
		
			[image: Cover image]
		

	
    
      
        
          	
          	
        

        
          	
        

        
          	
            [ Original Article ]
          
        

        
          	Journal of Apiculture - Vol. 34, No. 1, pp.27-37
        

        
          	ISSN: 1225-0252			
					(Print)
				
        

        
          	Print  publication date  30 Apr 2019

        

        
          	Received  11 Mar 2019
Revised  18 Apr 2019
Accepted  23 Apr 2019

        

        
          	
            ASK_2019_v34n1_27

            DOI: 
            https://doi.org/10.17519/apiculture.2019.04.34.1.27
          
        

        
          	
            봉변에서 특이 유전자 검출법에 의한 봉군 내 꿀벌가시응애류 (Tropilaelaps)의 정량적 검출
          
        

        
          	
            Byounghee Kim ; Somin Kim ; Moonjung Kim ; Jungmin Kim ; A Tai Truong ; Seonmi Kim* ; Byoungsu Yoon*


          
        

        
          	Department of Life Science, College of Fusion Science, Kyonggi University

        

        
          	
        

        
          	
            Quantitative Detection of Tropilaelaps in Hive by Specific Gene Detection from Hive Debris
          
        

        
          	
            김병희 ; 김소민 ; 김문정 ; 김정민 ; Truong A Tai ; 김선미* ; 윤병수*


          
        

        
          	
        

        
          	경기대학교 융합과학대학 바이오융합학부 생명과학과

        

        
          	
            Correspondence to: * E-mail:  bsyoon@kyonggi.ac.kr,  ryheekim@gmail.com

          
        

        
          	
        

        
          	
            

            

          
        

      

      
        
          	
          	
        

      

      
        
          
            Abstract
          
        

        
          Rapid detection of Tropilaelaps, an external parasite of honeybees that lead to malformation of honeybee or colony collapse disorder, is becoming important. But it is very difficult to find with the naked eye of Tropilaelaps. In this study, we have developed a method to detect the specific gene of Tropilaelaps from the hive debris and to know the number of Tropilaelaps in the hive through Tropilaelaps-specific quantitative detection. Tropilaelaps-specific gene amplified in DNA extracted from hive debris by consecutive PCR (1st detection, 2nd nested PCR). It could detect 101 molecules level of Tropilaelaps-specific gene and confirm the amplification of the Tropilaelaps-specific gene. It was possible to accurately quantify the number of Tropilaelaps from the hive debris sample, which is difficult to discriminate the presence of Tropilaelaps visually, through Tropilaelaps-specific detection. Under the microscope, Tropilaelaps was collected and quantitative detection of Tropilaelaps-specific genes was performed. It was possible to quantify the number of Tropilaelaps present in the hive through the molecules of the quantified Tropilaelaps-specific genes. We suggest that hive debris can represent as a micro-environment to hive and show that it can be a simpler and more accurate sample than using a parasitic host honeybee. We expect that hive debris should facilitate the monitoring of Tropilaelaps in hive.
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      서     론
      Tropilaelaps는 꿀벌의 외부 기생충으로서 서양종 꿀벌에서 1961년 처음으로 발견되었다 (Delfinado and Baker, 1961). 이들의 주요 기생 숙주는 아시아 꿀벌인 Apis dorsata로 알려져 있다 (Laigo and Morse, 1968). 하지만 최근 Apis mellifera, Apis cerana 등의 여러 종의 꿀벌에서도 발견됨이 보고되었다 (Bailey and Ball, 1991; Schmid-Hempel, 1998). Tropilaelaps의 성체는 소비 내에서 겉으로 보기에 매우 작고 (길이 1 mm 미만), 길며 밝은 갈색을 띠며, 빠른 움직임을 가지고 있는 것이 일반적인 특징이다 (Delfinado and Baker, 1961; Delfinado-Baker and Baker, 1982). Tropilaelaps는 Varroa destructor와 유사하게 기생하며 haemolymoph를 빨아들여 꿀벌의 기형 또는 죽음에 이르게 하며, colony의 감소 및 폐사를 이끌 수 있다 (Luo et al., 2011).

      지금까지 Tropilaelaps는 4가지 종이 있는 것으로 보고되어 있으며, Tropilaelaps clareae, Tropilaelaps mercedesae, Tropilaelaps koenigerum, Tropilaelaps thaii가 존재한다. T. clareae는 A. dorsata 및 A. mellifera에 기생하며, T. koenigerum과 T. mercedesae는 Apis dorsata dorsata에도 기생한다고 보고된 바 있으며, T. mercedesae는 A. mellifera에 기생하는 것으로 보고되어 왔다. T. thaii는 히말라야 지역에서 발견되는 A. laboriosa에 기생하는 것으로 보고되었다 (Anderson and Morgan, 2007). 서로 다른 4개의 종들 중에 T. mercedesae와 T. clareae는 A. mellifera에 가장 치명적인 것으로 보고되어 왔다 (de Guzman et al., 2017). 

      A. mellifera에도 Tropilaelaps의 존재가 확인된 이래로 숙주의 범위를 넓혀가며 이란, 아프가니스탄, 케냐, 한국 및 뉴기니 서부 태평양 섬에 이르기까지 확산되었다 (Burgett et al., 1983; Woyke, 1984; Delfinado-Baker and Aggarwal, 1987; Kumar et al., 1993; Anderson, 1994; Matheson, 1996; Sammataro et al., 2000; Otis and Kralj, 2001). 이렇듯 Tropilaelaps는 여러 지역에서 A. mellifera의 해충으로 발전하였으며, 전 세계적으로 새로운 위협으로 관심받고 있다 (OIE 2004). 국내에서는 벌통 내 서식하는 응애류에 대한 연구로서 T. clareae가 최초로 보고된 바 있으나 (Lee and Woo, 1995), 국내에서는 Tropilaelaps의 특이 유전자를 사용한 유전자 검사법은 보고된 바 없었다.

      Tropilaelaps에 대한 기존의 연구는 주로 형태학적 연구들이 보고되어 왔으며 (Anderson and Morgan, 2007), 형태적 차이의 정확한 구분은 매우 힘들며, 특이 유전자를 사용한 분류학적 기술들이 필요하였다. 최근에는 핵의 ribosomal DNA (rDNA) 또는 미토콘드리아 DNA (mtDNA)를 사용한 계통 발생 연구들이 널리 사용되어 왔으며, rDNA의 ITS1-5.8S-ITS2의 영역 및 mtDNA의 cytochrome oxidase subunit I (COI) 유전자를 사용한 연구들이 많이 보고되어 왔다 (Anderson and Morgan, 2007). 또한 이러한 유전자들이 Tropilaelaps의 4종을 구별하는 데 있어 좋은 지표가 될 수 있었으며, 이들의 유전적 변이뿐만 아니라 그에 따른 지리적 분포까지 보고되었다 (Luo et al., 2011). 2013년에는 여러 가지 빠른 조사 기술을 통해 Tropilaelaps를 검출할 수 있는 방법들을 제시하였으며 (Pettis et al., 2013), Tropilaelaps는 또한 Varroa destructor와 마찬가지로 꿀벌의 바이러스를 전달하는 매개체 역할을 하는 것으로 보고되어 있으며, 그에 따른 검출의 중요성은 매우 크게 제시되어 왔다 (Dainat et al., 2009). 이처럼 Tropilaelaps를 검출하는 방법 및 분류할 수 있는 방법들은 다수 제시되어 왔으며, Tropilaelaps의 검출의 중요성 또한 크게 제시되어 왔다. 

      따라서, 본 연구는 Tropilaelaps의 특이 유전자를 빠르고 간단하게 검출하는 유전자 검사법이다. 매우 작은 크기의 Tropilaelaps를 봉변 또는 봉군에서 개체로서 수집하여 확인하는 것은 매우 숙련된 기술이 요구되는 어려운 방법이다. 벌통의 환경을 대변할 수 있는 일종의 미소환경인 벌통의 봉변을 사용하며, 봉변 내 존재하는 Tropilaelaps의 특이 유전자에 대한 정량분석을 통해 벌통 내 Tropilaelaps의 수를 추론할 수 있음을 보여주는 연구이다. 우리는 Tropilaelaps의 감염여부를 확인하기 위해 봉변이 벌통을 대변할 수 있는 수단으로 사용할 수 있음을 제시하고자 한다. 또한 Tropilaelaps의 중요성이 다수 보고된 만큼 본 방법을 통해 Tropilaelaps의 빠르고 간단한 검출이 가능함을 제시하고자 하였다.

    

    

  
    
      재료 및 방법
      
        Tropilaelaps의 시료 수집 및 DNA 추출
        Tropilaelaps 시료의 수집은 경기도 용인 및 수원의 양봉장의 폐사된 벌통의 봉변을 수집하였으며, 봉변 내 Tropilaelaps의 존재를 육안 및 현미경을 통해 확인하였다. 수집된 시료는 50 mL conical tube에 담아 -20℃에 보관하며 본 연구에 사용되었다. 육안 및 현미경을 통해 확인된 Tropilaelaps 시료는 따로 모아서 DNeasy® blood & tissue kit (Qiagen, Germany)를 사용하여 200 μL의 Elution buffer에 DNA를 추출하여, Tropilaelaps 1마리에 포함된 특이 유전자 분자수 정량에 사용되었다. 

        벌통에서 채집된 봉변 0.5 g을 glass bead (pore size : 1 mm, Germany)가 들어있는 2.0 mL tube에 담고, 1 mL의 D.W를 넣어 MagNa Lyser (Roche, Switzerland)로 분쇄하였다. 분쇄된 시료 중 200 μL는 DNeasy® blood & tissue kit (Qiagen, Germany)를 사용하여 100 μL의 Elution buffer (Qiagen, Germany)에 DNA를 추출하였으며, 이는 -20℃에 보관하며 본 연구의 PCR 주형으로 사용되었다.

      

      
        Tropilaelaps의 특이 유전자의 primer 설계 및 재조합 DNA 확보
        Tropilaelaps의 특이 유전자의 증폭을 위하여 Tropilaelaps 특이 primer를 새로이 설계하였다 (Table. 1). Tropilaelaps를 특이적으로 증폭하기 위한 유전자는 Cytochrome Oxidase subunit I (COI)과 ITS1-5.8S-ITS2 (18S rRNA)를 사용하였으며, 각 유전자에 특이적인 염기서열은 NCBI에 등록된 정보를 통해서 Tropilaelaps 특이 primer를 설계하였다. 설계된 primer들은 보고된 Tropilaelaps 속의 4가지 종을 검출할 수 있으며, Apis mellifera와 다른 기생충 (Varroa destructor, Acarapis woodi, Aethina tumida)들을 검출 하지 않는 염기서열을 기본으로 하여 설계되었다 (Supplement Fig. 1).

        
          Table 1. 
				
          

          
            Information of Tropilaelaps-specific primer for specific amplification
          
          

        

        
          
            
              	Target
              	Using
              	Name of primer
              	Sequence of primers (5ʹ→3ʹ)
              	Reference
            

          
          
            	Tropilaelaps
(COⅠ)
            	Detection primers
            	Tro-COⅠ-F
            	GGAGCCTCAGTTGACCTAAGAAT
            	This study
          

          
            	Tro-COⅠ-NR
            	GTAATAGCTGCTGCTAGGAC
          

          
            	Nested primers
            	Tro-COⅠ-NF
            	GGATTTTCTTCAATCCTAGGAGC
          

          
            	Tro-COⅠ-NR2
            	TGGTAATCTAAGTAATAATAAAATTGCTGTGA
          

          
            	Tropilaelaps
(18S rRNA)
            	Detection primers
            	Tro-18S-NF
            	TGCTTTTCCATTTAACTCGTGC
          

          
            	Tro-18S-R
            	GACACAAGGCATCCATGCTG
          

          
            	Nested primers
            	Tro-18S-NF2
            	ATGGAGAAAAAAAAACGCATCAGG
          

          
            	Tro-18S-NR
            	TCACAACTCACATCAATTTCCAC
          

        

        

        본 연구의 표준 DNA로 사용할 Tropilaelaps 특이 유전자의 재조합 DNA를 확보하기 위해 봉변에서 Tropilaelaps의 특이 유전자가 증폭된 PCR 산물을 pGEM-T easy vector (Promega, USA)에 T-A cloning하여 대장균 DH5αFʹ에 형질 전환하여 확보하였다. 확보된 재조합 DNA는 각각 pTro-COI 256, pTro-18S241이라 명명하였으며, 이들은 sequence 분석 (Bionics, Korea)하여 기존 Genbank의 정보와 비교하여 sequence의 homology를 분석하였다. pTro-COI256에 삽입된 Tropilaelaps COI 유전자 (256 bp)는 Tropilaelaps mercedesae (Accession number. KY865195)와 98% (250/254 bp)로 가장 높은 상동성을 확인하였다. 또한, Tropilaelaps thaii (Accession number. EF025452)와 86% (222/257 bp), Tropilaelaps clareae (Accession number. EF025464)와 86% (221/257 bp), Tropilaelaps koenigerum (Accession number. EF025449)와 83% (213/256 bp)로 4종의 상동성을 확인하였다. pTro-18S241에 삽입된 Tropilaelaps 18S 유전자 (241 bp)는 Tropilaelaps mercedesae (Accession number. KP774529)와 99% (241/242 bp)로 가장 높은 상동성을 확인하였다. 또한, Tropilaelaps clareae (Accession number. AF544013)와 99% (240/242 bp), Tropilaelaps thaii (Accession number. EF025477)와 98% (236/241 bp), Tropilaelaps koenigerum (Accession number. EF025475)와 95% (230/241 bp)로 4종의 상동성을 확인하였다. 염기서열의 분석 결과로 Tropilaelaps 특이 유전자의 재조합 DNA는 Tropilaelaps mercedesae로 추정할 수 있었다. 재조합 DNA의 염기서열은 각각 accession number MH719215 (COI), MH725269 (18S)로 Genbank에 새로이 등록되었다. 확보된 재조합 DNA는 -20℃에 보관하며 차후 연구의 표준 DNA로서 사용되었다. 

      

      
        Tropilaelaps 특이 유전자의 검출한계 확인
        Tropilaelaps 특이 유전자의 정량에 앞서 본 연구에 사용된 Tropilaelaps 특이 primer 쌍들의 검출한계 및 정량 회귀선을 확인하였다. 표준 DNA로서 사용된 각 Tropilaelaps 특이 유전자의 재조합 DNA는 1.0×108 분자부터 1.0×100 분자까지 연속 희석하여 Tropilaelaps 특이 PCR의 주형으로 사용하였다. 사용된 PCR 기기는 GENECHECKERTM (Genesystem Co. Ltd., Korea)를 사용하였으며, 2×Rapi : Detect Master mix (Genesystem Co. Ltd., Korea)를 사용하여 총 10 μL로 조성하였다. PCR 조건은 Pre-denaturation 95℃, 30초 이후에 Denaturation 95℃, 1초 - Annealing 58℃, 3초 - Polymerization 72℃, 1초를 1 cycle로 하여, 총 50 cycle을 수행하였다. Tropilaelaps 특이 PCR에서 측정된 연속 희석된 표준 DNA의 CT값을 통해 정량 회귀선을 작성하였다. 정량 회귀선은 차후 봉변으로부터 1차 Tropilaelaps 특이 PCR 검출을 통해 측정된 CT값을 대입하여 Tropilaelaps 특이 유전자의 분자수를 정량하는 데 사용하였다.

      

      
        Tropilaelaps 특이 유전자의 확인을 위한 nested PCR의 적용
        1차 Tropilaelaps 특이 PCR에서 특이적인 검출이 확인되지 않은 PCR 산물에 대해서는 2차 nested PCR을 적용하여 Tropilaelaps 특이 유전자의 존재를 확인하고자 하였다. 또한, 1차 Tropilaelaps 특이 PCR에서 검출이 확인된 PCR 산물에도 2차 nested PCR을 적용하여 Tropilaelaps 특이 유전자를 재확인하고자 하였다. Nested PCR은 1차 Tropilaelaps 특이 PCR 산물을 D.W에 100배 희석한 뒤, 주형으로 사용하였다. Nested PCR 조건은 Pre-denaturation 95℃, 30초 이후에 Denaturation 95℃, 1초-Annealing 58℃, 3초-Polymerization 72℃, 1초를 1 cycle로 하여, 총 50 cycle을 수행하였다. 

      

      
        봉변 시료로부터 Tropilaelaps의 특이 유전자의 정량 검출
        꿀벌의 벌통에서 수집된 봉변들에서 각각 DNA를 추출하였으며, 이를 주형으로 사용하여 Tropilaelaps 특이 PCR을 수행하였다. 봉변의 Total DNA 내 존재하는 Tropilaelaps 특이 유전자의 분자수 정량을 통해 봉변 내 존재하는 Tropilaelaps의 수를 counting 확인하고자 하였다. 

        1차적으로 봉변 시료 내 Tropilaelaps의 존재를 해부현미경 하에 눈으로 직접 관찰하였다. 관찰된 Tropilaelaps는 모아서 따로 10마리의 Tropilaelaps에서 DNA를 추출하였으며, Tropilaelaps 특이 정량 PCR을 통해 1마리에 존재하는 특이 유전자의 분자수를 정량하였다. 1마리에 포함된 Tropilaelaps 특이 유전자의 분자수를 통해 봉변 내 존재하는 Tropilaelaps의 수를 counting할 수 있었다.

        각 봉변 시료에서 추출된 DNA를 사용한 Tropilaelaps 특이 PCR에서 측정된 CT값을 사용하여 봉변 DNA에 포함된 Tropilaelaps 특이 유전자의 분자수를 계산하였으며, 계산된 분자수와 Tropilaelaps 1마리에 해당하는 특이 유전자 분자수를 비교하여 봉변 1 g에 포함된 Tropilaelaps의 마리수를 정량할 수 있었다.

        봉변으로부터 추출된 DNA 용액 1 μL에서 Tropilaelaps 특이 정량 PCR을 통해 측정된 Tropilaelaps 특이 유전자의 분자수는 총 DNA 용액 100 μL에 포함된 총 분자수를 계산하였다. 이는 사용한 봉변 용액 1 mL 중 200 μL에 포함된 분자수이며, 다시 총 봉변 용액 1 mL에 포함된 분자수를 계산하였다. 최종적으로 Tropilaelaps 1마리에 해당하는 분자수와 비교하여 봉변 1 g 당 Tropilaelaps의 개체수 (unit/g)를 계산할 수 있었다. 

      

    

    

  
    
      결과 및 고찰
      
        Tropilaelaps 특이 유전자의 검출한계 확인
        본 연구에서 사용된 Tropilaelaps 특이 primer 쌍들의 검출한계를 확인하고자 하였다. Tropilaelaps 특이 COI 및 18S 유전자의 detection primer와 nested primer, 총 4쌍의 검출한계를 연속 희석된 Tropilaelaps 특이 표준 DNA를 통해 확인하였으며, COI 및 18S 유전자의 detection primer로 증폭시킨 Tropilaelaps 특이 표준 DNA의 CT값을 통해 정량 회귀선 및 회귀상수를 확인하였다. 

        Tropilaelaps 특이 primer 쌍들은 102 분자 수준의 낮은 분자까지 검출 가능하였으며, COI 및 18S 유전자 특이 표준 DNA로부터 측정된 각 CT값을 통해 정량회귀선 및 회귀상수를 얻어내었으며, 회귀상수는 각각 0.9958과 0.9951로 높은 정량성을 확인할 수 있었다 (Fig. 1).

        
          
          

          Fig. 1. 
				
          

          
            Detection limit and quantitative regression equation of Tropilaelaps-specific gene. This shows the detection limit and quantitative regression equation of Tropilaelaps-specific ultra-rapid PCR. Recombinant DNA of each gene was serially diluted from 108 molecules to 100 molecules and used as a template. A and B represent detection limit of Tropilaelaps COI-specific detection and nested PCR. C and D represent Tropilaelaps 18S-specific PCRs. E and F represent quantitative regression equation of Tropilaelaps-specific PCRs, COI and 18S gene.
          
          

          

        

        Tropilaelaps 특이 유전자의 정량 회귀선은 실제 봉변 시료로부터 추출된 DNA로부터 Tropilaelaps 특이 PCR을 통해 측정된 CT값을 대입하여 Tropilaelaps 특이 유전자의 분자수를 계산하는 데 사용되었다.

      

      
        봉변 시료에서 Tropilaelaps의 관찰 및 특이 유전자의 정량
        봉변 시료에서 Tropilaelaps의 존재를 확인하고자 채집된 봉변 시료로부터 해부 현미경 (Olympus; SZ61, Japan)을 사용하여 존재를 확인하였다 (Fig. 2). Tropilaelaps는 육안상 다른 봉변들과 구분하기 매우 힘들었으며, 현미경 상에서도 그 존재를 찾기 매우 어려웠다. 또한 꿀벌의 기생충인 꿀벌 응애보다도 더 작은 크기로 인해 Tropilaelaps를 찾는 것이 어려웠다. Tropilaelaps의 크기는 꿀벌 응애와 비교하여, 0.51 mm×0.90 mm로 측정되었다. 현미경 하에서 봉변 시료로부터 존재를 확인한 Tropilaelaps 시료는 모아서 1마리에 해당하는 Tropilaelaps 특이 유전자의 분자수 정량을 수행하였다. 

        
          
          

          Fig. 2. 
				
          

          
            Observation of Tropilaelaps under a microscope. Tropilaelaps and Varroa destructor collected from same hive debris were compared in size under a microscope (Olympus; SZ61, Japan). A: Hive debris, B: abdomen, C: dorsum. The left is Tropilaelaps and the right is Varroa destructor. The magnification of the microscope were ×13.4 (picture A) and ×30 (picture B, C). The size of Tropilaelaps was 0.51 mm of width and 0.90 mm of length.
          
          

          

        

        Tropilaelaps 10마리에서 추출한 DNA는 200 μL의 Elution buffer (Qiagen, Germany)에 녹였으며, 이 중 1 μL를 사용하여 Tropilaelaps 특이 PCR을 수행하였다. Tropilaelaps 특이 PCR에서 측정된 각 CT값 (26.09/18.23 cycles; COI/18S gene)을 Tropilaelaps 특이 유전자의 각 정량 회귀선에 대입하여 특이 유전자의 정량을 수행하였다. 1 μL 당 유전자는 3.0×104 (COI), 9.9×106 (18S) 분자수이며, 200 μL에는 총 6.0×106 (COI), 2.0×109 (18S) 분자가 존재하며, 1마리에 존재하는 유전자 수는 6.0×105 (COI), 2.0×108 (18S) 분자수로 계산되었다. 

      

      
        봉변 시료로부터 Tropilaelaps 특이 유전자의 정량 검출
        각 봉변으로부터 추출된 DNA는 Tropilaelaps 특이 PCR을 수행하여 특이 유전자의 분자수를 정량할 수 있었다. 각 봉변 시료로부터 측정된 CT값은 표준 DNA에 의해 제작된 각 Tropilaelaps 특이 유전자의 정량 회귀선에 대입하여 Tropilaelaps 특이 유전자의 분자수를 정량하였다. 또한 봉변 시료뿐만 아니라 채집된 꿀벌 시료에도 본 방법을 적용하여 Tropilaelaps 특이 유전자 정량을 수행하였다.

        Tropilaelaps 특이 PCR을 통해 용인과 수원에서 채집한 봉변 시료 모두에서 특이 유전자가 검출됨을 확인하였으며, 각 Tropilaelaps 특이 유전자 PCR에서 측정된 CT 값을 정량 회귀선에 대입하여 특이 유전자의 분자수 정량이 가능하였다. 계산된 유전자 분자수는 Tropilaelaps 1마리에 해당하는 유전자 수로 계산하여 봉변 1 g에 존재하는 Tropilaelaps의 수를 counting할 수 있었다 (Fig. 3, Table 2).

        
          
          

          Fig. 3. 
				
          

          
            Detection for Tropilaelaps-specific gene from hive debris and adults. This shows the results of the Tropilaelaps-specific ultra-rapid PCR of DNAs extracted from hive debris and honeybee adults. The CT values measured by Tropilaelaps-specific PCRs were assigned to Tropilaelaps-specific quantitative regression equation and the molecules of Tropilaelaps-specific genes could be quantified. A shows the fluorescence graph and the melting analysis of Tropilaelaps COI-specific PCR. B shows the Tropilaelaps 18S-specific PCR. Positive Tm value of COI-specific PCR is 75.41℃ and 18S-specific PCR is 77.68℃.
          
          

          

        

        
          Table 2. 
				
          

          
            Tropilaelaps-specific quantitative detection of from hive debris and honeybee adults
          
          

        

        
          
            
              	Target
              	Samples
              	CT values
(cycles)
              	Tm values
(℃)
              	DNA molecules
(molecules/μL)
              	Count of Tropilaelaps
(unit/g)
            

          
          
            	COI
            	Hive debris
            	Yongin
            	33.55±0.97
            	74.75±0.16
            	3.1×102
            	0.51
          

          
            	Suwon1
            	34.34±5.62
            	74.80±0.40
            	1.8×102
            	0.31
          

          
            	Suwon2
            	26.88±3.31
            	74.91±0.27
            	2.2×104
            	36.18
          

          
            	Suwon3
            	32.63±8.33
            	75.34±0.31
            	5.5×102
            	0.92
          

          
            	Suwon4
            	28.03±3.87
            	74.91±0.27
            	1.0×104
            	17.36
          

          
            	Honeybee adults
            	Jeju
            	10.08±2.17
            	0.00
            	-
            	-
          

          
            	Suwon
            	42.10±4.80
            	75.56±0.98
            	-
            	-
          

          
            	Yeosu
            	43.31±3.00
            	75.23±0.97
            	-
            	-
          

          
            	Positive
            	13.34
            	75.41±0.16
            	1.0×108
            	-
          

          
            	Negative
            	37.99
            	76.85±0.80
            	-
            	-
          

          
            	18S
            	Hive debris
            	Yongin
            	29.84±5.10
            	77.02±0.48
            	1.3×103
            	0.01
          

          
            	Suwon1
            	25.72±1.25
            	77.18±0.46
            	2.1×104
            	0.11
          

          
            	Suwon2
            	21.16±0.86
            	77.18±0.46
            	4.9×105
            	2.45
          

          
            	Suwon3
            	25.93±4.15
            	77.72±0.40
            	1.9×104
            	0.09
          

          
            	Suwon4
            	24.79±4.61
            	77.18±0.46
            	4.1×104
            	0.21
          

          
            	Honeybee adults
            	Jeju
            	37.82±9.84
            	77.34±0.16
            	5.5×100
            	-
          

          
            	Suwon
            	35.14±4.19
            	77.07±0.40
            	3.5×101
            	-
          

          
            	Yeosu
            	40.19±1.50
            	76.20±1.40
            	-
            	-
          

          
            	Positive
            	12.44
            	77.68±0.16
            	1.0×108
            	-
          

          
            	Negative
            	34.38
            	76.26±3.05
            	-
            	-
          

        

        

        봉변 시료뿐만 아니라 일부 꿀벌 성체에서도 Tropilaelaps 특이 유전자가 확인되었으나, 매우 적은 양의 특이 유전자가 정량 검출되어 오염 수준으로 판단된다. 봉변 및 꿀벌 성체의 DNA로부터 증폭된 PCR 산물은 2차 nested PCR에 적용하여 그 증폭여부를 재확인하였으며, 성체의 결과와 같이 미량 또는 증폭되지 않은 산물에도 적용하여 Tropilaelaps의 특이 유전자의 여부를 확인하였다.

        본 결과에서 보여주는 것은 같은 벌통에서 채집된 봉변과 성체에서 다른 결과를 확인하였으며, 봉변 시료는 꿀벌 성충보다 Tropilaelaps의 존재를 대변해 주기에 더 적합한 시료이며, 벌통의 환경을 분석하기에 더 좋은 지표라 판단된다.

      

      
        봉변 시료에서의 Tropilaelaps 특이 유전자의 확인을 위한 nested PCR
        봉변 시료에서 Tropilaelaps 특이 유전자의 존재를 확인하고자, 1차 PCR 산물에 2차 nested PCR을 적용하여 Tropilaelaps 특이 유전자를 확인하고자 하였다. Nested PCR의 주형은 각 1차 특이 PCR 산물을 D.W에 100배 희석하여 사용하였다.

        1차 PCR에서 증폭이 확인된 봉변 시료의 DNA 내 존재하는 Tropilaelaps 특이 COI 및 18S 유전자 모두 2차 nested PCR을 통해 그 증폭여부를 다시 확인할 수 있었으며, 증폭이 되지 않았거나 미량의 Tropilaelaps 특이 유전자가 검출되었던 꿀벌 성체의 DNA에서도 2차 nested PCR을 통해 Tropilaelaps 특이 유전자의 존재를 확인할 수 있었다 (Fig. 4, Table 3). 

        
          
          

          Fig. 4. 
				
          

          
            Confirmation of Tropilaelaps-specific gene amplification by nested PCR. This shows the results of the Tropilaelaps-specific nested PCR of primary Tropilaelaps-specific PCR products. Nested PCR could detect to a tiny amount of Tropilaelaps-specific gene and confirm the amplification of the Tropilaelaps-specific gene. A shows the fluorescence graph and the melting analysis of the Tropilaelaps COI-specific nested PCR. B shows the Tropilaelaps 18S-specific nested PCR. Positive Tm value of COI-specific nested PCR is 71.90℃ and 18S-specific nested PCR is 74.98℃.
          
          

          

        

        
          Table 3. 
				
          

          
            Confirmation of Tropilaelaps-specific gene amplification by nested PCR
          
          

        

        
          
            
              	Target
              	Samples
              	CT values (cycles)
              	Tm values (℃)
              	Detection judgement
            

          
          
            	COI
            	Hive debris
            	Yongin
            	13.13
            	71.67
            	+
          

          
            	Suwon1
            	12.25
            	71.67
            	+
          

          
            	Suwon2
            	11.44
            	71.67
            	+
          

          
            	Suwon3
            	12.16
            	71.99
            	+
          

          
            	Suwon4
            	12.21
            	71.67
            	+
          

          
            	Honey adults
            	Jeju
            	40.12
            	71.67
            	+
          

          
            	Suwon
            	14.19
            	71.67
            	+
          

          
            	Yeosu
            	12.15
            	71.34
            	+
          

          
            	Positive
            	13.18
            	71.90±0.24
            	+
          

          
            	Negative
            	0.00
            	0.00
            	-
          

          
            	18S
            	Hive debris
            	Yongin
            	7.46
            	75.56
            	+
          

          
            	Suwon1
            	8.21
            	75.23
            	+
          

          
            	Suwon2
            	8.20
            	75.56
            	+
          

          
            	Suwon3
            	7.42
            	75.88
            	+
          

          
            	Suwon4
            	7.39
            	75.56
            	+
          

          
            	Honey adults
            	Jeju
            	33.79
            	75.23
            	+
          

          
            	Suwon
            	7.42
            	75.56
            	+
          

          
            	Yeosu
            	17.80
            	75.23
            	+
          

          
            	Positive
            	13.23
            	74.98±0.14
            	+
          

          
            	Negative
            	42.82
            	71.83±2.06
            	-
          

        

        

        Nested PCR은 1차 PCR 증폭 산물에 존재하는 Tropilaelaps의 특이 유전자를 확인하는 수단으로 사용되었으며, 1차 PCR에서 증폭이 확인된 산물에서는 재확인의 수단으로 사용되었으며, 증폭이 확인되지 않은 산물에서는 2차 검출을 통해 검출 유무를 확인할 수 있었다.

      

    

    

  
    
      결     론
      본 연구는 꿀벌 및 벌통에 기생하는 Tropilaelaps의 정량적 검출을 위한 특이 유전자 검사법을 개발하였다. 일반적으로 잘 알려져 있는 꿀벌의 기생충인 꿀벌 응애 (Varroa destructor) 보다 크기가 더 작은 Tropilaelaps는 육안 또는 현미경 하에서도 발견 및 판별이 어려웠다. 그로 인해 봉군 내 존재하는 Tropilaelaps의 수는 더욱더 파악하기 힘들었으며, 그러한 어려움은 유전자 검사법을 통해 해결 가능하였음을 보여주었다. 

      또한, 2번의 연속된 유전자 검사법 (1차 detection 후, 2차 nested PCR)은 유전자 검사법의 정확성을 향상시켜 줄 뿐만 아니라, 극미량의 유전자까지도 검출을 가능하게 하였다. 본 연구에서도 1차 PCR을 통해 봉변 시료에서 Tropilaelaps의 존재를 정량 검출할 수 있었으며, 2차 nested PCR을 통해 그 존재 여부를 재확인하였으며, 1차 PCR에서 검출하지 못했던 시료에서는 2차 nested PCR을 통해 검출 가능하였다. 

      Tropilaelaps의 정량적 검출을 위해 현미경 하에서 Tropilaelaps의 존재를 확인하고 이를 수집하였으며, 수집된 Tropilaelaps에서 DNA를 추출하여 1마리에 해당하는 특이 유전자의 정량을 수행하였다. 그 결과 측정된 Tropilaelaps 1마리의 특이 유전자 수를 통해 봉변 1 g에 존재하는 Tropilaelaps의 수를 추정할 수 있었다.

      최근 봉변은 벌통의 환경을 대변할 수 있는 미소환경으로서 병원체의 감염확인의 수단으로 꿀벌 시료보다 더 분명하고 신뢰 있는 결과를 보여주기도 하였다 (Kim et al., 2018). 따라서, Tropilaelaps 검출 시료로서 봉변의 사용은 Tropilaelaps 특이 유전자의 정량을 통해 그 벌통에 Tropilaelaps 수를 추정할 수 있기에 봉군의 모니터링이 용이할 뿐만 아니라, 그 존재의 신뢰성을 증가시켜 주었다.

      봉변 시료를 사용한 Tropilaelaps 특이 유전자의 정량 검출법은 육안상 발견이 힘든 점을 극복하고자 간편하고 더 빠른 유전자 검사법을 적용한 방법이며, 꿀벌의 외부 기생충 Tropilaelaps의 존재를 꿀벌이 아닌 봉군의 봉변 시료에서 확인함으로써, 더 정확하고 간편함을 보여주었다. 꿀벌 기생충 확인의 수단으로서 봉변의 사용이 실제 양봉 농가에 만연해 있는 Tropilaelaps에 의한 피해 이전에 빠른 검출을 봉변에서 확인하여 그에 따른 빠른 제어가 가능할 것으로 기대한다. 또한 본 연구에서는 Tropilaelaps의 한 종에 국한된 것이 아닌 Tropilaelaps 속 그 자체의 특이 검출을 다루었으며, 추후 4종을 각각 특이적으로 검출할 수 있는 primer 설계를 통해 종 분류가 가능한 유전자 검사법 개발이 가능할 것으로 사료된다.
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            Supplement Fig. 1. 
				
            

            
              Sequence analysis of Tropilaelaps-specific gene for design the specific primers.
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