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            Abstract
          
        

        
          Pesticides have been considered to be a major factor that leads to a significant decline in honey bee populations, including colony collapse disorder. To understand pesticide detoxification physiology in honey bees, it is essential to identify the gene expression in different pesticide-exposed conditions. For the accurate determination of target gene quantification through quantitative real-time polymerase chain reaction (qRT-PCR), reference gene stably expressing across different samples should be selected. Therefore, in this study, to select the optimal reference genes, we analyzed the amplification stability of five candidate reference genes (RPS5, RPS18, GAPDH, ARF1, and RAB1A) from honey bees exposed to seven pesticides (acetamiprid, imidacloprid, flupyradifurone, fenitrothion, carbaryl, amitraz, and bifenthrin) across various condition of samples, including different tissues and exposure time and concentration of pesticides using four programs (geNorm, NormFinder, BestKeeper, and RefFinder). Although the stability values of genes varied depending on different analysis algorithms, our results suggest that RPS5 is the most appropriate reference gene for the identification of target gene expression levels in qRT-PCR assays for honeybees under various conditions of pesticide treatment.
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      서 론
      꿀벌은 꿀, 프로폴리스, 로얄젤리 등의 양봉산물 생산 뿐만 아니라 딸기, 사과, 참외, 고추 등의 대부분의 충매 작물의 화분 매개체로서 중요한 곤충이다 (Jung, 2008; Paudel et al., 2015). 이들의 농업 생태계에 대한 기여는 전 세계 농작물의 70% 이상이 꿀벌의 화분매개에 의존하고 있으며, 미국에서의 꿀벌의 화분매개로의 경제적 가치가 연간 140억 달러에 이르는 것으로 추정하고 있다 (Lee, 2008). 우리나라의 경우, 꿀벌 화분 매개가 50억 달러에 달하는 과채류 생산에 기여하는 것으로 생각된다 (Jung, 2008). 지구 생태계의 10만종 이상의 현화식물이 화분매개에 의존하고 있으며, 꿀벌을 비롯한 화분매개 곤충의 활동으로 식물상의 유지, 야생 동물의 먹이로 과실과 종자를 제공하는 등의 농업생태계 뿐만 아니라 자연 생태계에 기여하는 꿀벌이 비경제적 가치는 산출이 불가할 정도로 중요하다 (Jung, 2008). 꿀벌의 경제적, 공익적 가치에도 불구하고 최근 꿀벌은 그 개체수가 급속하게 감소하는 위기에 처해있다. 2006년 미국을 시작으로 봉군의 30~90%의 개체가 사라지는 봉군붕괴현상 (CCD, Colony Collapse Disorder)이 미국과 유럽 각지에서 보고되고 있으며 (Johnson, 2010), 바이러스와 곰팡이, 응애 발생 및 기후변화를 비롯한 다양한 요인이 CCD의 발생원인으로 생각되고 있으나 (VanEngelsdorp et al., 2007; Bromenshenk et al., 2010), 최근에는 imidacloprid와 clothianidin 등의 neonicotinoid계 살충제가 CCD의 주요한 요인인 것으로 이해되고 있다 (Johnson, 2010; Chen sheng et al., 2014). 아시아 국가에서는 아직 CCD가 보고되지 않았지만, 각국에서 꿀벌의 개체수가 급속히 감소하는 현상이 보고되고 있다 (Zee et al., 2014; Liu et al., 2016). 2022년 초 우리나라 남부지방을 중심으로 대규모의 월동 꿀벌 폐사 현상은 양봉 산업의 위기를 단적으로 보여주는 사례라 판단된다 (RDA, 2022). 우리나라에서의 월동 꿀벌 폐사 현상의 원인으로 급격한 기후/기상 변화, 드론을 이용한 농약 살포, 질병 발생, 불량 꿀벌 사료의 공급으로 인한 영양 불균형, 응애 방제의 실패 등 다양한 요인이 지목되고 있으나, 다양한 요인들이 복합적으로 작용하여 나타나는 현상이라는 것이 대부분 연구자들의 공통된 의견이다 (Choi et al., unpublished data; Lee et al., 2022). 농약이 CCD 현상의 주요한 요인으로 지목된 것을 고려할 때, 우리나라에서 발생하고 있는 봉군 개체수 감소의 원인 중 하나로 농약의 노출을 배재할 수 없다. 특히 외역활동 중 살포된 농업용 살충제에 비의도적으로 꿀벌이 노출될 가능성이 높고, 응애 방제를 위해 봉군에 직접 처리되는 살비제 등이 봉군의 잠재적 위험으로 판단된다 (VanEngelsdorp et al., 2009). 살충제 노출이 꿀벌의 면역 체계, 학습/기억 능력, 외역활동력, 후각인지능력에 영향을 미친다는 기연구결과에 근거할 때 (Desneux et al., 2007; Williamson and Wright, 2013), 살충제가 꿀벌의 다양한 생리학적 경로에 영향을 미침은 자명한 사실이다. 살충제 노출에 의한 꿀벌의 생리학적 변화를 연구하기 위해서는 관련 유전자의 발현양의 변화를 정확히 측정하고 산출해 내야한다.

      유전자 발현을 정량화 하기 위해서는 빠른 반응 속도, 높은 감소, 높은 재현성 및 정확도를 담보하는 quantitative real-time polymerase chain reaction (qRT-PCR)을 가장 널리 활용하고 있으나 (Bustin et al., 2005; Zhai et al., 2014), qRT-PCR의 높은 반응 감도로 인해 primer의 PCR 증폭 효율, 주형 핵산의 양, 처리 조건 및 조직 등의 다양한 조건의 샘플들 간 유전자의 발현 정도를 정량하는 과정 중 심각한 오류가 발생할 가능성이 높다 (Ling and Salvaterra, 2011; Zhai et al., 2014; Moon et al., 2018a, b). 그래서 다양한 조건의 샘플에서도 안정적으로 발현되는 reference 유전자의 발현량을 기준으로 대상 유전자의 발현량을 정량화 하는 과정이 필수적으로 수행되어야 한다 (Ling and Salvaterra, 2011). Reference 유전자는 대부분 보편적인 세포 생리학적 기능을 하는 housekeeping gene을 주로 사용하는데, 곤충에서는 ribosomal proteins (RP) (Mamidala et al., 2011; Cardoen et al., 2012; Lu et al., 2012; Kim et al., 2014; Lee and Kim, 2017), glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) (Reim et al., 2013), ADP-ribosylation factor (ARF), Ras-related protein Rab (RAB) (Kim et al., 2022a), actin (ACT) (Seong et al., 2012; Zhai et al., 2013), tubulin (TUB) (Swarup and Verheyen, 2011; Zhai et al., 2014), TATA binding protein (TBP) (Zhai et al., 2014), elongation factor 1 beta (EF-1β) (Scharlaken et al., 2008), heat shock protein (HSP) (Ling and Salvaterra, 2011; Xie et al., 2012), arginine kinase (AK) (Horňáková et al., 2010) 등의 유전자를 qRT-PCR의 reference 유전자로 활용해 왔다. 그러나 많은 연구에 의하면 이들 housekeeping 유전자가 샘플의 다양한 조건에 따라 그 발현량이 항상 일정적으로 유지되지 않는 것으로 나타났고 (Lourenço et al., 2008; Scharlaken et al., 2008; Ling and Salvaterra, 2011; Reim et al., 2013; Zhai et al., 2014), 이는 특정 조건의 샘플을 대상으로 유전자 발현량을 측정하기에 앞서 qRT-PCR 실험을 위해 안정적으로 발현되는 reference 유전자를 검증하고 선택하는 과정이 필수적으로 수행되어야 함을 의미한다. 다수의 연구에서 곤충을 대상으로 reference 유전자들의 발현 안정성을 꿀벌 (Apis mellifera) (Lourenço et al., 2008; Scharlaken et al., 2008; Reim et al., 2013; Moon et al., 2018a, b; Jeon et al., 2020; Kim et al., 2021), 노랑초파리 (Drosophila melanogaster) (Kim et al., 2019; Kim et al., 2020), 벗초파리 (Drosophila suzukii) (Zhai et al., 2014), 거짓쌀도둑거저리 (Tribolium castaneaum) (Lord et al., 2010), 빈대 (Cimex lectularius) (Mamidala et al., 2011), Rhodnius prolixus (Majerowicz et al., 2011), 금파리 (Lucilia cuprina) (Bagnall and Kotze, 2010), 그리고 호주솔개메뚜기 (Chortoicetes terminifera) (Chapuis et al., 2011) 등에서 평가했다.

      특히 꿀벌의 경우에도 다양한 발달 단계별 (Reim et al., 2013; Kim et al., 2021), 내외역봉간 (Moon et al., 2018b), 세균 접종 (Scharlaken et al., 2008), 연간 월별 (Jeon et al., 2020) , 살충제 처리 (Wieczorek et al., 2020; Kim et al., 2022a) 등의 다양한 환경 조건에서 안정적으로 발현되는 reference 유전자를 선발하는 연구가 수행되어 왔다. 최근 본 연구팀은 7가지 살충제 (acetamiprid, imidacloprid, flupyradifurone, fenitrothion, carbaryl, amitraz, bifenthrin)의 다양한 농도와 다양한 처리 시간 조건에서 RPS5를 적합한 reference 유전자로 제안하였으나 (Kim et al., 2023), 이들 살충제 노출 후 5가지 조직 (head, thorax, gut, fat body, carcass)에서는 RAB1A와 RPS18 두 유전자를 혼합하여 reference로 활용하는 것이 정확한 표적 유전자의 발현량을 산출할 수 있을 것으로 제안하였다 (Kim et al., 2022b). 동일한 살충제를 처리한 꿀벌에서도 노출 조건에 따라 제안되는 안정 발현 유전자가 상이하여 비교 대상 꿀벌의 샘플 조건이 다른 경우 표적 유전자의 발현량을 명확히 정량하기에 한계가 있다고 판단된다. 그러므로 본 연구에서는 위 7가지 살충제에 노출된 다양한 조건 (농도, 노출시간, 조직)의 꿀벌 샘플에서 공통으로 적용이 가능한 qRT-PCR 용 reference 유전자를 선발하였다.

    

    

  
    
      재료 및 방법
      
        1. 실험 곤충 및 살충제 처리
        실험 곤충은 경북대학교 실험 양봉장 (36°36ʹ69.09ʺN, 128°11ʹ70.42ʺE)에서 사육하는 양봉꿀벌 (Apis mellifera L.) 성충을 사용하였고, 실험에 사용된 7가지 살충제 (acetamiprid, imidacloprid, flupyradifurone, fenitrothion, carbaryl, amitraz, bifenthrin)는 Sigma-Aldrich (Saint Louis, MO, USA)에서 구매하였다. 다양한 농도의 살충제에 노출된 꿀벌 샘플 확보를 위해 각 살충제의 LD5, 10, 20, 30, 40, 50	(μg/bee) 농도를 sucrose solution (10 μL)과 함께 구강에 제공하여 섭식하도록 하였고 (Kim et al., 2023), 각 꿀벌 샘플은 살충제 노출 24시간 후에 확보하였다 (Kim et al., 2023). 다양한 시간 동안 살충제에 노출된 샘플 확보를 위해 LD20 농도의 살충제 처리 0, 3, 6, 12, 24, 48, 72시간 후에 샘플을 확보하였다 (Kim et al., 2023). 살충제에 노출된 꿀벌의 조직 샘플을 확보하기 위해, LD20 농도의 살충제에 24시간 노출된 생존한 꿀벌을 해부하여 5가지 조직 (head, thorax, gut, fat body, carcass)으로 분리하였다 (Kim et al., 2022b).

      

      
        2. RNA 추출 및 qRT-PCR
        각 살충제의 다양한 농도와 다양한 노출 시간으로 처리된 꿀벌 샘플은 총체 1마리를 1반복군으로 설정하여 총 5반복으로 RNA를 추출하였다 (Kim et al., 2023). 살충제 노출 후 확보한 각 조직 샘플은 5마리를 해부하여 pooling 한 후 1반복군으로 활용하였고, 총 3반복으로 RNA를 추출하였다 (Kim et al., 2022b). 준비된 꿀벌 샘플은 yesRTM total RNA extraction kit (GenesGen, Busan, Korea)의 buffer RXL과 함께 파쇄한 후, total RNA를 추출하였고, RNA 추출 과정 중 genomic DNA는 제거하였다. 1 μg의 total RNA에서 ReverTra AceTM (Toyobo, Osaka, Japan)를 이용하여 cDNA를 합성한 후, CFX Connect Real-Time PCR Detection System (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) 장비를 이용하여 SYBR GREEN 방법을 통해 qRT-PCR을 실시하였다 (Kim et al., 2022b; Kim et al., 2023). 본 연구에서 검증하는 유전자는 5개로 다음과 같다 [40S ribosomal protein S5 (RPS5), 40S ribosomal protein S18 (RPS18), Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH), ADP-ribosylation factor 1 (ARF1), Ras-related protein Rab1A (RAB1A)]. 이들 유전자 증폭을 위한 primer들은 이전 연구에서 증폭 효율과 증폭 대상 유전자에 대한 특이성을 검증하였다 (Kim et al., 2022b; Kim et al., 2023). qRT-PCR은 Thunderbird SYBR qPCR Master Mix (Toyobo)를 이용하였고, 다양한 조건의 꿀벌 샘플로부터 준비된 cDNA는 10배 희석한 후 동일하게 5 μL씩 분주하여 다음과 같은 조건으로 qRT-PCR 을 실시하였다. 95°C 1분, (95°C-15초; 56°C-15초; 72°C-30초)×40 cycles. 또한 PCR 산물은 melting curve 분석 (65°C~95°C in 0.5°C increments)을 통해 그 특이성을 확인하였다. Quantification cycle (Cq) 값은 모든 샘플에 동일하게 fluorescence threshold (0.1)에서 측정하였다 (Kim et al., 2022b; Kim et al., 2023).

      

      
        3. reference 유전자의 발현 안정성 평가
        7가지 살충제를 다양한 농도로 처리한 꿀벌, 다양한 처리 시간의 샘플 (Kim et al., 2023) 및 살충제 처리 후 5가지 조직을 대상 (Kim et al., 2022b)으로 실시한 5개 유전자의 각각의 Cq 값은 이전 연구에서 획득하였다. 본 연구에서는 각 샘플에 대한 각 유전자의 Cq 값을 통해 후보 reference 유전자의 발현 안정성을 Cq 분포도 (Jeon et al., 2020; Kim et al., 2021; Kim et al., 2022b)와 NormFinder (version 0.953) (Andersen et al., 2004), BestKeeper (version 1) (Pfaffl et al., 2004), geNorm (version 3.2) (Vandesompele et al., 2002), RefFinder (Xie et al., 2012)를 포함하는 4가지 프로그램을 통해서 분석하였다. Cq 분포도 분석을 통해서 arithmetic means (AM), standard deviation (SD)과 coefficient of variation (CV) value를 다음과 같이 산출하였다 (CV=SD/AM) (Fig. 1). NormFinder 프로그램은 각 유전자의 샘플 조건에 따른 전반적인 발현 변동값에 근거하여 stability value 수치를 산출하게 되고, stability value 값이 낮을수록 더 안정적인 유전자를 의미한다 (Andersen et al., 2004) (Fig. 2). BestKeeper 프로그램은 각 유전자 Cq 값의 기하평균 (geometric mean)과 표준편차 값 (SD)에 근거하여 발현 안정도를 평가하게 되고, SD 값이 낮을수록 더 안정적이라고 인정된다 (Pfaffl et al., 2004) (Fig. 3). geNorm 프로그램 또한 기하평균에 근거하여 각 유전자의 expression stability (M) 값을 산출하고 더 낮은 M 값을 가지는 유전자가 안정 발현 유전자로 판단된다 (Fig. 4). RefFinder는 앞선 3가지 프로그램 (geNorm, NormFinder, BestKeeper)의 분석 결과와 delta-Ct 분석 방법을 종합하여 geomean ranking values 값을 계산하여 안정 발현 유전자의 순위를 지정해 준다 (Xie et al., 2012) (Fig. 5).

      

    

    

  
    
      결과 및 고찰
      
        1. Cq 분포도 분석
        7가지 살충제를 처리한 후 5가지 조직을 대상으로 실시한 5가지 유전자의 Cq 값 (Kim et al., 2022b)과, 각 살충제를 다양한 농도로 처리한 꿀벌 및 다양한 노출 시간으로 처리된 꿀벌 샘플에서 획득한 각 유전자의 Cq 값 (Kim et al., 2023)을 통합하여 Cq 분포도 분석을 실시하였다 (Fig. 1). 본 연구에서는 통합된 각 유전자의 Cq 값을 근거로 AM, SD, CV 값을 재계산하였다. 살충제 처리의 다양한 조건에 따른 SD 값은 ARF1이 0.92로 가장 낮은 편차를 보였고, 다음으로 RPS5 (1.06), RAB1A (1.07), RPS18 (1.18)로 산출되었고, GAPDH의 SD 값은 2.46로 가장 높은 편차를 보였다 (Fig. 1A). SD 값에 AM 값을 나눈 CV 값으로 각 유전자의 발현 안정성을 평가한 결과, ARF1이 0.04로 가장 낮은 수치를 획득하였고, RAB1A (0.05), RPS5 (0.06), RPS18 (0.06), GAPDH (0.14) 순으로 산출되었다 (Fig. 1A). CV 값이 1 미만일 때 그 유전자의 발현 변이가 크지 않다고 판단할 때 (Ospina and Marmolejo-Ramos, 2019), 5가지 후보 유전자 모두 qRT-PCR의 reference 유전자로 선정 가능성이 높다고 생각된다. 5가지 유전자의 CV 값에 근거하여 발현 안정성을 비교하면, ARF1이 다양한 살충제 노출 조건에서 가장 안정적으로 발현되는 reference 유전자로 생각되는 반면, GAPDH는 가장 불안정하게 발현되는 것으로 보인다 (Fig. 1A). 살충제 처리 후 다양한 조직을 대상으로 실시한 Cq 분포도 분석에서도 ARF1이 가장 낮은 SD 값과 CV 값을 나타내었고, GAPDH에서 가장 높은 SD 값과 CV 값을 나타냈다 (Fig. 1B) (Kim et al., 2022b). 뿐만 아니라 다양한 농도의 살충제 처리 조건과 다양한 노출 시간 조건에서도 역시 ARF1과 GAPDH가 각각 가장 안정적인 유전자와 가장 불안정적인 유전자로 분석되었다 (Fig. 1C) (Kim et al., 2023). 이를 통해 살충제 처리 조건이 다양한 샘플에서 ARF1의 발현은 5개 유전자 중 가장 낮은 변이를 보이는 것으로 사료된다.

        
          
          

          Fig. 1. 
				
          

          
            Distribution of quantification cycle (Cq) values of five candidate reference genes in honey bee samples exposed to seven pesticides. The all Cq values were integrated (A) from different tissues (B) and different treatment conditions of pesticides, such as exposure time and concentration of pesticides (C). The horizontal lines in the box indicate the 25th, 50th, and 75th percentile values. The dotted lines in the box show the mean median. The error bars denote the maximum and minimum values. The arithmetic mean (AM), standard deviation (SD), and coefficient of variation (CV) values were calculated (CV=SD/AM). Image of (B) was reproduced with permission from Kim et al. (2022b). Copyright 2022 PLoS ONE. Image of (C) was reproduced with permission from Kim et al. (2023). Copyright 2023 Entomological Research.
          
          

          

        

      

      
        2. NormFinder을 통한 유전자 발현 안정성 분석
        각 살충제 처리한 꿀벌의 조직 (Kim et al., 2022b)과 다양한 살충제 처리 조건 (농도 및 노출시간) (Kim et al., 2023)에 따른 각 5가지 후보 reference 유전자들의 발현 안정성을 통합하여 NormFinder를 통해 분석하였다 (Fig. 2). NormFinder에서는 stability value 수치를 산출하고 그 값이 0.15 미만일 경우, 유전자의 발현 안정성을 담보한다 (McMillan and Pereg, 2014; Julian et al., 2016). 위 기준으로 볼 때 5가지 유전자들은 qRT-PCR 분석에 안정적인 reference 유전자로 사용 가능하다고 판단된다 (Fig. 2A). 그러나 각 유전자의 stability value을 상호 비교한 결과, RPS5의 stability value가 가장 낮은 값 (0.005)으로 산출되었고, 다음으로 RAB1A (0.006), RPS18 (0.008), ARF1 (0.034), GAPDH (0.087) 순으로 확인되었다 (Fig. 2A). Cq 분포도 분석 (Fig. 1A)에서 가장 불안정한 유전자로 선정되었던 GAPDH가 NormFinder에서도 가장 불안정한 stability value를 나타내었고 (Fig. 2A), 살충제 처리 꿀벌의 조직 샘플 (Fig. 2B) (Kim et al., 2022b)과 살충제처리조건 (농도 및 노출시간)에 따른 꿀벌 샘플 (Fig. 2) (Kim et al., 2023)에서도 가장 불안정한 발현 안정성을 보였다. Cq 분포도 (Fig. 1A)에서 가장 안정적인 유전자로 분석되었던 ARF1은 NormFinder에서는 두번째로 불안정한 유전자로 선정되었고 (Fig. 2A), 조직 샘플 (Fig. 2B)과 농도/시간 샘플 (Fig. 2C)에서도 동일한 결과가 도출되었다. 조직 샘플 (Fig. 2B)과 농도/시간 샘플 (Fig. 2C)에서는 RAB1A가 각각 가장 안정적인 유전자로 분석되었으나, 두 조건을 통합하였을 때 (Fig. 2A)는 RPS5가 가장 안정적인 유전자로, RAB1A가 두 번째로 안정적인 유전자로 선정되었다.

        
          
          

          Fig. 2. 
				
          

          
            The expression stability values of five candidate reference genes in honey bee following seven pesticides treatment under different treatment conditions, such as different tissues of honey bee treated with pesticides (B), and various treatment time and concentration of pesticides (C), and all integrated conditions (A). The data were analyzed by NormFinder. The dotted lines indicate the cut-off value for the suggested reference genes. Image of (B) was reproduced with permission from Kim et al. (2022b). Copyright 2022 PLoS ONE. Image of (C) was reproduced with permission from Kim et al. (2023). Copyright 2023 Entomological Research.
          
          

          

        

      

      
        3. BestKeeper를 통한 유전자 발현 안정성 분석
        7가지 살충제의 다양한 처리 조건 (농도 및 노출시간) (Kim et al., 2023)과 살충제 노출 꿀벌의 조직 (Kim et al., 2022b)에 따른 reference 유전자의 발현 안정성을 통합하여 BestKeeper로 분석하였다 (Fig. 3). Cq 분포도 분석 (Fig. 1A)에서와 동일하게 ARF1이 가장 안정적인 유전자로 선정되었고, RAB1A, RPS5, RPS18, GAPDH 순으로 그 안정성이 분석되었다 (Fig. 3A). 살충제 처리의 다양한 조건을 통합한 각 유전자의 안정성 순위는 조직 샘플 (Fig. 3B) (Kim et al., 2022b)과 농도/노출시간 변이 샘플 (Fig. 3C) (Kim et al., 2023)과 동일하게 분석되었다. BestKeeper은 각 유전자 Cq 값의 geometric mean과 SD에 근거하여 발현 안정도를 평가하게 되는데 (Pfaffl et al., 2004), Cq 값의 SD와 CV 값으로 안정성을 평가하는 Cq 분포도 분석법과 유사한 기준으로 유전자 발현 안정도를 평가하기에 두 분석법의 결과가 유사한 것으로 판단된다. 앞선 두 분석법 (Figs. 1, 2)에서와 동일하게 GAPDH는 가장 불안정한 유전자로 BestKeeper에서도 선정되었으며, SD 값이 1.0 미만일 때 안정한 reference 유전자로 제안하는 BestKeeper 기준으로 근거할 때 (Chechi et al., 2012), GAPDH는 살충제 노출 꿀벌의 다양한 샘플을 대상으로 실시하는 qRT-PCR에 적합한 reference 유전자로 제안되지 않는다.

        
          
          

          Fig. 3. 
				
          

          
            The standard deviation values of five candidate reference genes in honey bee following seven pesticide treatment under different treatment conditions, such as different tissues of honey bee treated with pesticides (B), and various treatment time and concentration of pesticides (C), and all integrated conditions (A). The data were analyzed by BestKeeper. The dotted lines indicate the cut-off value for the suggested reference genes. Image of (B) was reproduced with permission from Kim et al. (2022b). Copyright 2022 PLoS ONE. Image of (C) was reproduced with permission from Kim et al. (2023). Copyright 2023 Entomological Research.
          
          

          

        

      

      
        4. geNorm을 통한 유전자 발현 안정성 분석
        다양한 살충제 처리조건 (Kim et al., 2022b; Kim et al., 2023)에 대한 각 reference 유전자 발현 안정성을 본 연구에서 통합하여 geNorm으로 분석하였다 (Fig. 4). geNorm에서는 M 값을 산출하고 M 값이 0.5 미만일 때 그 유전자가 샘플들 간 안정적으로 발현된다고 평가받는다 (Hellemans et al., 2007; Liu et al., 2014). M<0.5 기준으로 근거할 때, 본 연구에서는 GAPDH의 M 값이 0.954로 적당한 reference 유전자로 제안되지 않는다 (Fig. 4A). 이는 조직 샘플 (Fig. 4B) (Kim et al., 2022b)과 살충제 농도/노출시간 샘플 (Fig. 4C) (Kim et al., 2023)에서도 동일하게 GAPDH가 M<0.5 기준을 상외하는 결과에서 유래한 것으로 판단된다. GAPDH를 제외하고 나머지 4개의 유전자는 M<0.5 기준에 부합하여 살충제 처리 꿀벌 샘플 간 비교 연구를 위한 안정적인 reference 유전자로 활용 가능할 것으로 사료된다 (Fig. 4A). 그 중 RPS5의 M 값은 0.319로 가장 안정적인 유전자로 제안되었고, RPS18 (0.319), RAB1A (0.357), ARF1 (0.420) 순으로 그 안정성이 검증되었다. geNorm 분석에 따른 안정 유전자의 순위 결과는 NormFinder의 것과 가장 유사하게 나타났다 (Fig. 2A, 4A).
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            The expression stability values (M) of five candidate reference genes in honey bee following seven pesticide treatment under different treatment conditions, such as different tissues of honey bee treated with pesticides (B), and various treatment time and concentration of pesticides (C), and all integrated conditions (A). The data were analyzed by geNorm. The dotted lines indicate the cut-off value for the suggested reference genes. Image of (B) was reproduced with permission from Kim et al. (2022b). Copyright 2022 PLoS ONE. Image of (C) was reproduced with permission from Kim et al. (2023). Copyright 2023 Entomological Research.
          
          

          

        

      

      
        5. RefFinder를 통한 유전자 발현 안정성 분석
        Cq 분포도 분석 (Fig. 1), NormFinder (Fig. 2), BestKeeper (Fig. 3), geNorm (Fig. 4)로 분석한 각 유전자의 발현 안정도가 분석법에 따라 조금 상이함에 따라, RefFinder에서는 이들 분석 결과와 delta-Ct 분석 방법을 종합하여 geomean ranking values 값을 계산하여 안정 발현 유전자의 순위를 지정하게 된다 (Xie et al., 2012). 살충제 처리 조건 (농도/노출시간) (Kim et al., 2023)와 살충제 처리 꿀벌의 조직 (Kim et al., 2022b)의 데이터 값을 종합하여 RefFinder로 분석한 결과, RPS5가 가장 안정적인 유전자로 선정되었고, 이후 RPS18, RAB1A, ARF1, GAPDH 순으로 순위가 결정되었다 (Fig. 5A). 조직 샘플과 다양한 살충체 처리 조건의 샘플에서는 RAB1A가 가장 안정 유전자로 선정되었지만 (Fig. 5B, C) (Kim et al., 2022b; Kim et al., 2023), 종합적 분석에서는 RPS5가 가장 안정 유전자로, RAB1A는 세번째로 안정적인 유전자로 분석되었다 (Fig. 5A). RefFinder로 분석한 결과의 안정 유전자 순위는 geNorm의 것 (Fig. 4A)와 동일하게 분석되었고, NormFinder (Fig. 2A)와는 첫 번째, 네 번째, 다섯 번째 안정 발현 유전자가 동일하게 분석되었다.
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            The geomean of the ranking values of five candidate reference genes in honey bee following seven pesticide treatment under different treatment conditions, such as different tissues of honey bee treated with pesticides (B), and various treatment time and concentration of pesticides (C), and all integrated conditions (A). The data were analyzed by RefFinder. Image of (B) was reproduced with permission from Kim et al. (2022b). Copyright 2022 PLoS ONE. Image of (C) was reproduced with permission from Kim et al. (2023). Copyright 2023 Entomological Research.
          
          

          

        

      

      
        6. 후보 reference 유전자 발현 안정성의 종합적 분석
        최근 본 연구팀은 7가지 살충제 (acetamiprid, imidacloprid, flupyradifurone, fenitrothion, carbaryl, amitraz, bifenthrin)를 다양한 농도와 시간으로 처리한 꿀벌 샘플과 이들 살충제를 처리한 꿀벌의 5가지 조직 (head, thorax, gut, fat body, carcass)에서의 안정 발현 reference 유전자를 평가한 바가 있다 (Kim et al., 2022b; Kim et al., 2023). 본 연구에서는 앞선 연구를 종합하여 5가지 후보 reference 유전자 (RPS5, RPS18, GAPDH, ARF1, RAB1A)의 발현 양상을 Cq 분포도 분석 (Fig. 1) 및 4가지 통계분석 알고리즘 (NormFinder, BestKeeper, geNorm, RefFinder)을 이용하여 조사하였다 (Figs. 2~5). 이전 연구에서와 동일하게, 본 연구에서도 분석 방법에 따라 유전자의 안정성 순위에는 조금씩 차이가 있었다 (Moon et al., 2018b; Wang et al., 2019; Jeon et al., 2020; Kim et al., 2020; Köhsler et al., 2020; Kim et al., 2022a). 그러나 공통적으로 모든 분석법에서 GAPDH의 순위는 최하위였고, 유전자 발현 안정성 기준값을 제시하는 BestKeeper (Fig. 3A)와 geNorm (Fig. 4A) 분석에서는 GAPDH가 그 기준 값을 상회하는 결과 값이 도출되었다. NormFinder에서는 그 기준 값을 초과하지 않았지만, GAPDH가 여전히 최하위의 순위를 기록하였다 (Fig. 2A). 각 분석법을 통합하여 분석한 RefFinder (Xie et al., 2012)에서도 GAPDH는 최하위의 유전자로 분석된 것을 종합할 때, 살충제에 노출된 꿀벌을 대상으로 표적 유전자의 발현량을 qRT-PCR로 분석할 경우, GAPDH는 최적의 reference 유전자로 활용될 수 없는 것으로 생각된다. GAPDH는 해당과정에서 중요한 가능을 하는 효소이며 (Colell et al., 2009), 최근 연구에서 해독과정에 관여한다는 보고 (Chen et al., 2016)는 살충제에 노출된 꿀벌이 살충제 해독 과정에서 에너지 요구량의 변화가 발생하고 이에 따라 GAPDH의 발현양의 변화가 발생하는 것으로 판단된다. GAPDH를 제외한 나머지 4개 유전자들은 mean stability<0.15 (NormFinder) (McMillan and Pereg, 2014; Julian et al., 2016), SD value<1.0 (Best-Keeper) (Chechi et al., 2012), M<0.5 (geNorm) (Hellemans et al., 2007; Liu et al., 2014) 기준에 근거할 때, 그 발현이 안정적이고 살충제 노출 꿀벌을 대상으로 실시하는 연구에 활용 가능한 reference 유전자로 선정 가능하다고 판단된다. 그러나 분석 방법에 따라 각 유전자의 안정성 순위에서 조금의 차이가 있으나, RefFinder를 통한 종합적 분석에서는 RPS5가 가장 높은 순위를 기록하였다 (Fig. 5A). RPS5는 NormFinder (Fig. 2A), geNorm (Fig. 4A)에서도 가장 높은 순위를 기록하였고, BestKeeper (Fig. 3A)와 Cq 분포도 분석 (Fig. 1A)에서도 안정 발현 유전자 기준 수치 값보다 낮은 안정성을 보였다. 이에 본 분석 결과를 종합할 때, 다양한 살충제에 노출된 꿀벌을 대상으로 연구하고자 하는 유전자의 발현량을 qRT-PCR로 분석하고자 할 때, RPS5가 가장 적합한 reference 유전자로 활용할 수 있다고 제안한다.

      

    

    

  
    
      적 요
      살충제는 봉군붕괴현상을 포함하여 꿀벌 개체수를 크게 감소시키는 주요 요인으로 간주된다. 꿀벌의 살충제 해독 생리를 이해하기 위해서는 다양한 살충제 노출 조건에서 유전자의 발현 변화를 확인하는 것이 필수적이다. Quantitative real-time polymerase chain reaction (qRT-PCR)을 통한 표적 유전자 발현량을 정량하기 위해서는 다양한 조건에서 안정적으로 발현하는 reference 유전자를 선택해야 한다. 따라서 본 연구에서 기존 연구를 기반으로 최적의 reference 유전자를 선정하기 위해 7종의 살충제 (acetamiprid, acetamiprid, imidacloprid, flupyradifurone, fenitrothion, carbaryl, amitraz, bifenthrin)에 노출된 꿀벌의 다양한 조직, 살충제 처리 시간 및 농도 조건의 꿀벌 시료를 대상으로 후보 reference 유전자의 발현 안정성을 4가지 프로그램 (geNorm, NormFinder, BestKeeper 및 RefFinder)을 사용하여 분석하였다. 비록 분석 알고리즘마다 각 유전자의 발현 안정성 수치 값의 차이가 있지만, 본 연구에서 실시한 종합적 분석 결과, RPS5가 다양한 조건으로 살충제에 노출된 꿀벌에 대한 qRT-PCR 분석에서 표적 유전자 발현 수준을 정량화 하는데 가장 적합한 기준 유전자임을 확인하였다.
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