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            Abstract
          
        

        
          Apis mellifera, also known as the western honey bee, is one of the most important pollinators of flowering plants, including many agricultural crops. In Korea, the number of honey bee pollinations have been fluctuating in recent years. Several honey bee parasites have been presumed as probable causes of decline. Lotmaria passim is the most virulent trypanosome parasite which usually infects the A. mellifera intestine. After first report in 1911, L. passim widely present in South America and Europe including Uruguay, Argentina, Chile and Spain. However, the presence of this virulent trypanosome is not reported in Korea before. The aim of the present work was to provide the evidence of detection of the L. passim from A. mellifera in Korean agriculture. A. mellifera from three sites; Gwangju, Yangpyung and Toechon was ground with liquid nitrogen and mRNA was extracted. Quantitative real-time PCR (qPCR) was used to investigate the presence of L. passim nucleic acid. The amplification products were also sequenced and analyzed. L. passim was detected from honey bee in Yangpyung. PCR products were sequenced and the nucleotide sequence was aligned to the complete L. passim sequence from NCBI database, and the sequence were revealed 100% identity. The honey bee parasitic trypanosome L. passim was found in the Korea honey bee first time and should be considered as a potential contributor of honey bee infectious disease in Korea.
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      서 론
      Apis mellifera 또는 A. mellifera라 불리는 이 꿀벌은 유럽, 아프리카, 중동 및 북아메리카를 비롯한 전 세계의 많은 지역에서 발견되는 꿀벌 종 중 하나이다 (Castelli et al., 2019). 이 A. mellifera는 사람들에게 꿀, 로열 젤리와 밀랍 등을 제공하는 것뿐만 아니라 꽃에 꽃가루를 전파하여 수분 활동을 돕는 것을 통해 국제경제 및 생태계에서 중요한 역할을 하고 있다 (Winter et al., 2006). 이 때문에, A. mellifera는 현대 농업에서 꽃가루 매개자로서 매우 중요한 역할을 맡고 있는 곤충이다. 하지만 A. mellifera는 최근 몇 십년간 전 세계적으로 위협적인 상황에 직면하고 있다. Varroa destructor 등의 여러 병해충, 농약 오염, 기후 변화 등의 요인으로 인해 꿀벌의 수가 감소하고 있다. 최근 일부 연구에서는 Trypanosome이 꿀벌의 주요 감염원 중 하나로 지목되고 있으며 그중 Lotmaria passim이 가장 많이 감염되었고 또한 병원성이 강하다고 밝혀지고 있다 (Runckel et al., 2011). Trypanosome은 원생생물로 동물, 곤충 심지어 식물까지 감염시킨다. 또한 이 원생생물은 벌목 (Hymenoptera)의 꿀벌이나 말벌도 감염시킬 수 있다 (Merzlyak et al., 2001). 이 중 꿀벌의 경우, 원생생물은 꿀벌의 소화관 내부에 번식하며 (Buendía-Abad et al., 2022), 꿀벌의 면역 체계를 약화시켜 꿀벌의 건강에 직·간접적인 영향을 미칠 수 있고 심할 경우 봉군붕괴현상 (CCD: Colony Collapse Disorder)을 유발하여 벌 군집에 막대한 피해를 줄 수도 있다 (Brown et al., 2003; Ravoet et al., 2013; Arismendi et al., 2022; Bartolomé et al., 2022). L. passim에 의한 감염 보고가 지속적으로 늘어나고 있는 추세이다 (Willians et al., 2019). 본 연구에서는, 한국의 세 지역 (양평, 퇴촌, 광주)에서 채집한 A. mellifera에서 원생생물인 L. passim이 검출되는지 확인하고자 하였다.

    

    

  
    
      재료 및 방법
      
        1. 꿀벌 시료 준비 및 Total RNA 추출
        본 연구에서 원생생물 진단을 위하여 사용된 꿀벌 시료는 2022년, 국내 세 지역의 서로 다른 여섯 곳의 양봉농가에서 정상적인 꿀벌과 벌통 주변에서 폐사한 꿀벌을 별도로 채집하여 살아있는 상태를 유지한 후 한 마리의 성충 전부를 Total RNA의 분리에 사용하였으며, 실험에 사용된 시료들은 액체질소에 처리 후 -70℃에서 보관하였다. 각 sample의 Total RNA는 꿀벌 시료를 액체질소로 동결시킨 상태에서 mortar and pestle을 이용하여 파쇄한 후 0.75 mL의 Modified chloroform/phenol (TRIZOLTM, Invitrogen, Carlsbad, CA)과 Chloroform (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO)을 0.2 mL 첨가하여 Cell lysis를 진행하였다. 이후, 15분간 12,000 g에서 원심분리를 진행하여 나온 Supernatant를 새 튜브에 옮긴 후 Isopropanol (Daejung, South Korea) 0.5 mL를 첨가하였다. 10분간 12,000 g에서 원심분리를 진행한 후, 원심분리 후 나온 상층액을 버리고, 침전물을 75% 에탄올 1 mL와 섞은 후 5분간 7,500 g에서 원심분리를 진행하였다. 에탄올을 완벽하게 제거한 후, 50 μL의 RNase-free water에 elution하였다.

      

      
        2. cDNA 합성
        추출한 Total RNA의 농도는 260 nm/280 nm 흡광도 값의 비율로 결정하였다. 분리한 Total RNA는 20 ng/μL로	Random hexamer와 HelixCriptTM Thermo Reverse Transcriptase kit (NanoHelix, South Korea)에 의한 역전사 효소반응 PCR (RT-PCR)을 통해 cDNA를 합성하였다.

      

      
        3. Real-time PCR 분석
        cDNA는 Gene-specific primer와 Control primer를 이용한 PCR 반응의 주형으로 사용하였다. 꿀벌에 감염된 L. passim 검출을 위한 Specific primer pairs는 Lp-gF/R, TrypanF1/R1 (Arismendi et al., 2016), qCrF/R (Revainera et al., 2020)과 CytbF/R (Ravoet et al., 2015)이 사용되었으며 Control primer로는 Am_RPL8F/R (Collins et al., 2004)을 이용하였다 (Table 1). PCR 증폭반응은 IncloneTM Excel Speed-Pfu polymerase kit (NanoHelix, South Korea)를 사용하였으며, Pre-denaturation 95℃ 10분, Denaturation 95℃ 30초, Annealing은 Primer set에 따라 (45℃/55℃/60℃) 30초, Polymerization 72℃ 1분으로 35 Cycle을 반복하고 72℃에서 5분간 Final extension을 수행하였다. PCR 산물은 0.7 μL/mL Ethidium bromide가 함유된 1% agarose gel로 전기영동 후, UV light transilluminator를 사용하여 확인하였다.

        
          Table 1. 
				
          

          
            Primers used for qRT-PCR
          
          

        

        
          
            
              	Primer
              	Sequence (5′-3′)
              	Annealing temperature
              	Product size
              	Reference
            

          
          
            	Rpl8F
            	TGGATGTTCAACAGGGTTCATA
            	54.2℃
            	100 bp
            	
              
                Collins et al., 2004
              
            
          

          
            	Rpl8R
            	CTGGTGGTGGACGTATTGATAA
            	55.0℃
            	
            	
          

          
            	Lp-gF
            	TTGCGAAGAGCTCGCCTGAGGT
            	65.0℃
            	402 bp
            	
              
                Arismendi et al., 2016
              
            
          

          
            	Lp-gR
            	TCGCCGTGTAGGAGTGAATGGTC
            	61.7℃
            	
            	
          

          
            	qCrFw1
            	TCCACTCTGCAAACGATGAC
            	57.3℃
            	153 bp
            	
              
                Runckel et al., 2011
              
            
          

          
            	qCrRev1
            	GGGCCGAATGGAAAAGATAC
            	59.5℃
            	
            	
          

          
            	Cytb_F
            	AGTTTGAGCTGTTGGATTTGTT
            	53.1℃
            	146 bp
            	
              
                Stevanovic et al., 2016
              
            
          

          
            	Cytb_R
            	AACCTATTACAGGCACAGTTGC
            	56.0℃
            	
            	
          

          
            	TrypanF
            	GTTGACGGAATCAACCAAACAAAT
            	54.6℃
            	
            	
              
                Arismendi et al., 2016
              
            
          

          
            	TrypanR
            	CGTCAGAGGTGAAATTCTTAGACC
            	55.9℃
            	
            	
          

        

        

      

      
        4. 계통도 분석
        다른 지역의 L. passim과의 연관성을 추측하기 위해서, 증폭된 DNA를 HiGeneTM Gel&PCR Purification System (Biofact, South Korea)을 이용하여 정제하고 pGEM-T Easy vector (TA vector) (Promega, South Korea)에 Ligation한 후 DH5α에 transformation하였다. Plasmid를 추출하여 Sequencing을 진행하였다. Sample과 다른 지역의 L. passim Sequences의 유사도는 Basic Local Alignment Search Tool	(BLAST, NCBI)을 통하여 확인하였다. 이후, 계통도는 MEGA X를 통해 Neighbor-joining method를 이용하여 만들었다 (Larkin et al., 2007; Yamamoto et al., 2023). Spain (Accession number MT5586091, KJ704266, MT559012, KJ704256, and MT558108), Uruguay (Accession number KX953207, KX953208, and KX953209), Chile (Accession number KT252557 and KT252561), Belgium (Accession number KM066212), USA (Accession number KJ713349), China (Accession number AB745489), Japan (Accession number AB716357) 그리고 Korea (Accession number OP913373)에서 보고된 L. passim에 대하여 계통도를 작성하였다. 다른 지역의 L. passim과의 연관성을 추측하기 위해서,

      

    

    

  
    
      결과 및 고찰
      각각의 세 지역에서 선택한 총 여섯 곳의 농가의 samples에 대하여 L. passim-specific primers를 이용하여 Real-time PCR을 진행한 결과 mRNA expression fold change의 값이 양평의 sample에서 높게 나오는 것을 확인할 수 있었다 (Fig. 1). L. passim-specific primers의 특이적 결합성의 입증을 위해 다양한 primer를 사용한 후 1% agarose gel에 PCR primer를 TAE buffer에 30분간 전기영동하여 나온 amplicon을 sequence하여 확인하였고 그 결과 Lp-gF/R이 L. passim에 특이적으로 결합하는 것을 확인하였다. 이후 양평 1의 Sample (GAPDH, OP913373)을 Lp-gF/R primer pairs를 이용하여 PCR로 DNA를 증폭시킨 결과 계통도에서 벨기에의 Trypanosome L. passim strain (KM066212)은 양평 1의 GAPDH와 100% 일치하는 것을 확인할 수 있었다 (Fig. 2). 따라서, L. passim이 현재 국내의 꿀벌들에게 감염되고 있다는 것을 확인할 수 있다. 또한 현재 L. passim은 일본 및 동남아시아에서도 감염이 확인되고 있는 상황이기 때문에 국내의 꿀벌에게도 충분히 발견될 수 있는 상황이다. 최근 연구에서, 겨울철의 꿀벌 관련 생산량이 매년 지속적으로 줄고 있음을 알 수 있다 (Jung and Cho, 2015). 그러나, 겨울철의 꿀벌 개체수의 지속적인 감소에 대한 명확한 원인은 아직 밝혀지지 않았다. 그러므로 새로운 연구를 통해 L. passim이 꿀벌 군집에 미치는 영향 혹은 다른 미생물이나 바이러스와의 상호작용을 통해 미치는 영향을 확인할 필요성이 있다.

      
        
        

        Fig. 1. 
				
        

        
          qPCR of L. passim primer with honeybee. Honeybee samples from Yangpyung, Gwangju and Toechon were ground with liquid nitrogen and mRNA was extracted. qPCR was used to investigate the presence of trypanosome parasite, L. passim. The statistical test used a T-test.
        
        

        

      

      
        
        

        Fig. 2. 
				
        

        
          Fig. 2. Sequencing of samples Yangpyung 1 gene with L. passim primer. Yangpyung 1 was sequenced after agarose gel electrophoresis. After PCR by L. passim primer, Yangpyung 1 were purified by agarose gel electrophoresis and sequenced for alignment. The result of sequencing, Yangpyung 1 has 100% identity with L. passim.
        
        

        

      

    

    

  
    
      적 요
      본 연구는 한국에서 처음으로 양봉장 또는 꿀벌에 L. passim이 있음을 확인한 결과이다. 아직 한국에서는 L. passim의 감염이 보고된 바가 없었으나, 현재 L. passim은 전 세계적으로 감염 보고가 늘어나고 있다. 꿀벌을 수입하고 있는 국내 사정으로는 이제는 Trypanosome이 존재함을 인지하고 이에 대한 감염과 꿀벌에 미치는 영향에 대한 연구가 필요하다 (Ribani et al., 2021). 이 병원체로 인한 새로운 스트레스가 꿀벌 건강의 역학에 영향을 미칠 수 있음은 분명하다.
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