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            Abstract
          
        

        
          The beekeeping industry in Korea has been severely challenged by winter losses of honey bee colonies recently. Various factors such as climate changes, pesticides, pathogens, nutritional imbalance, parasitic mites and other environmental factors are argued as the causes of the large-scale losses of winter bees. However, it is more rational to suggest that a combination of these multiple stressors rather than a single factor is responsible for this damage. Among these factors, the ectoparasitic mites, particularly Varroa destructor, has been widely reported to significantly cause winter losses of honey bee colonies in various countries, and beekeepers in Korea complain that it is difficult to control mites with conventional methods. Considering that fluvalinate has been the most abundantly used synthetic acaricide in Korea, and intensive and repetitive use of fluvalinate has been suggested to be result in the development of resistant V. destructor populations in previous studies, we first focused on discussing the mode of action of fluvalinate and the mechanism of pyrethroid resistance. Current status of the fluvalinate resistance V. destructor in Korea and selection of alternative acaricides are further discussed in this review.
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      서 론
      최근 우리나라 양봉 업계와 양봉학 분야에서 가장 큰 이슈 중 하나는 2022년 초 우리나라 남부지방을 중심으로 보고되고 있는 대규모의 월동 꿀벌 폐사 현상일 것이다 (RAD, 2022). 급격한 기후/기상 변화, 드론을 이용한 농약 살포, 질병 발생, 불량 꿀벌 사료의 공급으로 인한 영양 불균형, 응애 방제의 실패 등 다양한 요인이 월동 꿀벌 폐사 현상의 원인으로 제안되고 있으나, 특정 한 요인에 의해 발생한 피해라기 보다는 이들 요인들이 복합적으로 작용하여 나타나는 현상이라는 것이 대부분 연구자들의 공통된 의견이다 (Choi et al., unpublished data; VanEngelsdorp et al., 2009; VanEngelsdorp and Meixner, 2010; Currie et al., 2015). 이러한 다양한 요인들 중 꿀벌 외부기생충인 응애의 발생이 북반구의 여러 나라에서 관찰되는 꿀벌 폐사 현상의 주요한 원인 중 하나로 지목되고 있다 (Downey and Winston, 2001; RW, 2001; Genersch et al., 2010; Guzmán-Novoa et al., 2010; Schäfer et al., 2010; Van Dooremalen et al., 2012). 실제 우리나라 양봉 농가에서도 응애 방제 어려움에 대한 강력한 호소가 지속되는 상황에서 본 연구에서는 응애 방제에 있어서 대두되고 있는 살비제 저항성 문제와 그 대체 살비제 선발에 기반한 해결 방안을 모색하고자 한다.

    

    

  
    
      국내 응애 발생 상황
      전 세계적으로 꿀벌에 기생하거나 벌통에서 발견되는 응애류는 100여 종이 알려져 있으며, 우리나라에서는 6종이 보고되어 있다 (Lee and Woo, 1995). 우리나라 양봉장에서 육안으로 주로 관찰되는 응애류는 꿀벌응애 (Varroa destructor)와 중국가시응애 (Tropilaelaps mercedesae)로 (Lee et al., 2005), 꿀벌응애는 꿀벌의 유충과 번데기, 성충에 기생하여 지방체를 섭식하고, 중국가시응애는 꿀벌 유충 및 번데기의 체액을 흡즙하여 일벌의 체중, 활력, 면역력, 살충제에 대한 내성을 감소시키고 수명을 단축시키는 등 꿀벌의 생장에 부정적인 영향을 준다 (Bowen-Walker and Gunn, 2001; Yang and Cox-Foster, 2005, 2007; Rosenkranz et al., 2010; Annoscia et al., 2012; Phokasem et al., 2019; Ramsey et al., 2019). 또한 이들 응애류들은 급성마비병 바이러스 (Acute Bee Paralysis Virus, ABPV) 및 날개기형 바이러스 (Deformed Wing Virus, DWV) 등의 질병을 매개하여 봉군 내 일벌 개체수 감소 및 봉군 망실의 원인이 되기도 한다. 특히 봉군 내 높은 밀도의 꿀벌응애는 월동 봉군 폐사의 주요한 원인이라는 보고가 있고 (Genersch et al., 2010), 월동전 꿀벌응애의 성공적인 방제는 이듬해 봄의 꿀벌응애 밀도 감소와 강군 봉세 형성에 도움을 준다는 보고가 있다 (Van Dooremalen et al., 2012). 이러한 연구 결과들은 꿀벌응애 방제의 실패가 최근 우리나라에서 발생한 월동 봉군 폐사 현상의 주요한 원인 중 하나일 수 있다는 것을 시사한다.

    

    

  
    
      국내 응애 방제 주요 약제인 피레스로이드의 작용 기작
      
        1. 국내 응애 방제 약제
        2021년 우리나라 양봉 농가를 대상으로 실시한 설문조사에 의하면 개미산, 옥살산과 같은 유기산, 아미트라즈 (amitraz)와 플루발리네이트 (fluvalinate) 등의 합성 살비제를 통해 응애 방제를 실시하고 있으며, 이들 중 플루발리네이트를 성분으로 하는 살비제를 가장 많이 사용하고 있는 것으로 나타났다 (Jeong et al., 2016). 1980년대 중반 이후로 플루발리네이트는 응애 방제를 위해 우리나라를 포함하여 세계적으로도 가장 많이 사용되는 약제로 (Lee et al., 2004), 우리나라에서는 스트립 (strip) 형태로 제작된 만푸골드, 홍사방, 왕스, 마브릭 등 다양한 상품명으로 판매되고 있다.

      

      
        2. 신경세포의 전기적 신호 전달 기작
        응애 방제를 위해 가장 널리 사용되는 플루발리네이트는 피레스로이드 (pyrethroid)계에 속하는 살충제로, 피레스로이드는 신경세포막에 존재하는 voltage-gated sodium channel (VGSC) 기능을 억제하여 살충효과를 유발한다는 것은 잘 알려져 있다 (Sherby et al., 1986; Ray and Fry, 2006; Davies et al., 2007). 뉴런 (neuron)이라 칭하는 신경세포의 막에는 sodium channel과 potassium channel이 있는데 이들 각 통로 (channel)를 통해 Na+ 이온과 K+ 이온이 세포막을 통과하여 이동하게 된다 (Fig. 1A) (Sengupta et al., 2010). 곤충에서 기본적으로 신경전달이 없는 휴지기의 뉴런 막의 전위는 -50 mV에서 -60 mV 수준을 유지하나 (Rohrbough and Broadie, 2002; Choi et al., 2004; Jiang et al., 2005; Gu and O̓Dowd, 2006; Park and Griffith, 2006; Sheeba et al., 2008a, 2008b), 신경세포가 자극 및 흥분되면 sodium channel이 열리고 이에 따라 Na+ 이온이 세포 내부로 이동하며 세포막 내부가 30~40 mV 수준의 양전위로 상승하게 되는데, 이를 탈분극 (depolarization)이라 한다 (Fig. 1B). 곧이어 인접한 potassium channel이 개방되어 K+ 이온이 세포 외부로 이동하여 막 전위는 다시 -50 mV에서 -60 mV 수준으로 회귀하는데 이를 재분극 (repolarization)이라 한다 (Fig. 1B). 신경세포 막을 경계로 위치하고 있는 sodium channel과 potassium channel을 통한 Na+ 이온과 K+ 이온의 이동과 차단으로 신경세포 막의 활동전위 (action potential)와 휴지전위 (resting potential)를 조절함으로써 신경세포 막을 따라 전기적 신호를 전달하게 된다 (Dong et al., 2014).

        
          
          

          Fig. 1. 
				
          

          
            Schematics of sodium channel and potassium channel (A) and action potential (B).
          
          

          

        

      

      
        3. 피레스로이드의 작용 기작
        플루발리네이트가 속하는 피레스로이드계 약제의 작용 표적이 되는 VGSC은 1952년 Hodgkin과 Huxley에 의해 처음 그 존재가 발견되었으며 (Hodgkin and Huxley, 1952), 곤충에서는 1989년 초파리 (Drosophila melanogaster)에서 처음으로 클로닝 (cloning)되었다 (Loughney et al., 1989). 곤충의 VGSC의 구조는 척추동물의 것과 상당히 유사하며 그 구조는 세포막을 관통하는 6개의 알파나선구조 (S1-S6 transmembrane α-helix segment)로 구성된 4개의 반복 도메인 (domain I-IV)에 의해 Na+ 이온의 이동 통로를 형성하는 것으로 밝혀져 있다 (Fig. 2) (Ffrench-Constant et al., 2016). 독일바퀴 (Blattella germanica)와 집파리 (Musca domestica)를 포함한 다양한 피레스로이드계 살충제에 대한 저항성 해충을 대상으로 수행된 연구를 종합하면 VGSC domain II의 S4와 S5 사이의 loop 지역과 domain II S5 및 S6 지역에서 발생하는 돌연변이가 저항성의 원인으로 이들 VGSC 지역이 피레스로이드계 살충제의 주요한 결합부위인 것으로 추정된다 (Fig. 2A, see red arrow) (O̓Reilly et al., 2006).

        
          
          

          Fig. 2. 
				
          

          
            Diagram of voltage-gated sodium channel (VGSC). The VGSC possesses four repeat domains (labelled domain I-IV), each containing six transmembrane α-helix segments (labelled S1 through S6). Red arrows indicate putative binding sites of pyrethroid (A). The four domains are arrayed in the membrane to form a central pore (B).
          
          

          

        

        VGSC은 피레스로이드계 살충제뿐만 아니라 dichlorodiphenyltrichloroethane (DDT)의 표적 분자로 많은 연구가 진행되어 왔는데, 이들 신경독소들이 VGSC에 결합할 경우 Na+ 이온의 이동에 따른 전도도 (ion conductance), 이온 선택 정도 (ion selectivity) 및 통로의 개폐 수준 등을 포함하는 VGSC의 생리학적 특징을 변화시킨다 (Narahashi, 1996, 2002; Catterall et al., 2007). 정상적인 VGSC의 경우, 개폐를 통해 신경전달에 따라 활동전위와 휴지전위가 조절되나 (Fig. 3A), 피레스로이드계 살충제에 노출될 경우 약제가 VGSC에 결합하여 channel이 열려 있는 상태를 지속시키거나 닫히는 과정을 지연시켜 Na+ 이온의 과도한 유입을 유발한다. 이는 결국 신경 세포막의 재분극 상태를 막고 탈분극 상태를 지속시킴으로 신경 세포의 전기적 신호 전달의 기능을 교란함으로써 과도흥분으로 인한 사충효과를 유발하게 된다 (Fig. 3B) (Narahashi, 1996, 2000; Soderlund, 2012).

        
          
          

          Fig. 3. 
				
          

          
            Mechanism of pyrethroid resistance. In normal conditions, depolarization and repolarization are created by respective open and close of voltage-gated sodium channel (VGSC) (A). When susceptible pests are exposed to pyrethroid, pyrethroids bind the VGSC and inhibit the function of VGSC, which cause prolonged depolarization or tail current of VGSC (B). In the pyrethroid resistant pests, pyrethroid cannot bind the VGSC and normal action potential is created (C).
          
          

          

        

      

    

    

  
    
      플루발리네이트 약제 저항성 기작
      
        1. 피레스로이드계 약제 저항성 기작
        피레스로이드계 살충제와 DDT의 뛰어난 살충효과로 인해 해충방제를 위해 농업현장과 방역현장에서 지난 수 십년간 집중적으로 사용되어 왔으며, 이는 결국 이들 살충제에 대한 저항성 발달을 유발하였다. Knockdown resistance (KDR) 이라고 명명되는 DDT와 피레스로이드 살충제의 감수성 저하가 집파리에서 처음 보고된 이후 (Milani, 1956), 다양한 해충에서 유사한 형태의 저항성이 지속적으로 보고되고 있다 (Soderlund, 2005; Soderlund, 2012; Rinkevich et al., 2013). 특히 VGSC의 돌연변이와 피레스로이드계 살충제에 대한 저항성과의 상관성이 검증되고 있는데, L1014F와 M918T의 보고 (Williamson et al., 1996) 이후로 V410, G923, L925, T929, L932, F979, L982, I1011, L1014, V1016, F1534, G1535, F1538을 포함하는 50개 이상의 돌연변이가 다양한 종류의 피레스로이드계 살충제 저항성 해충들에서 발견되고 있다 (Dong et al., 2014). 이들 모든 돌연변이와 살충제 저항성 발달과의 직접적 상관성이 실험적으로 증명된 것은 아니지만, 대표적으로 M918T와 T929I, F1538I, L1014F 등의 돌연변이로 인한 피레스로이드 살충제의 표적분자에 대한 결합력 감소가 실험적으로 증명 (Vais et al., 2000; Vais et al., 2003; Tan et al., 2005)됨에 따라 VGSC에서 발생하는 돌연변이와 피레스로이드계 살충제 저항성 기작을 합리적으로 추정하게 된다 (Fig. 3C).

      

      
        2. 플루발리네이트 약제 저항성 기작
        꿀벌응애 방제에 가장 많이 이용되는 플루발리네이트 약제 또한 집중적이고 반복적인 사용으로 인한 꿀벌응애 방제 효과의 감소에 대한 보고는 유럽에서 1990년대부터 시작했고 (Milani, 1995), 이후 플루발리네이트 저항성 형질을 획득한 꿀벌응애가 미주, 유럽, 아프리카, 아시아의 여러 지역에서 보고되고 있다 (Elzen et al., 1998, 1999; Trouiller, 1998; Mozes-Koch et al., 2000; Macedo et al., 2002; Martin, 2004; Tremolada et al., 2004; Noureddine and Haddad, 2013; Sammataro et al., 2013; González-Cabrera et al., 2016; Kamler et al., 2016; Higes et al., 2020; Benito-Murcia et al., 2021; Millan-Leiva et al., 2021). 플루발리네이트 저항성 꿀벌응애 VGSC에서 발견되는 돌연변이들은 L1770P, L925V/M/I, F975L이 보고된 바가 있으나 (Liu et al., 2006; Hubert et al., 2014; González-Cabrera et al., 2016), 이들 중 L925V/M/I가 플루발리네이트 저항성에 주요하게 관여하는 것으로 생각된다. VGSC의 L925 지점은 domain II S5 지역에 위치하는 아미노산으로 피레스로이드의 주요한 결합부위로 알려져 있기에 (O̓Reilly et al., 2006) L925 돌연변이 발생이 플루발리네이트의 결합력을 감소시켜 저항성을 유발하는 것으로 보인다. 이는 L925 돌연변이 빈도와 플루발리네이트 저항성 간의 높은 상관성에서도 입증된다 (González-Cabrera et al., 2013, 2016, 2018; Hubert et al., 2014; Alissandrakis et al., 2017). L925I/M 돌연변이는 플로리다와 조지아에서 보고되었고 (González-Cabrera et al., 2016), L925I/V 돌연변이는 그리스에서 채집된 꿀벌응애에서 (Alissandrakis et al., 2017) 검출된 바가 있다. 이들 플루발리네이트 저항성에 관여하는 VGSC의 L925 지점의 돌연변이를 가지고 있는 꿀벌응애의 분포는 세계적으로 점점 더 증가하는 경향을 보이는 것으로 보인다 (González-Cabrera et al., 2018).

      

    

    

  
    
      우리나라 플루발리네이트 약제 저항성 발달 실태
      
        1. 우리나라 플루발리네이트 저항성 연구의 필요성
        우리나라의 경우 2008년 꿀벌응애에 대한 플루발리네이트, 플루메트린, 아미트라즈, 쿠마포스 약제에 대한 효과를 비교 검증한 결과, 대체적으로 플루발리네이트의 효과가 가장 높은 것으로 관찰되었고 (Kim and Jung, 2008), 우리나라 8개 지역에서 채집된 꿀벌응애를 대상으로 실시한 플루발리네이트에 대한 감수성을 비교한 2009년 실험에서는 경기도 안성과 광주가 다른 지역에 비해 높은 저항성이 관찰된 바가 있다 (Kim et al., 2009). 이 연구에서는 VGSC의 서열의 지역별 차이가 관찰되기는 했지만, 플루발리네이트 저항성과의 상관성을 확인하지는 못하였다 (Kim et al., 2009). 우리나라에서는 대규모의 플루발리네이트 저항성과 관련된 연구가 수행된 바가 없지만, 앞서 두 연구를 근거할 때 2010년 이전까지는 플루발리네이트를 통한 꿀벌응애 방제에 큰 어려움이 없었던 것으로 판단된다. 그러나 최근 양봉 농가에서 응애 방제의 어려움이 강력하게 호소하고 있고, 현재 유통되고 있는 플루발리네이트 제제의 효과가 거의 없다는 호소가 지속되고 있다. 그리고 2022년 초에 발생한 월동 봉군 폐사 현상의 원인 중 하나로 꿀벌응애의 방제 실패가 지목되고 있는 상황에서 (RAD, 2022) 우리나라 꿀벌응애의 플루발리네이트 저항성 발달 실태에 대한 체계적인 연구는 필수적인 사항이라 판단된다.

      

      
        2. 우리나라 플루발리네이트 저항성 돌연변이 발생 현황
        채집된 꿀벌응애에 플루발리네이트를 처리한 후 생존한 개체와 사망한 개체에서 DNA를 추출하여 VGSC의 L925 지점의 유전자 서열을 분석한 결과, 사망한 개체의 46%에서는 돌연변이가 발생하지 않은 homozygote (SS), 31% 개체에서는 저항성과 감수성 유전자 서열이 함께 존재하는 heterozygote (RS)가 관찰되었고, 23% 개체에서만 저항성 형질 (RR)이 관찰되었다 (Fig. 4). 반면 플루발리네이트 노출 후에도 생존한 개체의 100%에서 저항성 형질의 homozygote (RR)가 분석되었는데, 이는 VGSC의 L925에서 발생하는 돌연변이가 플루발리네이트 저항성에 주요한 원임을 재차 증명한 결과이다 (Fig. 4). 이를 통해 L925 지점의 돌연변이와 플루발리네이트 저항성과의 상관성이 확인된 바에 따라 2021년과 2022년 우리나라 전국에서 채집된 꿀벌응애에서의 L925 돌연변이 발생을 추가 조사하였다. 2021년 채집된 17개 지역의 꿀벌응애 샘플 중 4개 지역에서 L925I 돌연변이 유전형이 관찰되었고, 2022년에는 41개 채집지역 중 34개 지역에서 L925I 돌연변이 유전형이 검출되었다 (unpublished data). 2년간 총 58개 지역의 응애에서 발견된 돌연변이는 모두 L925I로 해외에서 보고된 3가지 형태의 돌연변이 L925V/I/M 중 (Liu et al., 2006), 우리나라에서는 L925I 돌연변이만 발생하고 있는 것이 특이한 사항이다.

        
          
          

          Fig. 4. 
				
          

          
            Representative electropherograms of Varroa destructor individual with different genotype (SS, RS and RR) at the V925I mutation site of the voltage-gated sodium channel (A). V925I allele frequencies found in dead or survived V. destructor at 24 h post-treatment of fluvalinate. Resistance homozygote (RR, L925I) was only found in the survived V. destructor (B).
          
          

          

        

      

      
        3. 우리나라 플루발리네이트 약제 저항성의 확산
        본 연구자가 수행한 2021년과 2022년 꿀벌응애 채집 지역의 수와 채집 장소가 동일하지 않아서 2년간의 결과를 직접적으로 비교할 수는 없지만, 저항성 돌연변이 샘플의 비율을 단순 비교하면 2021년 24%에서 2022년 83%로 크게 증가한 것에 주목할 필요가 있다 (unpublished data). 1년간 플루발리네이트 저항성 유전형질의 전국적인 확산과 유사한 현상이 경북대학교에서 사육 중인 봉군에서도 관찰되었다 (Table 1). 경북대학교에서는 2021년 봄, 상주에서 구매한 3개 봉군 (Sangju 1-3), 대구 (Daegu) 및 의령 (Uiryeong)에서 각각 구매한 2개 봉군을 사육하고 있었고, 2021년 7월 이들 봉군에서 채집한 꿀벌응애의 VGSC의 L925I 돌연변이 검출시 상주 3개 봉군 및 대구 봉군에서 저항성 유전형질은 전혀 관찰되지 않았으나, 의령 봉군에서는 채집된 꿀벌응애 개체 100%에서 저항성 형질이 관찰되었다 (Table 1). 2022년 5월 이들 봉군의 꿀벌응애에 대한 L925I 돌연변이에 대한 유전형질을 조사한 결과, 상주 2개 (Sangju 1, 2) 봉군과 대구 봉군에서 감수형 유전형질은 관찰되지 않고, 채집 개체 100%에서 L925I 돌연변이가 관찰되었다. 상주 3 봉군의 경우 채집된 꿀벌응애 개체의 62% 정도는 저항성 형질, 나머지 38% 정도는 감수형 유전형질이 확인되었다 (Table 1). 2개월 후 2022년 7월 추가 유전형 검사 결과, 상주 3 봉군을 포함한 모든 봉군의 꿀벌응애 100%에서 L925I 돌연변이가 검출되었다 (Table 1). 본 결과는 전국에서 채집된 꿀벌응애에서의 L925I 저항성 유전형 보유 비율이 2021년 24%에서 2022년 83%로 크게 확대된 현상과 유사하게 동일 봉군 내에서도 저항성 유전형질을 가지고 있지 않던 꿀벌응애 개체군에서 1년간의 기간 동안 저항성 유전형질이 빠르게 확대되고 있음을 의미한다.

        
          Table 1. 
				
          

          
            Genotype for position 925 of the voltage-gated sodium channel of Varroa destructor collected from Kyungpook National University apiary in July 2021, May 2022, and July 2022.
          
          

        

        
          
            
              	Colony No.
              	July 2021
              	
              	May 2022
              	
              	July 2022
            

            
              	Genotype
              	Genotype
              	Genotype
            

            
              	Susceptible
              	Resistance
              	Susceptible
              	Resistance
              	Susceptible
              	Resistance
            

          
          
            	Sangju 1
            	○
            	
            	
            	
            	○
            	
            	
            	○
          

          
            	Sangju 2
            	○
            	
            	
            	
            	○
            	
            	
            	○
          

          
            	Sangju 3
            	○
            	
            	
            	○
            	○
            	
            	
            	○
          

          
            	Daegu
            	○
            	
            	
            	
            	○
            	
            	
            	○
          

          
            	Uiryeong
            	
            	○
            	
            	
            	○
            	
            	
            	○
          

        

        

        2021년 Benito-Murcia 등이 수행한 꿀벌응애 개체군내 감수성/저항성 유전형질의 변화를 1년간 추적한 연구에서도 본 연구에서와 동일하게 저항성 유전형이 차지하는 비율이 꾸준히 증가하고 있음을 관찰하였고, 그 원인을 지속적이고 반복적인 플루발리네이트 스트립의 사용이 밀납 내 약제 축적을 야기하고 이는 결국 저농도의 약제가 꿀벌응애에 지속적으로 노출되어 꿀벌응애가 저항성 유전형질을 획득한 것으로 보고 있다 (Benito-Murcia et al., 2021). 플루발리네이트는 친지성 (lipophilic) 화합물로 지질성 물질인 밀납에 쉽게 녹아 들 수 있고, 그 분자 구조가 안정적이어서 쉽게 분해되지 않으며, 밀납을 통해 저농도의 약제가 지속적으로 휘발될 가능성이 높다 (Bonzini et al., 2011). 특히 플루발리네이트의 지속적인 처리로 인한 밀납 내 약제 농도가 시간을 두고 꾸준히 증가하는 경향을 관찰한 바가 있고 (Bonzini et al., 2011), 여러 연구에서도 밀납 내 약체 농축에 대한 결과가 보고되고 있다 (Tsigouri et al., 2003; Johnson et al., 2009). 꿀벌응애 방제를 위해 지속/반복적으로 처리되는 친지성 합성 살비제는 꿀벌응애 개체군 내 감수성 개체들을 제거하나, 저항성 유전형질을 보유하고 있는 개체들만 생존하게 되고 이들로부터 동일한 유전형질 (저항성)을 보유한 개체들로 번식하게 하여 종국에는 봉군 내 저항성 유전형질을 가진 꿀벌응애 개체군의 급속한 증가를 유발하게 되는 것으로 판단된다 (Benito-Murcia et al., 2021). 우리나라의 경우, 현재 응애류 방제를 위해 유통, 판매되는 합성 살비제는 플루발리네이트가 절대 우위를 차지하고 양봉 농가에서는 이들 제품만 지속적으로 사용하고 있기에, 꿀벌응애의 저항성 발달의 강력한 도태압으로 작용하여 국내 꿀벌응애의 L925I 돌연변이 보유 비율이 상당히 높은 것으로 판단된다.

        경북대학교에서 사육 중인 봉군의 꿀벌응애에서 L925I 유전형질의 급속한 확산 현상은 채밀 활동에서도 그 원인을 추정할 수 있을 것이다. 이들 실험 봉군 (상주 1, 상주 2, 상주 3, 대구, 의령)은 30개의 다른 봉군과 함께 2021년 여름부터 동일한 장소에서 사육되고 있으며, 이들과 함께 월동 및 유밀기를 보내었다. 2022년 7월 이들 30개 봉군에서 꿀벌응애를 채집한 후 저항성 유전형을 조사한 결과, 총 30개 봉군 중 꿀벌응애가 채집되지 않은 2개 봉군을 제외한 28개 봉군에서 모두 L925I 돌연변이 유전형질이 관찰되었고, 4개 봉군에서는 저항성 유전형질과 감수성 유전형질 모두 관찰된 반면 24개 봉군에서 채집된 꿀벌응애의 100% 개체에서 저항성 유전형질만 보유하고 있는 것으로 확인되었다 (Table 2). 이는 저항성 유전형질을 보유한 꿀벌응애의 밀도가 상당히 높은 봉군과 함께 사육되는 환경이 경북대학교 실험 봉군 내 저항성 유전형질의 확대에 영향을 준 것으로 추정된다. 특히, 실제 이들 봉군들은 유밀기에 함께 채밀활동을 하면서 봉군들 간 소비가 섞였을 가능성을 배제할 수 없기에 봉군 간 꿀벌응애의 인위적인 이동이 발생하였으며, 또한 플루발리네이트 약제의 지속적인 사용이 도태압으로 더해져 동일 양봉장 내 저항성 유전형질의 확대를 가속한 것으로 추정된다.

        
          Table 2. 
				
          

          
            Genotype for position 925 of the voltage-gated sodium channel in Varroa destructor from 30 colonies near Kyungpook National University apiary in July 2022.
          
          

        

        
          
            
              	Colony No.
              	Genotype
            

            
              	Susceptible
              	Resistance
            

          
          
            	1
            	○
            	○
          

          
            	2
            	
            	○
          

          
            	3
            	○
            	○
          

          
            	4
            	
            	○
          

          
            	5
            	
            	○
          

          
            	6
            	
            	○
          

          
            	7
            	
            	○
          

          
            	8
            	
            	○
          

          
            	9
            	
            	○
          

          
            	10
            	
            	○
          

          
            	11
            	
            	○
          

          
            	12
            	○
            	○
          

          
            	13
            	NA
          

          
            	14
            	
            	○
          

          
            	15
            	
            	○
          

          
            	16
            	
            	○
          

          
            	17
            	
            	○
          

          
            	18
            	
            	○
          

          
            	19
            	NA
          

          
            	20
            	
            	○
          

          
            	21
            	
            	○
          

          
            	22
            	
            	○
          

          
            	23
            	
            	○
          

          
            	24
            	
            	○
          

          
            	25
            	
            	○
          

          
            	26
            	○
            	○
          

          
            	27
            	
            	○
          

          
            	28
            	
            	○
          

          
            	29
            	
            	○
          

          
            	30
            	
            	○
          

          
            	Total
            	4
            	28
          

        

        
          
            NA, Not available due to no Varroa destructor collection
          

        

        

      

    

    

  
    
      풀루발리네이트 대체 약제 제안
      우리나라 내 꿀벌응애 방제 어려움에 대한 호소, 플루발리네이트 약제에 대한 꿀벌응애의 저항성 유전형질의 확산, 응애류 방제를 위한 합성 살비제가 플루발리네이트 제제 한 종만 주로 유통/소비되는 상황 및 플루발리네이트와 같은 피레스로이드 계통인 플루메스린 (바이바롤)은 교차저항성이 우려되는 상황 등을 고려할 때, 대체 약제를 선발하여 사용하는 것이 바람직하다. 대체 약제로서는 합성 살비제로서 쿠마포스, 아미트라즈, 시미아졸 (cymiazole), 브로모프로필레이트 (bromopropylate) 등을 들 수 있으며, 천연화합물로서는 티몰 (thymol), 개미산 등을 들 수 있는데 각 약제의 특성 및 사용상 주의점을 아래에 정리하였다.

      
        1. 쿠마포스
        쿠마포스는 유기인계 살충·살비제로서 콜린성신경계 (cholinergic nervous system)의 신경연접에서 신경전달물질인 아세틸콜린 (acetylcholine)을 분해하는 가수분해 효소인 아세틸콜린에스터레이즈 (acetylcholinesterase)를 비가역적으로 저해하여 독 작용을 일으킨다. 전 세계적으로 플루발리네이트와 함께 꿀벌응애 방제에 널리 사용되고 있다. 피레스로이드 약제의 작용기작과는 다르므로 피레스로이드계 약제에 대한 저항성이 의심될 때 대체 약제로서 사용을 권장할 수 있다. 꿀벌에 대해서는 독성이 극히 낮으나 꿀벌응애에는 고도의 선택성을 보여 꿀벌독성 우려 없이 벌통 내부에 안전하게 처리할 수 있는데, 최근 국소처리법에 의해 조사된 쿠마포스의 독성은 꿀벌과 꿀벌응애 간 약 750~800배의 차이를 보임으로써 꿀벌에 미치는 독성이 상대적으로 경미함을 확인할 수 있었다 (Cho et al., unpublished data). 그러나 플루발리네이트를 1시간 전에 처리된 꿀벌에 쿠마포스를 연속적으로 처리할 경우 꿀벌에 대한 독성이 다소 증가하는 협력작용에 대한 보고가 있으므로 (Johnson et al., 2009), 플루발리네이트 잔류가 의심되는 오염된 소비가 사용되는 벌통에 쿠마포스를 처리할 경우에는 주의가 요구된다. 지금까지 국내에서는 페리진, 코마에이치, 쿠마킹 등의 제품이 사용되고 있으나, 꿀벌응애 방제 효력에 대한 추가적인 연구가 필요하다 하겠다.

      

      
        2. 아미트라즈 및 시미아졸
        아미트라즈는 포름아미딘 (formamidine)계 광범위 살충·살비제의 일종으로서 전 세계적으로 꿀벌응애 방제에 오랫동안 사용되고 있는데, 국내에서는 바로캇트훈연지, 속살-골드, 아미키트 등의 제품명으로 유통되고 있다. 아미트라즈는 꿀벌응애 중추신경계의 옥토파민수용체 (octopamine receptor)에 작용제 (agonist)로 작용하여 자극전달을 교란함으로써 독성을 발휘한다. 또한, 옥토파민 수용체 이외에도 다양한 표적에 작용함으로써 꿀벌응애의 아미트라즈 저항성 발달이 지연되는 것으로 알려져 있고, 작용기작이 피레스로이드 약제와는 상이하므로 플루발리네이트 저항성 꿀벌응애 방제에 대체 약제로서 사용될 수 있다. 그러나, 최근 연구결과에 따르면 아미트라즈가 처리된 꿀벌은 바이러스에 대한 면역력을 약화시키는 것으로 알려져 있으므로 (O̓Neal et al., 2017), 꿀벌응애의 밀도가 높아서 바이러스 및 기타 질병에 대한 면역저하가 우려되는 봉군의 경우에는 아미트라즈의 사용을 신중히 결정해야 한다. 옥토파민 신호전달체계는 곤충의 면역조절에 중요한 역할을 하며 (Kuo and Cheng, 2018), 아미트라즈는 염증과 면역 반응의 신호물질로 작용하는 프로스타글란딘 (prostaglandin) 합성을 저해하는 것으로 알려져 있으므로 (Bonsall and Turnbull, 1983), 아미트라즈와 꿀벌면역 간의 상호 작용에 대한 보다 심도 있는 연구가 필요하다.

        시미아졸 역시 포름아미딘계 살충·살비제로서 아미트라즈와 동일한 작용기작과 특성을 가지고 있으므로 플루발리네이트 저항성이 문제가 될 때 대체 약제로 사용할 수 있으나 아미트라즈와 유사한 주의사항을 염두에 두어야한다.

      

      
        3. 브로모프로필레이트
        브로모프로필레이트는 유기할로겐계 살비제로서 아세틸콜린에스터레이즈 저해제로 알려져 있다 (Mehlhorn, 2008). 다카르, 폴벡 등의 제품명으로 국내에서 유통되고 있으나 유기할로겐계 특성상 높은 잔류성이 우려되고 유럽연합에서는 2011년에 사용금지 되었으므로 대체 약제로서 권장되지 않는다.

      

      
        4. 티몰
        티몰은 타임에서 유래된 식물성 정유로서 아피가드, 티모바르, 아피라이프바 등의 제품명으로 국내에 유통되고 있으며 작용기작은 옥토파민수용체와 유사한 티라민 (tyramine)수용체 또는 GABA 수용체에 작용하여 독작용을 나타내는 것으로 알려져 있다 (Priestley et al., 2003; Enan, 2005). 다양한 표적을 대상으로 작용하므로 저항성 발달속도가 상대적으로 느릴 것으로 추정되고 있고 스트립제로 사용이 간편하므로 대체 약제로 활용할 수 있으나 티몰의 강한향으로 인한 도봉 발생을 유발할 수 있기에 이에 대한 보완 연구를 통해 대체 약제로 제안될 수 있다 .

      

      
        5. 개미산과 옥살산
        개미산과 옥살산은 꿀벌응에의 세포호흡을 저해하여 독성을 나타내는 것으로 알려져 있는데 훈증제로서 작용한다 (Song and Scharf, 2009). 국내에서도 널리 사용되고 있으나 사용시 처리방법에 대한 표준화가 부재하여 꿀벌에 대한 약해가 빈번히 발생하고 있다. 꿀벌에 대한 독성을 최소화할 수 있는 처리방식에 대한 보완이 이루어진다면 합성 살비제에 저항성이 발달된 꿀벌응애 방제에 유용하게 사용될 수 있다.

      

    

    

  
    
      고찰 및 제언
      월동 전 봉군 내의 꿀벌응애 밀도가 높을 경우 월동 실패 가능성이 크게 증가한다는 점은 이미 국외의 여러 사례들로 입증된 바 있으므로 (Genersch et al., 2010; Guzmán-Novoa et al., 2010; Schäfer et al., 2010; Van Dooremalen et al., 2012), 월동 전 꿀벌응애의 효율적인 방제가 필수적이다. 국내에서도 월동 전 꿀벌응애를 신속하고 효과적으로 방제하기 위해서는 비교적 살충효력이 우수한 합성 살비제를 관행적으로 사용하고 있다. 그러나, 최근 플루발리네이트를 비롯한 피레스로이드계 약제에 대한 국내 꿀벌응애의 저항성이 광범위하게 확산되고 있으므로 이는 저항성 발달에 따른 꿀벌응애 방제 실패가 최근 대두된 월동봉군 폐사의 원인이 될 수 있음을 시사한다. 월동봉군 폐사의 재발 방지를 위해서는 플루발리네이트 저항성 꿀벌응애의 확산에 따른 방제실패와 월동봉군 폐사 간의 연관성을 정확하게 규명하기 위해서는 몇 가지 체계적인 연구가 필요하다.

      첫째, 최근 조사된 플루발리네이트 저항성 형질은 지역간 급속도로 확산되는 경향을 보이는데 급속한 확산이 가능한 제반 원인이 규명되어야 한다. 이를 위해 양봉장 내 뿐만아니라 양봉장 간 시기별 저항성 형질 동태를 추적하여 저항성 확산 및 발달을 억제할 수 있는 해결책을 제시할 수 있을 것으로 보인다.

      둘째, 월동 전 플루발리네이트 저항성 꿀벌응애가 충분히 방제되지 않았을 경우를 가정하여 월동봉군 내 꿀벌응애 저항성 형질 동태를 조사하고 월동 전후 꿀벌응애의 유전자 발현양상 변화를 추적하여 월동시 저항성 꿀벌응애의 적응도 (fitness)에 대한 정보확보가 시급하다. 이를 통해 플루발리네이트 저항성 형질의 적응이점 (fitness advantage) 또는 적응비용 (fitness cost)을 정량화하여 저항성 형질의 존재가 봉군폐사에 미치는 영향을 검증할 수 있다.

      셋째, 벌통 내 잔류물 (hive debris)을 대상으로 꿀벌응애 밀도와 바이러스를 비롯한 병원체의 밀도를 정량화함으로써 봉군 위해도 평가기술을 개발하여 보다 용이하게 상시적으로 봉군 건강도를 모니터링할 수 있는 체계구축이 필요하다. 이를 토대로 월동 전 봉군의 월동 성공가능성을 사전에 평가하고 보완함으로써 월동 성공률을 제고한다.

      꿀벌응애의 플루발리네이트 저항성과 월동봉군 폐사 간의 연관성 규명 여부와 관계없이 월동 전 봉군 내 꿀벌응애의 플루발리네이트 저항성이 의심될 경우에는 플루발리네이트 및 플루메스린의 사용을 금지하고 여타의 합성 살비제 및 천연 살비제를 대체 약제로 선발하여 교차사용해야 한다. 이를 위해서는 전국적으로 꿀벌응애 저항성을 조사하여 저항성 지도를 작성하고 저항성 발달 실태에 따라 적절한 약제를 선발하는 것이 필수적이다. 따라서 정기적인 저항성 모니터링을 위해서는 농가현장에서 신속하고 용이하게 저항성 수준을 판별할 수 있는 생물검정 기법의 개발 뿐만 아니라 저항성 분자마커 (molecular resistance marker)를 발굴하고 이를 활용한 분자진단 (molecular diagnosis) 기법의 개발도 병행되어야 한다. 살비제별 표적유전자 상에서 발생되는 저항성 돌연변이 이외도 꿀벌응애 체내에서 독물질을 분해하는 산화효소 (cytochrome P450)를 비롯한 다양한 대사효소들도 저항성 요인으로 작용하므로 이들 효소의 발현량을 분자마커로 개발하여 저항성 모니터링에 활용한다면 보다 정확한 저항성 예측이 가능하다.

      또한, 다양한 제품명으로 유통되고 있는 꿀벌응애 방제제의 유효성분에 따른 고유번호 또는 코드를 부여하여 양봉농가에서 약제의 교차사용을 용이하게 할 수 있는 체계구축과 교차사용의 중요성을 강조할 수 있는 농가교육이 시급하다. 아울러서 유통되고 있는 약제의 철저한 품질검사를 통해 함량미달 약제의 오사용을 통한 저항성 발달을 억제해야 한다. 꿀벌응애 밀도를 조사하기 위한 봉개 소방 조사법을 보완 및 체계화하여 농가에 보급함으로써 약제처리 후 꿀벌응애 방제가를 신속하게 조사하여 대상 약제의 저항성 발달 여부를 현장에서 파악하고 최적약제 선발에 필요한 정보를 조기에 확보할 수 있어야 한다. 또한, 꿀벌응애의 살비제 저항성을 신속하게 조사할 수 있는 바이알잔류접촉법과 같은 현장진단법을 보급하여 농가참여 저항성 모니터링을 통한 CT 기반 저항성 정보교류체계를 구축한다면 보다 용이하게 범국가적 꿀벌응애 저항성 관리가 가능하게 될 것이다.

      꿀벌응애 방제를 위해 상이한 합성 살비제를 교차 사용하더라도 지속적으로 사용할 경우, 벌통 내의 과다잔류 문제를 야기할 수 있으므로 화학적 방제 수단뿐만 아니라 생태적·기계적 방제법 등을 동시에 활용하여 종합적 관리가 이루어질 수 있도록 해야 하며 건강한 봉군 육성에 만전을 기해야 한다. 2010년도 미국 펜실베니아 대학에서 보고한 미국 양봉농가의 벌통 내 농약잔류 실태에 대한 보고에 따르면 총 23개주의 양봉농가에서 수집한 259점의 밀납시료 및 350점의 화분시료를 분석한 결과 47% 이상의 밀납시료에서 살비제인 플루발리네이트, 쿠마포스 및 아미트라즈 대사물, 살균제인 Chlorothalonil이 검출되었으며 화분에서는 상술한 살비제 이외에도 다양한 살균제 및 살충제가 검출되었다 (Mullin et al., 2010). 따라서 벌통 내, 특히 소비밀납에 잔류된 다양한 꿀벌응애 방제용 살비제의 수준은 만성독성이 우려될 수 있는 수준이므로 향후 국내 양봉농가에서의 약제잔류 수준 실태에 대한 조사가 필요하며 더 나아가 이들 약제의 잔류수준이 꿀벌에 미칠 수 있는 만성적 영향에 대한 연구가 필요하다.
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