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            Abstract
          
        

        
          We evaluated the productivity of royal jelly (RJ) and morphometric characteristics in cross-bred of honeybees. The present study compared the productivity of RJ of the FD with Jangwon line honeybees. The FD and Jangwon (superior line for honey product) colonies showed high rates of larvae acceptance over 80%. The FD exhibited higher RJ production (316 mg/cup) than Jangwon (269 mg/cup). The FD also produced more RJ per colony than the Jangwon. The RJ produced in FD contained more water, lipid, glucose, and essential amino acids such as valine, isoleucine, lysine than those of RJ in the Jangwon colony. In addition, the 10-hydroxy-2-decenoic acid (10-HDA) content was higher in the FD colony (2.75%) than that of the Jangwon colony (1.89%). According to the morphological measurement, body length, number of hamuli, head width, and femur length showed differences between colonies. The discriminant function analysis revealed that 98.6% of original grouped cases were classified correctly. The results of the present study suggest that the new hybrid FD colony can be expected to have higher production of RJ with a high quality and further research on the honey production is also needed to find the new traits of the FD.
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      서     론
      서양종 꿀벌 (A. mellifera)은 군집을 이루는 사회성 곤충으로 일벌은 연령에 따라 업무분담이 매우 체계적으로 조직화되어 있다 (Michener, 1974). 일벌은 5~15일령에 꿀과 화분을 섭취하여 장내에서 소화·흡수한 후, 머리부의 하이두선 (hypopharyngeal gland)과 큰턱샘 (mandibular salivary gland)에서 점성이 강한 유백색의 크림상 물질인 로열젤리를 분비하여 여왕벌과 어린 일벌의 유충 먹이로 이용된다 (Haydak, 1970). 벌통 내부 일을 하는 어린 일벌의 로열젤리 분비선인 하인두선은 매우 발달하여 있으나, 벌통 밖으로 나가 채집하는 외역일을 하는 일벌들의 하인두선은 크기가 위축되고 로열젤리 대신 α-glucosidase, glucose oxidase 등의 효소를 분비하게 된다 (Lass and Crailsheim, 1996). 

      로열젤리의 주요성분은 수분 (60~70%), 단백질 (9~18%), 지방 (4~8%), 탄수화물 (11~23%), 비타민, 무기질, 10-hydroxy-2-decenoic acid (10-HDA) 등 다양한 생리활성 물질들이 함유되어 있으며 (Viuda-Martos et al., 2008), 항암작용, 항산화 활성, 혈류개선 등의 효과가 있어 의약품, 건강식품, 화장품 등의 산업에 활용되어 세계적으로 널리 유통되고 있다 (Ramadan and Al-Ghamdii, 2012; Fratini et al., 2016).

      중국은 A. mellifera ligustica를 1910년대 일본에서 처음 수입하였으며, 1960년대부터 중국 남동부에 위치한 절강성에서 로열젤리 생산 우수 봉군을 선별하여 계속적으로 육성하여 ‘Zhenongda No.1’을 개발하였다 (Chen et al., 2002). 꿀벌 육종개발을 통해, 중국의 로열젤리 생산량은 1980년대 이후부터 매년 200톤에서 3500톤으로 빠르게 증가하였으며 (ASAC, 2011), 전 세계 로열젤리 유통량의 90% 이상을 차지하고 있다 (Zheng et al., 2011). 또한, 로열젤리 생산량의 절반 정도를 미국, 일본, 유럽 등의 나라로 수출하고 있다. 

      로열젤리 생산성 우수계통 꿀벌의 유전적 특성을 규명하기 위하여 형태학적, 세포학적, 그리고 생화학적 마커 등을 활용한 다양한 유전체 정보, 단백질 유전정보, 생태학적 정보 등이 보고되고 있다 (Chen and Li, 2009; Nie et al., 2017). 

      최근 농촌진흥청과 예천곤충 연구소에서 삼원교배종의 수밀력이 우수한 꿀벌계통을 육성하여 ‘장원벌’이라는 신품종을 개발하여 양봉농가에 보급하였다 (Lee et al., 2014). 또한, Kim et al. (2017)은 장원벌의 계통판별과 육종에 활용할 수 있는 유전자 마커를 개발하기 위하여 Single Nucleotide Polymorphism (SNP) 분석을 통해 장원벌 부계계통을 100% 구분할 수 있는 마커 AmD9을 개발하였다. 

      국내에서 로열젤리 생산성 우수계통 육성에 관한 연구는 Kim et al. (2017)이 서양종 꿀벌 (A. mellifera) 순계 2 계통에 대한 로열젤리 생산성과 하인두선에서 분비하는 Major Royal Jelly Protein (MRJP)의 발현량을 비교하는 연구를 처음 보고하였으나, 계속적인 육종연구가 필요한 실정이다. 

      본 연구는 로열젤리 생산성 우수 계통을 선별하기 위하여 국내에서 보존·육성 중인 서양종 꿀벌 (A. mellifera) 계통 중 황색계 F 계통과 흑색계 D 계통을 교배한 FD의 로열젤리 생산성을 평가하기 위하여 장원벌과 비교하였다. 

    

    

  
    
      재료 및 방법 
      
        실험봉군 구성
        로열젤리 생산성 우수품종 개발을 위하여 국립농업과학원 꿀벌육종실에서 보존·육성 중인 서양종 꿀벌 (A. mellifera) 계통 중 F 계통 (황색계)과 D 계통 (흑색계)을 교배한 FD을 실험군으로 하였다. 대조군은 수밀력이 우수한 장원벌을 사용하였다. 각각의 시험봉군은 활성이 우수한 봉군으로 3개씩 구성하였다. 

      

      
        로열젤리 생산성 평가
        교배조 FD의 로열젤리 생산성을 평가하기 위하여 각각의 봉군을 단상 6매, 계상 5매의 벌로 봉세를 일정하게 보정한 후, 2주간 유지시켰다. 부화한 지 24시간 이내의 유충을 인공여왕벌방 (왕안)에 이충한 후, 72시간 봉군에서 생산한 로열젤리의 무게를 측정하였다. 로열젤리 생산틀은 1봉군당 66개의 왕완을 사용하였고, 접수율은 왕안에 로열젤리가 정상적으로 분비된 방을 계수하여 계산하였다. 로열젤리 생산은 9월 10일부터 10월 8일까지 8회 실시하였다. 

      

      
        로열젤리의 이화학적 성분분석 
        로열젤리의 수분함량은 105℃ 상압가열건조법, 조지방 함량은 에테르 추출법을 이용하여 분석하였다. 단백질은 Semimicro-Kjeldahl 법으로 분해한 후, 자동단백질 분석 장치 (Kjeltec 8400, FOSS, Sweden)를 이용하여 증류, 적정과정을 거쳐 분석하였다. 당류분석은 HPLC (Nanospace SI-2, Shiseido, Japan)를 이용하여 RI detector (RI-201H, Shodex, Japan)로 분석하였다. 아미노산은 이온교환 크로마토그래피법을 이용한 Ninhydrin 반응법으로 분석하였다. 아미노산의 분석조건은 Table 1에 나타내었다. 

        
          Table 1. 
				
          

          
            The operating conditions of amino acid analyzer
          
          

        

        
          
            	Instrument
            	L-8900, Hitachi Co. Ltd., Tokyo, Japan
          

          
            	Column
            	Cation exchange column (#2622SC PF), 4.6×60 (mm)
          

          
            	Flow rate
            	Buffer 0.40 mL/min, Ninhydrin 0.35 mL/min
          

          
            	Mobile phase
            	Na buffer set (pH-1, pH-2, pH-3, pH-RG)
          

          
            	Detector
            	UV/VIS 440 nm/570 nm
          

          
            	Temperature
            	Column 57℃ Reaction 135℃
          

          
            	Injection volume
            	20 μL
          

        

        

      

      
        10-HDA 분석
        로열젤리 1 g에 메탄올 40 mL을 넣고 sonicator를 이용하여 30분간 추출한 후, 0.2 μm syring filter로 여과하여 10배 희석하여 시료로 사용하였다. 10-HDA 표준품 (Nacalai tesque, Japan)은 메탄올에 녹여 농도별로 희석하여 HPLC (Shiseido SP20, Japan)를 이용하여 표준검량곡선을 작성한 후 시료의 10-HDA 함량을 계산하였다. HPLC 분석조건은 C18 컬럼 (Shiseido Capcell PaK C18 UG120, 5 μm, 4.5×250 mm)을 장착하여 유속 0.6 mL/min, 시료 주입량 5 μL, 컬럼온도 40℃, 검출파장 215 nm로 설정하였고, 물과 메탄올을 50 : 50으로 혼합한 용액을 이동상으로 하여 23분간 분석하였다 (Retention time 17 min).

      

      
        꿀벌의 형태학적 분석
        꿀벌의 형태학적 특성을 분석하기 위하여 각각의 실험봉군에서 35마리의 일벌을 채집하여 이산화탄소로 마취한 후, 70% 에탄올 용액에 보관하였다. Ruttner (1988)의 방법을 참고하여 꿀벌의 각 부위를 Fig. 1과 같이 적출하여 현미경이미지 프로그램 (Leica LAS V. 4.10)을 이용하여 크기를 측정하였다. 꿀벌의 화분바구니면적 (corbicular area)은 Milne and Pries (1984)의 방법을 따라 계산하였다.

        
          
          

          Fig. 1. 
				
          

          
            Morphometric characters in Apis mellifera. BL: body length, HH: head height, HW: head width, PL: proboscis length, GL: glossa length, FWL:fore wing length, HWL: hind wing length, NH: number of hamuli, FL: femur length, TL: tibia length, BL: basitarsus length, cubital vein index: a/b.
          
          

          

        

      

      
        통계분석
        통계처리는 IBM SPSS ver. 25.0을 이용하였다. 그룹간의 평균비교는 독립표본 t-Test로 분석하여 p<0.05에서 유의성을 검정하였다.

      

    

    

  
    
      결과 및 고찰
      
        로열젤리 접수율 및 생산량
        농촌진흥청 국립농업과학원에서 보존·육성 중인 서양종 꿀벌 황색계통과 흑색계통의 교배조 FD와 삼원교배종인 장원벌을 대조군으로 하여 로열젤리 생산평가를 실시하였다. 실험봉군의 로열젤리 접수율과 로열젤리 생산량은 Fig. 2에 나타내었다. 로열젤리 평균 접수율은 장원벌 83.8%, 교배조 FD 86.4%로 높은 접수율을 나타냈으며, 그룹 간 차이는 없었다 (Fig. 2A). 1왕대 당 생산한 로열젤리의 평균 수거량은 교배조 FD가 316 mg/cup으로 장원벌 269 mg/cup 보다 17.4% 증가되었다 (Fig. 2B, p<0.01). 각 실험봉군의 벌통에서 생산하는 로열젤리의 전체 생산량은 장원벌 15.4 g/colony, 교배조 FD 17.6 g/colony로 교배조 FD에서 로열젤리 생산량이 유의적으로 증가하였다 (p<0.01).

        
          
          

          Fig. 2. 
				
          

          
            Evaluation of royal jelly productivity. (A) Larvae acceptance ratio (%), (B) Royal jelly yields per queen cell cup, (C) Royal jelly production per colony. The results are expressed as the means±SD. **p<0.01 vs Jangwon.
          
          

          

        

      

      
        로열젤리의 이화학적 성분
        각 봉군에서 생산한 로열젤리의 이화학적 성분분석 결과를 Table 2에 나타내었다. 로열젤리의 수분함량은 장원벌이 62.48±0.41%로 교배조 FD 66.84±3.15% 보다 유의적으로 낮았다 (p<0.001). 로열젤리는 수분함량 (60% 이상)과 수분활성도 (water activity)가 0.92 이상으로 높지만, 미생물에 대한 안정성은 매우 높다 (Sabatini et al., 2009). 로열젤리 단백질 중 90% 이상이 수용성 단백질이며, 기능성 펩타이드와 9개의 주요 로열젤리 단백질 (major royal jelly proteins, MRJPs)로 구성되었다. MRJPs는 꿀벌유충의 질소원으로 사용되고, 항미생물 작용으로 유충을 보호하며 (Christian, 2018), 면역작용, 항염증효과, 항암효과, 항산화 활성 등 다양한 생리활성을 갖는다 (Ramanathana et al., 2018).

        
          Table 2. 
				
          

          
            Chemical compositions in royal jelly
          
          

        

        
          
            
              	
              	Jangwon
              	FD
              	ISO standard
            

          
          
            	Water
            	62.48±0.41
            	66.84±3.15***
            	62.5~68.5
          

          
            	Protein
            	13.44±0.02
            	13.23±1.02
            	11.0~18.0
          

          
            	Lipid
            	1.53±0.33
            	4.47±0.28***
            	2.0~8.0
          

          
            	Fructose
            	2.44±0.06
            	3.86±0.46
            	2.0~9.0
          

          
            	Glucose
            	2.84±0.13
            	3.85±0.20***
            	2.0~9.0
          

          
            	Sucrose
            	5.46±0.04***
            	1.38±0.29
            	<3.0
          

        

        
          
            1)Values represent means±SD.
          

          
            2)***p<0.001 vs Jangwon
          

          
            3)ISO standard: ISO 12842:2016(E)
          

        

        

        로열젤리의 지방함량은 장원벌 1.53±0.33%, 교배조 FD 4.47±0.28%로 교배조 FD에서 생산한 로열젤리가 장원벌의 로열젤리보다 현저히 높은 지방을 함유하였다 (p<0.001). 로열젤리의 당류, fructose, glucose, sucrose를 분석한 결과, 교배조 FD에서 생산한 로열젤리의 glucose 함량이 장원벌에서 생산한 로열젤리보다 1% 정도 함량이 높았으며 (p<0.001), sucrose 함량은 장원벌에서 생산한 로열젤리가 5.46±0.04%로 교배조 FD에서 생산한 로열젤리의 sucrose 함량 (1.38±0.29%)보다 유의적으로 높았다 (p<0.001). 두 실험봉군에서 생산한 로열젤리의 이화학적 성분은 ISO 국제표준화기구에서 규정하는 범위를 충족하였으나, 장원벌에서 생산한 로열젤리는 식품의약품안전처에서 규정하는 식품규격 중 수분함량 (65.5~68.5%)의 기준에는 미치지 못하였다 (Kanelis et al., 2015). 

      

      
        로열젤리의 아미노산 함량
        각 봉군에서 생산한 로열젤리의 유리아미노산 15종을 분석하여 Table 3에 나타내었다. 로열젤리의 아미노산 분석결과, 검출량이 많은 아미노산은 asparate, glutamate, leucine, lysine 순으로 나타났다. 필수아미노산 valine, isoleucine, lysine은 교배조 FD에서 유의적으로 함량이 높았으며 (p<0.05), tyrosine의 함량도 교배조 FD에서 높게 나타났다 (p<0.001). 로열젤리는 저장기간 동안 methionine과 glutamine의 함량이 현저히 감소되어 로열젤리의 품질평가 지표로 활용될 수 있다 (Wu et al., 2009). 

        
          Table 3. 
				
          

          
            Amino acid compositions in royal jelly
          
          

        

        
          
            
              	%
              	Jangwon
              	FD
            

          
          
            	Asparate
            	2.13±0.05
            	2.20±0.1
          

          
            	Threonine¶a
            	0.54±0.01
            	0.54±0.03
          

          
            	Serine
            	0.76±0.02
            	0.75±0.05
          

          
            	Glutamate
            	1.22±0.03
            	1.22±0.06
          

          
            	Glycine
            	0.40±0.01
            	0.42±0.03
          

          
            	Alanine
            	0.41±0.01
            	0.43±0.02
          

          
            	Valine¶a
            	0.64±0.01
            	0.66±0.02*
          

          
            	Isoleucine¶a
            	0.56±0.00
            	0.58±0.01*
          

          
            	Leucine¶a
            	1.00±0.02
            	1.03±0.04
          

          
            	Tyrosine
            	0.45±0.01
            	0.49±0.00***
          

          
            	Phenylalanine¶a
            	0.56±0.02
            	0.57±0.03
          

          
            	Lysine¶a
            	0.88±0.03
            	1.00±0.08*
          

          
            	Histidine¶a
            	0.31±0.00
            	0.32±0.03
          

          
            	Arginine
            	0.65±0.01
            	0.69±0.05
          

          
            	Proline
            	0.55±0.02
            	0.53±0.02
          

        

        
          
            1)Values represent means±SD.
          

          
            2)*p<0.05, ***p<0.001 vs Jangwon
          

          
            3)¶aEssential amino acid
          

        

        

      

      
        10-HDA 함량 
        로열젤리에 함유된 특이 지방산인 10-HDA는 로열젤리와 로열젤리 함유식품의 품질평가 지표물질로 이용되고 있다 (Bloodworth, et al., 1995). HPLC분석조건에서 로열젤리의 10-HDA는 17분에 검출되었다 (Fig. 3A). ISO 국제표준화기구에서 규정하는 로열젤리의 10-HDA 함량기준은 1.4% 이상이다 (Kanelis et al., 2015). 각 실험봉군에서 생산한 로열젤리의 10-HDA 함량은 장원벌 1.89%, 교배조 FD 2.75%이었으며, 교배조 FD에서 생산한 로열젤리의 10-HDA 함량이 현저히 높은 것을 확인할 수 있었다 (p<0.001). 

        
          
          

          Fig. 3. 
				
          

          
            HPLC chromatogram of 10-HDA standard (A) and 10-HDA contents (B). The results are expressed as the means±SD. ***p<0.001 vs Jangwon.
          
          

          

        

      

      
        형태학적 특성 분석
        장원벌과 교배조 FD의 형태학적 특성을 측정하여 12가지 항목을 Table 4에 나타내었다. 장원벌은 몸길이, 머리길이, 훅개수가 교배조 FD보다 유의적으로 길었으며, 교배조 FD는 머리폭, 넓적다리 길이가 장원벌보다 길었다 (p<0.05). 화분채집 공간인 corbicular area는 그룹 간 통계적 유의성은 나타나지 않았다. 꿀벌의 수밀력은 몸길이와 corbicular area와 양의 관계를 갖는다고 보고된 바 있어 (Milne and Pries, 1984), 교배조 FD의 수밀력을 장원벌과 비교하여, 로열젤리 생산성뿐 아니라, 수밀력에 대한 평가자료를 확보하는 것이 필요할 것으로 사료되어진다.

        
          Table 4. 
				
          

          
            Morphometric characteristics
          
          

        

        
          
            
              	
              	Variables
              	Jangwon
              	FD
            

          
          
            	1
            	Body length (mm)
            	12.63±0.69***
            	12.21±0.73
          

          
            	2
            	Head length (mm)
            	3.27±0.16*
            	3.23±0.17
          

          
            	3
            	Head width (mm)
            	3.73±0.13
            	3.76±0.10**
          

          
            	4
            	Proboscis length (mm)
            	6.38±0.69
            	6.16±0.30
          

          
            	5
            	Glossa length (mm)
            	3.95±0.23
            	4.03±0.32
          

          
            	6
            	Forewing length (mm)
            	9.42±0.22
            	9.47±0.26
          

          
            	7
            	Hindwing length (mm)
            	6.69±0.16
            	6.61±0.17
          

          
            	8
            	Number of hamuli
            	22.4±2.01**
            	21.62±1.98
          

          
            	9
            	Femur length (mm)
            	2.60±0.15
            	2.62±0.12**
          

          
            	10
            	Tibia length (mm)
            	2.95±0.16
            	2.94±0.17
          

          
            	11
            	Cubital vein index
            	2.28±0.34
            	2.23±0.52
          

          
            	12
            	Corbicular area (mm2)
            	1.57±0.13
            	1.61±0.13
          

        

        
          
            1)Data are means±SD.
          

          
            2)**p<0.01, ***p<0.001.
          

        

        

        형태분석 항목을 이용하여 실험봉군의 판별분석 (discriminant analysis)을 실시하였다. Table 5에 나타난 바와 같이, 원래 집단에서 98.6%가 올바르게 분류되었다. 장원벌은 100% 정확하게 분류되었고, 교배조 FD는 34마리 중 1마리 (2.9%)가 장원벌로 분류되어 97.1%의 정확도로 분류되었다. 

        
          Table 5. 
				
          

          
            Classification of discriminant analysis
          
          

        

        
          
            
              	Predicted group
            

            
              	
              	
              	
              	Jangwon
              	FD
              	Total
            

          
          
            	Original
            	Count
            	Jangwon
            	35
            	0
            	35
          

          
            	FD
            	1
            	0
            	34
          

          
            	%
            	Jangwon
            	100
            	0
            	100
          

          
            	FD
            	2.9
            	97.1
            	100
          

        

        

      

    

    

  
    
      적     요
      로열젤리 생산성 우수 계통을 선별하기 위하여 국내에서 보존·육성 중인 서양종 꿀벌 순계계통 중 F 계통과 D 계통을 교배한 FD의 로열젤리 생산성을 장원벌과 비교하였다. 80% 이상의 높은 접수율을 보인 가운데, 1왕대 당 로열젤리 생산량은 교배조 FD 316 mg/cup으로 장원벌 269 mg/cup 보다 17.4% 증가하였다. 봉군의 로열젤리 생산량은 교배조 FD가 17.6 g/colony, 장원벌 15.4 g/colony로 교배조 FD의 로열젤리 생산량이 높았다. 교배조 FD에서 생산한 로열젤리의 수분, 지방, glucose, 필수아미노산인 valine, isoleucine, lysine의 함량이 장원벌에서 생산한 로열젤리보다 높게 나타났다. 로열젤리의 지표성분으로 활용되는 10-HDA 함량도 FD 계통 2.75%, 장원벌 1.89%로 교배조 FD가 현저히 높았다. 수밀력이 우수한 장원벌과 교배조 FD의 형태를 비교분석한 결과, 몸길이, 훅개수는 장원벌이 높았으며, 머리폭, 대퇴골 길이는 교배조 FD가 길었다. 본 연구에서 새로 개발한 교배조 FD는 로열젤리 생산성이 우수하고, 고품질 로열젤리 생산이 가능한 것으로 나타났다. 
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