02
            

            
              	26
              	22.2415
              	2-Heptyl alcohol
              	0.24±0.42
              	61
              	32.4513
              	β-7,8-Dihydroionone
              	0.02±0.03
            

            
              	27
              	22.9683
              	Methyl heptenone
              	0.64±0.21
              	62
              	32.509
              	(E)-Geranylacetone
              	0.05±0.04
            

            
              	28
              	23.5451
              	Hexyl alcohol
              	3.99±6.91
              	63
              	32.6934
              	2-Methoxyphenol
              	1.41±1.37
            

            
              	29
              	23.9143
              	3-Methylpentanol
              	10.62±9.29
              	64
              	32.8549
              	Benzyl alcohol
              	0.49±0.43
            

            
              	30
              	24.768
              	(Z)-3-Hexenol
              	9.72±8.22
              	65
              	33.2473
              	Phenylethyl alcohol
              	2.47±1.14
            

            
              	31
              	24.8255
              	(E)-3-Hexenol
              	3.54±6.13
              	66
              	34.1701
              	Phenol
              	3.33±2.91
            

            
              	32
              	24.8141
              	Methyl heptyl ketone
              	0.61±1.05
              	67
              	36.1199
              	4-Ethylphenol
              	0.02±0.03
            

            
              	33
              	24.9987
              	(Z)-2-Hexenol
              	1.79±2.00
              	68
              	36.5812
              	Methyl hexadecanoate
              	0.01±0.02
            

            
              	34
              	25.241
              	Cyclohexyl alcohol
              	1.58±1.37
              	69
              	37.0774
              	2-Aminoacetophenone
              	0.02±0.03
            

            
              	35
              	25.3794
              	β-Octyl alcohol
              	0.20±0.17
              	70
              	37.2966
              	Methyl 2-aminobenzoate
              	0.02±0.03
            

          

          

        

        
          Appendix 2.
          
            

            
              Volatile compounds identified from the flowers of four Malus taxa using SPME-GC-MS. Data extracted from Fan et al. (2018)
            
            

          

          
            
              
                	Peak
                	RT
                	Compound Name
                	Relative content/%
              

              
                	MB
                	Mv
                	Ms
                	MH
              

            
            
              	
              	
              	
                Aliphathics
              
              	
              	
              	
              	
            

            
              	1
              	9.3
              	Methylheptenone
              	2.25±0.18
              	-
              	-
              	1.00±0.26
            

            
              	2
              	9.69
              	Butyl butanoate
              	-
              	0.39±0.08
              	
              	-
            

            
              	3
              	10.12
              	(Z)-3-Hexenyl acetate
              	-
              	-
              	0.48±0.10
              	-
            

            
              	4
              	11
              	(E)-2-Decenal
              	-
              	0.56±0.07
              	-
              	-
            

            
              	5
              	17.81
              	(Z)-3-Hexenyl Butyrate
              	0.97±0.18
              	-
              	1.17±0.17
              	-
            

            
              	6
              	18.41
              	Dodecane
              	0.46±0.10
              	1.18±0.19
              	0.48±0.16
              	0.60±0.10
            

            
              	7
              	19.81
              	(Z)-3-Hexenyl-α-methylbutyrate
              	0.4±0.11
              	-
              	1.04±0.20
              	0.54±0.06
            

            
              	8
              	22.29
              	1-Methylnaphthalene
              	
              	
              	
              	0.86±0.09
            

            
              	9
              	22.82
              	Tridecane
              	-
              	0.41±0.08
              	-
              	0.52±0.02
            

            
              	10
              	25.86
              	Texanol
              	0.94±0.17
              	-
              	0.41±0.08
              	0.69±0.10
            

            
              	11
              	26.24
              	(Z)-3-hexenyl hexanoate
              	0.88±0.13
              	-
              	-
              	-
            

            
              	12
              	30.92
              	2-Tridecanone
              	3.37±0.96
              	-
              	-
              	-
            

            
              	13
              	37.88
              	2-Pentadecanone
              	1.06±0.26
              	-
              	-
              	-
            

            
              	14
              	41.21
              	Methyl hexadecanoate
              	0.22±0.06
              	-
              	-
              	-
            

            
              	
              	
              	
                Benzenoids
              
              	
              	
              	
              	
            

            
              	15
              	6.09
              	Styrene
              	-
              	1.75±0.11
              	3.33±0.6
              	1.65±0.04
            

            
              	16
              	8.35
              	Benzaldehyde
              	-
              	1.15±0.18
              	-
              	-
            

            
              	17
              	10.55
              	4-Methylanisole
              	2.18±0.53
              	-
              	-
              	-
            

            
              	18
              	11.14
              	Benzyl alcohol
              	-
              	10.45±0.35
              	13.52±1.45
              	32.57±0.79
            

            
              	19
              	13.68
              	Methyl benzoate
              	0.51±0.24
              	-
              	-
              	-
            

            
              	20
              	14.48
              	2-Phenylethanol
              	0.54±0.10
              	-
              	-
              	-
            

            
              	21
              	15.59
              	Benzyl nitrile
              	1.87±0.33
              	0.36±0.06
              	-
              	-
            

            
              	22
              	16.78
              	Benzyl acetate
              	-
              	-
              	1.88±0.43
              	-
            

            
              	23
              	22.62
              	(2-Nitroethyl)benzene
              	0.89±0.08
              	-
              	-
              	-
            

            
              	24
              	22.95
              	Cinnamyl alcohol
              	-
              	-
              	-
              	0.97±0.18
            

            
              	25
              	25.56
              	4-Methoxyphenethyl alcohol
              	3.35±0.20
              	-
              	-
              	
            

            
              	26
              	31.29
              	Cuparene
              	-
              	-
              	-
              	0.48±0.11
            

            
              	27
              	31.62
              	2,6-di-tert-butyl-4-methylphenol
              	-
              	-
              	0.53±0.15
              	1.17±0.15
            

            
              	28
              	39.11
              	Benzyl benzoate
              	-
              	0.3±0.05
              	-
              	-
            

            
              	
              	
              	
                Monoterpenes
              
              	
              	
              	
              	
            

            
              	29
              	5.16
              	leaf alcohol
              	1.25±0.19
              	1.86±0.08
              	0.68±0.15
              	
            

            
              	30
              	7.46
              	α-Pinene
              	-
              	-
              	2.22±0.67
              	1.23±0.11
            

            
              	31
              	10.19
              	α-Ocimene
              	-
              	-
              	0.76±0.10
              	-
            

            
              	32
              	10.96
              	Limonene
              	-
              	-
              	0.44±0.14
              	-
            

            
              	33
              	11.81
              	(E)-α-Ocimene
              	-
              	0.48±0.05
              	-
              	-
            

            
              	34
              	13.94
              	Linalool
              	2.3±0.32
              	19.94±0.98
              	3.04±0.64
              	1.49±0.10
            

            
              	35
              	19.38
              	Limonene oxide
              	-
              	0.25±0.08
              	-
              	-
            

            
              	36
              	22.15
              	Bornyl acetate
              	-
              	-
              	0.38±0.11
              	-
            

            
              	
              	
              	
                Sequiterpenes
              
              	
              	
              	
              	
            

            
              	37
              	26.71
              	β-Elemen
              	-
              	-
              	3.26±0.06
              	2.73±0.43
            

            
              	38
              	27.49
              	α-Cedrene
              	1.76±0.13
              	0.68±0.07
              	19.51±0.65
              	19.13±0.7
            

            
              	39
              	27.82
              	β-Cedrene
              	0.69±0.10
              	0.34±0.06
              	7.99±0.65
              	6.61±0.52
            

            
              	40
              	28.26
              	(Z)-Thujopsene
              	-
              	-
              	1.52±0.15
              	1.37±0.28
            

            
              	41
              	29.75
              	(+)-α-Longipinene
              	-
              	-
              	0.47±0.12
              	0.44±0.17
            

            
              	42
              	30.16
              	ç-Muurolene
              	-
              	-
              	0.55±0.14
              	0.88±0.10
            

            
              	43
              	30.32
              	α-Muurolene
              	-
              	-
              	0.41±0.10
              	0.87±0.20
            

            
              	44
              	30.41
              	Curcumene
              	-
              	-
              	-
              	0.31±0.10
            

            
              	45
              	30.53
              	β-Selinene
              	-
              	-
              	0.47±0.12
              	0.69±0.11
            

            
              	46
              	30.9
              	γ-Gurjunene
              	-
              	
              	0.43±0.14
              	0.59±0.07
            

            
              	47
              	31.47
              	α-Farnesene
              	-
              	0.25±0.08
              	0.60±0.08
              	1.19±0.13
            

            
              	48
              	32.05
              	d-Cadinene
              	-
              	-
              	0.52±0.13
              	0.79±0.13
            

            
              	49
              	35
              	Cedrol
              	-
              	-
              	1.68±0.32
              	4.24±0.10
            

            
              	
              	
              	
                Irregular terpenes
              
              	
              	
              	
              	
            

            
              	50
              	3.09
              	Methyl isobutyl ketone
              	-
              	0.73±0.13
              	-
              	-
            

            
              	51
              	14.75
              	(E)-4,8-dimethyl-1,3,7-nonatriene
              	-
              	0.37±0.08
              	-
              	1.00±0.16
            

            
              	52
              	28.15
              	α-Ionone
              	1.30±0.31
              	-
              	-
              	-
            

            
              	53
              	28.44
              	Geranylacetone
              	2.43±0.52
              	0.36±0.08
              	0.38±0.08
              	0.31±0.03
            

            
              	54
              	30.53
              	trans-á-Ionone
              	0.38±0.11
              	-
              	-
              	-
            

            
              	
              	
              	
                N-containing compounds
              
              	
              	
              	
              	
            

            
              	55
              	5.5
              	N-Benzylaniline
              	0.78±0.16
              	-
              	-
              	-
            

            
              	56
              	22.41
              	Indole
              	-
              	1.15±0.19
              	-
              	-
            

            
              	57
              	27.08
              	4-Pyrrolidinopyridine
              	5.51±0.54
              	4.26±0.4
              	13.19±0.49
              	2.6±0.43
            

            
              	58
              	27.2
              	5-methyl-1,3-dihydro-2H-benzimidazol-2-one
              	23.76±1.37
              	16.41±0.5
              	-
              	-
            

            
              	
              	
              	
                S-containing compounds
              
              	
              	
              	
              	
            

            
              	59
              	40.47
              	Cocarboxylase
              	0.27±0.07
              	0.44±0.02
              	0.16±0.06
              	0.22±0.10
            

            
              	60
              	40.72
              	L-Methionine
              	0.44±0.14
              	-
              	-
              	-
            

          

          
            
              *Apple varieties of MB: Malus ‘Brandywine’, Mv: M. ‘Vans Eseltine’, Ms: M. sylvestris, MH: M. ‘Hillieri’
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