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            초록
          
        

        
          This research was carried out to evaluate the royal jelly production in Apis mellifera through the selection of superior honeybee lines. For the study, two inbred honeybee lines A and C were evaluated for the production of royal jelly by their workers, royal jelly production per colony (g), and the acceptance percentage of grafted larvae (%). The results showed that, the average royal jelly production per colony was highest (33.7±7.41g) in the inbred line C in comparison to other lines and the percentage of larvae acceptance (87.8±7.5%) was also highest in the inbred line C in comparison to other liens. The royal jelly produced by the three honeybee lines was analyzed for their trans-10-hydroxy-2-decenoic acid (10-HDA) content using a column liquid chromatography technique. Chromatographic results showed that the royal jelly produced by the inbred honeybee line C had the maximum amount of 10-HDA. We also observed age-dependent alterations of the major royal jelly proteins (MRJPs), which were differentially expressed in the two inbred lines and the commercial line, using quantitative real time-PCR (qRT-PCR).
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      서 론
      로얄제리는 양봉산물 중 벌꿀 다음으로 중요한 생산물 중 하나로 항노화, 항염증, 항균, 항산화 등 다양한 기능성을 보유하고 있는 것으로 알려져 있다(Viuda-Martos et al., 2008; Cavusoglu et al., 2009; Nakajima et al., 2009). 로얄제리는 어린 일벌 유충 및 여왕벌 유충 먹이로 사용되며, 5~15일령 일벌 머리의 하인두선(hypopharyngeal glands)과 큰턱샘(mandibular)에서 분비되는 유백색의 물질로 독특한 향과 맛을 지니고 있다(Haydak,1970). 하인두선은 일벌 머리 앞쪽에 복잡하게 나선모양으로 이루어져 있는 한 쌍의 외분비선으로, 일벌령에 따라 단계적으로 구조가 바뀌는 특징을 지닌다. 즉, 15일령 이전의 일벌(육아벌)은 하인두선이 발달하여 로얄제리를 분비하지만, 그 이후에는 하인두선이 수축하면서 로얄제리 대신 Rglucosidase, glucose oxidase, galactosidase 등의 효소를 분비한다(Drapeau et al., 2006; Knecht and Kaatz, 1990; Klaudiny et al., 1994; Ohashi et al., 1997).

      로얄제리는 물(67%)과 단백질 및 아미노산(12.5%), 단당류(11%), 지방(5%) 등으로 이루어져 있다(Liu et al., 2013). 로얄제리 내에 존재하는 특이적 물질로는 지방산 중 하나인 (E)-10-hydroxydec-2-enoic acid (10-HDA)으로, 로얄제리의 신선도나 품질을 평가하는 지표물질로 알려져 있다(Antinelli et al., 2003). 또한 로얄제리 단백질의 82~90%를 차지하는 major royal jelly proteins (MRJPs)이 있으며, 이는 서양종꿀벌(Apis mellifera) 11번 chromosome의 60 kb 유전자 상에서 9개의 MRJP 유전자가 gene family를 이루고 있는 것으로 알려져 있다(Albert et al., 1999a; Albert et al., 1999b; Albert et al., 2004; Drapeau et al., 2006). 최근 Jianke 등 (2010)은 로얄제리 생산성이 우수한 계통에서 MRJP의 발현량이 높아진다는 연구 결과를 보고한바 있어, MRJP 발현량과 로얄제리 생산성간에는 높은 인과관계가 있을 것이라 확인되고 있다.

      일반적으로 로얄제리 생산성은 꿀벌 계통의 양적형질과 깊은 관련이 있다(Li et al., 2003). 앞선 연구에 의하면, 서양종꿀벌 카니올란 계통은 유충 접수율(larvae acceptance) 및 로얄제리 생산성이 우수한 것으로 확인되어(Mouro and Toledo, 2004) 로얄제리 생산성에 따른 꿀벌계통의 중요성이 강조된 바 있다. Cao 등(2016)은 로얄제리 생산성 우수 품종 육성 결과를 보고하여, 로얄제리 생산성에 따른 계통 육성의 가능성을 보여주었으며, Jianke 등(2010)은 로얄제리 생산성 우수계통의 하이두선샘의 크기 및 MRJP 전사체 발현량 등을 비교하여 꿀벌 계통에 따른 로얄제리 생산특성을 비교한 바 있다.

      최근 국내에서는 꿀벌 특성별 우수 꿀벌계통 육성을 위한 연구가 활발히 이루어지고 있다. Kim 등(2015)은 국내 육성 6개 꿀벌 계통에 대한 유전적 다양성을 보고한 바 있으며, 이 등(2014)은 수밀력 우수 꿀벌 계통을 육성하기도 하였다. 본 연구에서는 국내 고유 꿀벌 육성 연구의 일환으로 로얄제리 생산성 우수계통을 선발하고자 하였으며, 이를 위해 농촌진흥청 국립농업과학원과 예천곤충연구소에서 공동으로 보존·육성중인 서양종꿀벌 기본종계통에 대해 로얄제리 생산성 우수 계통을 선발하였다. 시험을 통해 선발된 계통은 로얄제리 생산성 평가 및 10-HDA 함량, MRJP 발현량 평가를 수행하였다.

    

    

  
    
      재료 및 방법
      
        서양종꿀벌 계통평가
        로알젤리 생산성 우수 꿀벌 계통 선발을 위해 본 연구에서는 농촌진흥청 국립농업과학원에서 보유 중인 서양종꿀벌(Apis mellifera L.) A, C 계통에 대한 로얄제리 생산성 평가를 수행 하였다. 계통 A와 C는 2005년부터 인공수정을 통해 순계로 유지되어 오던 계통으로(이 등, 2016), 시험을 위해 2016년 새롭게 여왕벌을 양성한 후 봉군을 형성하여 시험에 사용하였다. 각각의 시험 봉군은 계통 당 10봉군 내외로 준비하여 활성이 우수한 봉군 3개씩을 선발하여 조사를 수행하였으며, 대조구는 양봉농가로부터 구입한 봉군을 사용하였다.

      

      
        서양종꿀벌 계통별 로얄제리 생산성 평가 및 접수율 조사
        꿀벌 계통에 대한 로얄제리 생산성 평가는 Doolittle(1899) 방법에 따라 이루어 졌다. 먼저 서양종 꿀벌A와 C, 대조구 계통을 각각 3봉군씩 8매 벌로 양성하였으며, 육아벌은 동일하게 계량하고, 봉세를 일정하게 유지하도록 보정하여 주었다. 시험봉군 양성이 끝나면 로얄제리 생산틀을 준비해 부화한지 24시간 이내의 유충을 로얄제리 생산 틀 내 왕안(cup)에 이충하였다. 이때 1봉군 당 66개의 왕안을 이충침을 이용하여 이충하고, 72시간 이후 생산된 로얄제리를 채취하여 무게를 계측하였다. 접수율 조사는 여왕 벌방에 로얄제리가 정상적으로 분비된 방을 계수하는 방법으로 이루어 졌으며, 각각의 조사는 3반복 수행하였다.

      

      
        10-HDA 함량 분석
        계통별로 생산된 로알젤리는 용량플라스크에 넣은 후 메탄올을 사용하여 100mg/mL의 농도가 되도록 희석하고 40°C에서 30분간 초음파 추출기를 사용하여 진탕 추출한 후 0.45μm 필터를 사용하여 여과하였다. 표준물질 10-HDA(Nacalai tesque, JAPAN)는 메탄올을 이용하여 0.1mg/mL의 농도가 되도록 희석하여 사용하였다. 시료 및 표준용액은 실험 전까지 4°C 냉장고에 보관하였으며, 건강기능식품공전 분석법에 따라 HPLC (Shiseido Co., Ltd., Tokyo, Japan)를 이용하여 정량 분석하였다(Fig. 3). 컬럼은 C18(Shiseido Capcellpak C18 MG 4.6mm×250mm)를 사용하였고, 이동상 용매는 0.02M(NH4)2HPO4가 첨가된 물(water, A)과 MeOH(B)를 6:4의 비율로 사용하였다. 용매의 유속은 1mL/min, 컬럼 온도는 40°C, 파장조건은 210nm, 시료는 5μl를 주입하였다.

      

      
        qRT-PCR을 이용한 MRJP 유전자 발현량 조사
        꿀벌 계통에 대한 MRJP 유전자 발현량을 조사하기 위해 각각의 꿀벌 계통에서 갓 태어난 유봉의 등(thorax)을 마킹펜을 이용해 마킹하는 방법을 통해 1일, 5일, 10일 15일째 일벌을 채집한 뒤 머리만 분리하여 Total RNA를 추출하였다. Total RNA는 각각의 시료를 액체질소로 동결시킨 상태에서 마쇄한 후 RNeasy mini kit (Qiagen)의 방법에 따라 분리하였으며, 최종적으로 50μL RNase-free water에 elution 하였다. Total RNA 농도는 260nm/280nm 흡광도 값의 비율로 결정하였으며, 분리한 RNA는 amfiRivert cDNA systhesis Master Mix(GenDEPOT)에 의한 역전사 효소반응(RTPCR)을 통해 First-Strand cDNA를 합성하였다. First-Strand cDNA는 MRJP 특이적 primer를 이용한 PCR 반응에 사용하였으며, control primer로는 β-actin(Accession No. AB02305)을 이용하였다(Table 1). qPCR 증폭반응은 Exicycler™96 (Bioneer)를 사용하였다. qPCR 증폭반응을 위한 각각의 reaction volume 은 25μl로, 1μl의 cDNA와 10 pmol primer, 12.5μL SYBR Green Supermix (Bioneer)를 반응에 사용하여 Pre-denaturation 94°C 5분 후 94°C 30초, 52°C 30초, 72°C 30초로 40 cycle을 반복한 후 65°C에서 94°C의 melting단계를 수행하였다.

        
          Table 1. 
				
          

          
            Primer sequences used for the quantitative real-time PCR during the development of hypopharyngeal gland of the two honeybee lines and the unselected commercial line used as control
          
          

        

        
          
            
              	Protein name
              	Accession no.
              	Primer
              	Product size (bp)
            

          
          
            	actin
            	AB023025
            	TCGTAGGTGAACCTGCGGAA
            	357
          

          
            	ACTCAGCGGGTAGCCCCGCCTG
          

          
            	MRJP1
            	AF000633
            	AACGCGAATGTAAACGAATTGA
            	76
          

          
            	AAATTTTGAAAGGTGTTCGA
          

          
            	MRJP2
            	AF000632
            	GTAACAGAATGCAGAAAATAGTAAATGATG
            	127
          

          
            	GTTATCATTCTGATTGTTATTTACGCAATG
          

          
            	MRJP3
            	Z26318
            	TTCAACGACGTAAATTTCCGAAT
            	72
          

          
            	TCTTCCGCAACGAGTGTTTCT
          

          
            	MRJP4
            	Z26319
            	CTCGAACACGTGAACTTCCAAA
            	68
          

          
            	GCGCAACGACTATTCCGTATC
          

          
            	MRJP5
            	AF004842
            	TGGGTGCAAATGTAAACGATTT
            	145
          

          
            	GGTTTATATCGAGAAAAGACTGATTAACAG
          

          
            	MRJP7
            	BK001420
            	GAAAACACTCGTTGCACAAATTTT
            	85
          

          
            	CGTCTATTGTGATTCTTATGCTGTCA
          

        

        

      

      
        통계처리
        각 실험결과에 대한 통계분석은 SPSS program(Ver. 22.0, IBM, USA)을 이용하였다. 로얄젤리 생산성, 접수율, 10-HDA 함량 분석결과는 일원배치분산분석(one-way ANOVA)법을 이용하여 비교하였으며, 각 실험 군간의 유의적 차이는 Duncan’s multiful range test(p<0.05)로 검증하였다. MRJP 유전자 발현량에 대한 통계분석은T-test 분석법을 이용하였다.

      

    

    

  
    
      결과 및 고찰
      
        꿀벌 계통별 로얄제리 생산성 평가
        서양종꿀벌 계통에 따른 로얄제리 생산성 평가는 농촌진흥청 국립농업과학원에서 보유 중인 서양종 꿀벌 계통 A, C 계통에 대해 이루어졌으며, 대조군으로는 양봉농가로부터 구매한 서양종꿀벌 계통을 사용하였다. 로얄제리 생산량 조사 결과, 계통 A, C와, 대조구의 로얄제리 생산량은 각각 27.95±3.04g/hive, 33.70±7.41g/hive, 22.31±13.71g/hive로, 계통 C의로얄 제리 생산량이 가장 높은 것으로 확인되었으나(Fig. 1), 통계적인 유의성은 없었다(Oneway AONOVA test: F(2,6)=1.156, p=0.376). 이때 로얄제리 생산에 따른 접수율은 계통 A, C와, 대조구에서 각각 68.6%, 87.8%, 78.4%로 조사되어 역시 계통 C가 가장 높은 것으로 확인되었으나(Fig. 2), 통계적인 유의성은 없는 것으로 확인되었다(Oneway AONOVA test: F(2,6)=2.243, p=0.187).

        
          
          

          Fig. 1. 
				
          

          
            Average royal jelly production (g) per hive in different honeybee lines and the unselected commercial lines that was used as control. Bars indicate the standard deviation in replications.
          
          

          

        

        
          
          

          Fig. 2. 
				
          

          
            The average larvae acceptance rate (%) in different honeybee lines and the unselected commercial line that was used as control. Bars indicate the standard deviation in replications.
          
          

          

        

        로얄제리 생산성에 영항을 미치는 요인들은 꿀벌 계통에 따른 유전적인 요인인 내부요인과 영양상태, 기후, 온도, 습도 등의 외부요인으로 나눌 수 있는데, 로얄제리 생산성의 경우 유전적 요인보다는 환경적 요인 및 기술적 요인과 같은 외부요인이 주요하게 작용할 수 있다(이 등, 2007; Albarracín et al., 2006; Chang, 1977; Faquinello et al., 2011; Ostrovski-Tomporoski et al., 2016). 그러나 여전히 많은 연구자들에 의해 로얄제리 및 기타 양봉산물의 생산량을 높일 수 있는 꿀벌 육종연구가 수행되고 있다. Jianke 등(2010)은 로얄제리 생산성이 월등히 우수한 계통을 육종한 바 있는데, 이들은 이탈리안 계통의 로얄제리 생산량은 35.28g에 그치는 것에 반해 로얄제리 생산 우수계통의 로얄제리 생산량은 151.92g으로 일반계통에 비해 로얄제리 생산량이 월등히 우수하다고(5배) 보고한 바 있다 . 이 결과는 본 연구 결과와 비교해 보아서도 로얄제리 생산량이 월등히 우수한 것으로 확인되었다. 그러나 앞서 기술한바와 같이 로얄제리 생산량은 봉군의 발육 상황, 배치, 온도, 생산기술 등 외부요인에 큰 영향을 받을 수 있어 단순 생산량만을 놓고 비교 하는 것은 적절하지 않지만 지속적인 육종 연구를 통한 우수 계통 선발 노력은 더욱 필요할 것으로 여겨진다.

        
          
          

          Fig. 3. 
				
          

          
            A typical chromatogram for the quantification of 10-HDA in royal jelly produced by the inbred honey bee lines. Retention time of 10-HDA was 8.2 minute. Signal acquisition was measured at 214 nm.
          
          

          

        

      

      
        10-HDA 함량 분석
        10-HDA((E)-10-hydroxydec-2-enoic acid)는 로얄제리의 품질 및 신선도와 관련 있는 것으로 알려진 물질로, 본 연구에서는 꿀벌 계통에 따른 10-HDA 함량 차이를 비교 하고자 계통 A, C, 대조군에 대한 10-HDA 함량 분석을 수행하였다(Fig. 4). 분석 결과, 계통 C의 10-HDA 함량은 4.28%(±0.3)로 가장 높았으며, 계통 A는 4.18%(±0.2), 대조군은 4.02%(±0.3)로 C 계통에 비해 다소 낮은 것으로 확인 되었으나(Fig. 5), 통계적인 유의성은 관찰 되지 않았다(Oneway AONOVA test: F(2,6)=0.659, p=0.551). 본 연구결과에 따르면 10-HDA 함량이 가장 높은 계통 C는 봉군당 로얄제리 생산성 또한 가장 우수한 것으로 확인되었다. 현재까지 로얄제리 생산성과 10-HDA 함량간의 상관관계는 알려진 바가 없다. 하지만 본 연구결과에 비추어 볼 때 꿀벌계통에 따른 10-HDA 함량 차이는 발생 할 수 있을 것이라 여겨지며, 추후 관련 연구를 확대할 필요가 있을 것으로 기대하고 있다.

        
          
          

          Fig. 4. 
				
          

          
            Total amount of 10-HDA in royal jelly produced by the two honeybee lines and the unselected commercial line that was used as control. Bars indicate the standard deviation in replications.
          
          

          

        

        
          
          

          Fig. 5. 
				
          

          
            Quantitative real-time PCR analysis of major royal jelly protein (MRJP1) (A), MRJP2 (B), MRJP3 (C), MRJP4 (D), MRJP5, (E) and MRJP7 (F). Transcript alterations of MRJP1, MRJP2, MRJP3, MRJP4, MRJP5, and MRJP7. The total RNA of hypopharyngeal gland were extracted and samples were normalized with actin gene as the control housekeeping gene. Asterisks indicate statistically significant differences of the transcription level between the honeybee lines at each development stage (p<0.05).
          
          

          

        

        한 등(2012)의 연구결과에서는 농가로부터 수집한 로얄제리 10-HDA 초기 함량이 2.9%이며, 이는 보관온도에 따라 크게 달라질 수 있다고 밝힌 바 있으며, Antinelli 등(2003) 또한 로얄제리 10-HDA 초기 함량이 프랑스 샘플의 경우 2.5%, 태국 샘플의 경우 1.7%이며, 한 등(2012)의 결과와 마찬가지로 보관 온도 및 기간에 따라 함량이 줄어들 수 있다고 밝혔다. 본 연구결과와 비교해 보면, 국내 육성 계통의 10-HDA함량은 기존 문헌에 알려져 있는 10-HDA함량에 비해 이월등히 높은 것으로 확인되어 국내 육성 로얄제리 생산 계통의 로얄제리는 품질 면에서 우수한 것으로 평가 될 수 있을 것이다.

      

      
        MRJP 유전자 발현량 평가
        본 연구에서는 국내 육성 꿀벌 계통에 대한 일령(1일, 5일, 10일, 15일)별 MRJP(major royal jelly proteins) 전사체 발현량을 qRT-PCR을 통해 분석하였다. 본 연구에서 사용된 MRJP 유전자는 MRJP1, MRJP2, MRJP3, MRJP4, MRJP5, MRJP7 유전자이며, 사용된 primer 정보는 Table 1과 같다. 결과에 따르면 MRJP 전사체 발현량은 꿀벌 계통A와 계통 C 모두 1일령에서 10일령까지 꾸준히 발현량이 증가하다, 15일령 이후 감소하는 것을 확인 할 수 있었다. Jianke 등(2010)의 결과에 따르면, 서양종 꿀벌 MRJP1, MRJP2, MRJP3 전사체 발현량은 로얄제리 생산량이 많은 12일령까지 꾸준히 증가하는 경향을 보이다 12 일령을 기점으로 감소하였는데, 이는 꿀벌 하인두선의 소포(acini) 직경의 크기 변화와 직접적인 관련이 있다고 밝히기도 하였다.

        각각의 일령에 따른 MRJP 발현량의 차이를 보면, 5일령 일벌의 경우 계통A와 대조구는 C 계통에 비해 약간 높은 경향을 보이고 있었으나, 통계적으로 유의하지 않은 수준의 차이를 보이고 있었다. 10일령 일벌의 MRJP 발현량은 계통 A 및 대조구의 일벌과 비교했을 때 계통C에서 큰 폭으로 발현량이 증가 한 것을 확인 할 수 있었으며, 특히 MRJP1, MRJP4, MRJP5, MRJP7 유전자의 발현량은 통계적으로 유의미한 차이를 보이는 것을 확인할 수 있었다. 이 시기의 꿀벌은 로얄제리 생산을 가장 활발하게 하는 시기로, 계통C의 로얄젤리 생산성은 MRJP 유전자의 발현량과 큰 상관관계가 있을 것으로 보여 진다. 15일령의 일벌은 10일령과 마찬가지로 C 계통의 MRJP 발현량이 A 계통에 비해 높지만, 대조구의 경우 계통 C와 비슷하거나 오히려 약간 높은 경향을 보였다. 하지만 통계적으로 유의미한 수준은 아니었던 것으로 확인 되었다. Jianke 등(2010)의 결과에서는 로얄제리 생산성 우수꿀벌계통은 그렇지 않은 계통에 비해 MRJP1, MRJP2, MRJP3 전사체 발현량이 유의적으로 높은 것을 확인할 수 있었고, 이러한 결과를 종합해 볼 때 서양종 꿀벌 계통별 로얄제리 생산성과 MRJP 전사체 발현량과는 높은 상관관계가 있다고 볼 수 있다.

        서두에 밝힌 바와 같이 현재 국내에서는 품목에 따른 서양종꿀벌 선발 및 육성연구가 활발히 이루어지고 있으나, 로얄제리 생산성에 특화 된 계통 육성에 관한 연구는 이번이 처음이다. 꿀벌 계통 육성 연구는 양봉산업 발전을 위해 필수적으로 선행 되어야 하는 연구임에도 불구하고 짧은 시간에 이루어 질 수 없는 어려움을 지니고 있다. 이에 본 연구에서는 국내 최초로 로얄제리 생산을 목적으로 하는 계통을 선발하였으며, 추후 이를 바탕으로 로얄제리 생산성이 우수한 계통을 지속적으로 육성할 수 있는 기반을 마련하고자 한다.

      

    

    

  
    
      적 요
      로얄제리 생산성 우수계통 선발을 위해 국내 육성서양종꿀벌 원종 계통인 A와 C에 대한 로얄제리 생산성 및 접수율 평가를 수행하였다. 그 결과 꿀벌 계통C의 로얄제리 생산량은 33.7±7.41g로 A 계통에 비해 높은 것으로 드러났으며, 접수율 또한 87.8±7.5%로 A 계통에 비해 높은 것으로 확인되었다. 이들 계통으로부터 생산된 로얄제리 trans-10-hydroxy-2-decenoic acid (10-HDA) 함량을 분석한 결과 꿀벌 계통C는 4.28%(±0.3)으로, A 계통에 비해 높은 것으로 나타났다. 일령에 따른 major royal jelly proteins(MRJPs) 전사체 발현량을 비교한 결과 10일령의 일벌의 경우 C 계통이 A 계통에 비해 MRJP 발현량이 큰 폭으로 증가했음을 확인 할 수 있었으며, 15일령의 일벌의 MRJP 발현량 또한C계통이 A 계통에 비해 높은 것을 확인할 수 있었다. 이러한 결과를 통해 본 연구에서는 국내 육성 서양종꿀벌 기본종 계통 중 로얄제리 생산성이 가장 우수한 계통은 C 계통인 것으로 평가 되었으며, 향후 로얄제리 생산성 우수 계통 선발을 위한 기초 자료로 제공 될 수 있을 것이라 기대하고 있다.
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