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            초록
          
        

        
          Honey bees (Apis mellifera L.), recognized as vital pollinators in agriculture, are adversely effected by pesticides used to protect crops from various pests. Many farmers use neonicotinoids due to their reputed low toxicity to honey bees. To investigate the mechanisms underlying this low toxicity, the gene expression of worker bees was analyzed using RNA sequencing (RNA-seq). Approximately 10 GB of sequences were generated from each samples. Out of 250,928 genes analyzed, 3,017 genes were identified as differentially expressed genes (DEGs) with 1,516 up-regulated and 1,501 down-regulated. Among these DEGs, genes such as glutamate receptor, peroxiredoxin, multicopper oxidase, cytochrome P450 6a13, and acetylcholinesterase were revealed as potentially contributing to pesticide resistance in honey bees. This study provides significant insights into the genetic mechanisms underlying the effects of dinotefuran, a neonicotinoid insecticide, on honey bees.
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      서 론
      꿀벌 (Apis mellifera L.)은 농업에서 중요한 화분매개체 곤충으로써 전 세계적으로 가장 널리 이용되고 있다 (Ollerton et al., 2011; Sung et al., 2023). 이러한 꿀벌은 세계 식량의 90%를 차지하는 124개 경제 작물 가운데 70% 작물의 수분에 관여하며 커피 및 코코아와 같은 고부가가치 작물의 수분에 75%를 기여한다 (Klein et al., 2007; Gallai et al., 2009). 또한, 꿀벌에 의한 화분매개는 작물의 수확량과 품질에 영향을 미친다 (Giannini et al., 2015). 사과에 있어서 꿀벌에 의해 높은 화분매개율을 보인 과원에서는 사과 수확량과 당분의 함량이 각각 15%와 70% 이상 증가하였다 (Gallai et al., 2009). 전 세계적으로 꿀벌에 의한 화분매개의 경제적 기여 가치는 약 145억 달러에 달하며 유럽과 아시아지역에서 매년 2~5천억 달러의 경제적 가치를 가진다고 보고되었다 (Tirado et al., 2013; Potts et al., 2016). 따라서 꿀벌 밀도의 감소는 농산물의 감소와 이를 통한 식량안보에도 직접적인 영향을 미칠 수 있다.

      농산물의 안정적인 생산증대를 위해서 농약의 사용은 필연적이다. 현재까지 세계적으로 다양한 종류의 농약이 작물의 생산성을 보장하기 위해 개발되고 판매되고 있다 (Hwang et al., 2020). 이 가운데 해충방제에 많이 활용되고 있는 네오니코티노이드 (Neonicotinoid)계 농약의 살충제는 니코틴과 유사한 신경 활성 살충제의 한 부류로써 1991년 Bayer사에 의해 최초로 계발된 침투이행성 살충제이다 (Hwang et al., 2020). 네오니코티노이드계 살충제는 곤충의 중추신경계에 nicotinic acetylcholine receptor (nAChR)를 표적으로 선택적 길항제로 작용하여 흥분을 전달하는 glutamate (Glu)와 억제자의 역할을 하는 γ-aminobutyric acid의 합성을 교란하여 신경전달을 저해함으로써 살충효과를 나타내며, 농산물에 잔류 가능성이 높은 농약이다 (Kim et al., 2014; Kim et al., 2015; Ihara and Matsuda, 2018).

      2006년부터 2009년까지 미국에서는 30~90%에 달하는 꿀벌의 대규모 실종 사태가 발생하였다 (Mullin et al., 2010). 이러한 꿀벌집단의 급격한 밀도 감소는 꿀벌 군집 붕괴 (Colony Collapse Disorder, CCD)의 원인이 되고 있으며, CCD는 여왕과 유충의 감소 없이 성충일벌만 급격히 사라지는 것으로 특정된다 (vanEngelsdorp et al., 2007). 살충제는 오랫동안 꿀벌 감소의 잠재적인 원인으로 의심을 받아왔으며, 이 중 네오니코티노이드와 같이 저독성으로 개발된 일부 농약의 경우 꿀벌과 같은 비표적 곤충의 생태에 영향을 미쳐 피해를 주는 것으로 보고되었다 (Boncristiani et al., 2012; Dulin et al., 2014; Glavan et al., 2020). 네오니코티노이드계 농약은 꿀벌들의 집단 폐사와 방향 능력 상실에 영향을 주어 꿀벌 개체 수 감소의 잠재적인 원인으로 명확히 지적되어 전 세계적으로도 네오니코티노이드계 성분이 포함된 살충제에 대한 경각심이 높아졌다 (Lundin et al., 2015). 우리나라에서도 네오니코티노이드계 살충제가 벼와 과수 농사 등에 광범위하게 사용되면서 이들 농약의 잔류에 의한 농산물 안전성에 대한 우려가 제기되었다 (Hwang et al., 2020). 유럽연합에서는 클로티아니딘, 티아메톡삼 및 이미다클로프리드 등 3종의 네오니코티노이드계 농약의 사용이 금지되었으나, 동일한 계열의 다른 농약은 여전히 작물 보호를 위해 널리 사용되고 있다 (Simondelso et al., 2015). 꿀벌은 농약이 포함된 꽃가루와 꿀을 통해 농약에 노출될 수 있으며, 실제로 네오니코티노이드계 농약은 꽃가루와 꿀에서 높은 농도로 검출되어 꿀벌에게도 해로운 영향을 미칠 수 있다 (Krupke et al., 2012; Saleem et al., 2020). 비록 꿀벌은 해독효소인 cytochome oxidase P450 (CYP450)의 해독작용으로 네오니코티노이드계 살충제에 대해 저독성을 보여주고 있지만 (Matsumoto, 2013; Tsvetkov et al., 2023), 이 계열의 살충제에 만성적으로 노출된 꿀벌은 생리·생태적 기능이 교란되어 뇌와 중장 발육뿐만 아니라 학습, 먹이활동 및 귀소 능력 등 행동적으로도 영향을 받는다 (Peng and Yang, 2016; Li et al., 2017; Shi et al., 2018).

      디노테퓨란 살충제는 광범위하고 체계적인 살충효과로 곤충 뇌의 nAChR에 강하게 결합하여 신경독성을 유발하는 3세대 네오니코티노이드계의 농약으로 알려져 있다 (Goulson, 2013). 따라서, 노지에서 네오니코티노이드계 디노테퓨란 살충제 살포가 비표적 곤충인 꿀벌에 미치는 영향성 평가와 상관관계 분석이 필요하다. 본 연구에서는 6월부터 7월 사이에 디노테퓨란 살충제가 살포된 경북 영양의 고추밭 주변에서 화분매개 활동을 하는 꿀벌집단과 동일한 약제에 노출되지 않은 경북 안동의 무처리 집단 간의 전사체 발현 수준을 비교 분석하였다.

    

    

  
    
      재료 및 방법
      
        1. 전사체 분석용 꿀벌 시료 채집
        네오니코티노이드계 농약의 한 종류인 디노테퓨란 살충제에 노출된 꿀벌 (‘DINO’) 시료를 채집하기 위해서 2023년 6월 23일에 경북 영양의 고추밭 (36.7422N, 129.1872E)에 벌통을 설치한 후 당일부터 7월 28일까지 농약 (주성분 함량 10%)을 10 a 기준 1,000배 희석하여 일주일 간격으로 5회에 걸쳐 경엽처리하였다. 이후 1주일 뒤인 8월 4일에 벌통을 수거하여 외역 활동을 하는 꿀벌을 5마리씩 3반복으로 시료를 채집하였다. 무처리구인 디노테퓨란 농약에 노출되지 않은 꿀벌 (‘CON’)은 경북 안동의 유기농 고추 재배지 반경 5 km 이내에 있는 양봉장 (36.61875N, 28.8271E)에서 5마리씩 3반복으로 채집하여 사용하였다. 고추 재배지와 시험에 사용한 디노테퓨란 입상수화제는 판매상에서 구매하여 사용하였다. RNA를 추출하기까지 채집한 각 꿀벌 시료는 -80℃의 초저온 냉동고에 시료를 보관하였다.

      

      
        2. RNA 추출 및 cDNA 라이브러리 제작
        꿀벌의 mRNA는 3마리를 1.5 mL 튜브에 1 mL의 Trizol 용액 (Thermo scientiÀc, Massachusetts, USA)을 넣고 1회용 멸균 pestle을 이용하여 마쇄한 후 Trizol RNA 추출 키트 (Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, USA)를 이용하여 추출하였다. RNA 시료는 3반복으로 추출하였으며, 추출된 mRNA의 펠렛은 DEPC가 처리된 증류수 100 μL에 녹여서 -80℃에 실험에 사용되기 전까지 보관되었다. 추출된 mRNA의 일부는 전사체 분석을 위해 Random primer를 이용한 TruSeq Stranded Total RNA Ribo-Zero H/M/R Gold (Illumina, California, USA)를 이용하여 cDNA 합성 후 cDNA 라이브러리를 제작하였다. 이후 qRT-PCR을 수행하기 위해 cDNA 라이브러리를 대상으로 Oligo dT primer가 포함된 Maxim RT premix kit (Intron, Seongnam, Korea)를 이용하여 cDNA를 합성하였다. 전사체 분석은 3반복으로 진행하였다.

      

      
        3. 전사체 및 생물정보학적 분석
        mRNA는 Novaseq (Illumina, California, USA)를 이용하여 염기서열 분석을 진행하였다. 분석된 염기서열은 Trimmomatic (version 0.38)을 이용하여 염기서열의 어댑터 부분을 편집하였으며, RNA 염기서열은 Trinity (Version trinityseq_r20140717, bowtie 1.1.2)를 이용하여 de novo 방식으로 조립하였다. RSEM (Version v1.3.1, bowtie 1.1.2.)을 이용하여 염기서열을 de novo 방식으로 조립된 염기서열을 mapping하여 RNA의 발현량을 확인하였다. RNA 염기서열은 Gene Ontology knowledgebase (http://gene ontology.org/)와 BLAST v2.15.0+ (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)를 통해 확보한 데이터베이스를 이용하여 DIAMOND v0.9.21 (https://github.com/bbuchfink/diamond/releases?after=v0.9.21) 분석으로 유전자를 동정하였다. 이렇게 mapping된 데이터는 R의 edgeR 라이브러리를 이용하여 차등 발현 유전자 분석 (Differentially Expressed Genes, DEGs)을 진행하였다. DEG 분석을 위해서는 Fragmented per Kilobase of transcript per Million mapped reads (FPKM) 값을 이용하였다.

      

      
        4. qRT-PCR
        유전자 발현량 분석을 위한 qRT-PCR은 살충제 대사 및 꿀벌 생리에 관여하는 5개 유전자를 대상으로 특이적 프라이머 (Table 1)를 사용하여 ExicyclerTM Quantitative Thermal Block (Bioneer, Daejeon, Korea)을 이용하여 SYBR 그린 형광물질과 형광분석방법을 가미한 real time quantitative PCR (qRT-PCR) 기술로 측정하였다. qRT-PCR 반응은 Accupower GreenstarTM PCR premix (Bioneer, Daejeon, Korea)로 진행하였다. 이 반응물 (20 μL)은 1× GreenstarTM master mix, 10 mM MgCl2, 0.5 μM의 각 프라이머, 200 ng의 cDNA가 포함되었다. 반응조건은 Hotstart Taq DNA polymerase를 활성시키기 위해 95℃에서 15분간 가열하였으며, 이후 94℃에서 30초, 55℃에서 30초, 72℃에서 30초의 반응 순으로 40회 PCR 산물을 증폭시켰고, 증폭된 산물의 형광반응이 실시간으로 측정되었다. 각 처리는 3반복으로 각 반복은 독립된 반응으로 수행되었다. Reference 유전자는 Ribosomal protein L32 (RL32)를 이용하였다 (Jin et al., 2024). 이 유전자 증폭물을 각 유전자 반응의 정량적 표준화 대조구로 이용하였다. 얻어진 PCR 증폭물의 형광량을 ExicyclerTM 프로그램에 의해 실시간으로 도식화하였고, 정량적 임계 반응 횟수 (Critical Threshold, Ct)를 산출하였다. 다시 각 유전자의 Ct는 RL32 유전자 Ct에 대한 차이 (ΔCt)로 산출한 후, 이를 상대적 수치 (2-ΔΔCt)로 환산하여 비교하였다 (Livak and Schmittgen, 2001).

        
          Table 1. 
				
          

          
            Sequence of primers for qRT-PCR in this study
          
          

        

        
          
            
              	Gene
              	Primer
              	Sequence (5ʹ to 3ʹ)
              	Annealing temp. (℃)
              	Product length (bp)
            

          
          
            	
              Glutamate receptor ionotropic, kainate 1
            
            	AmGRIK_F
AmGRIK_R
            	AAGGAGGCAAAACGTTGTAT
TCGTGGAAGTTGAACTGTTT
            	50
            	199
          

          
            	
              Multicopper oxidase CueO
            
            	AmMCO_F
AmMCO_R
            	AACAGGATTAACGGACTGAC
TTCTACCCGTACCGTATCTT
            	50
            	207
          

          
            	
              Cytochrome P450 6a13
            
            	AmP450_F
AmP450_R
            	TTTTGACTCGTCATCATTGG
ATCATGATTATGAAATGAACTGTTA
            	50
            	200
          

          
            	
              Acetylcholin esterase
            
            	AmACE_F
AmACE_R
            	GACGCAAACAAGTTAAAAACATT
GCACATTAAACTATGATTACTTCT
            	50
            	156
          

          
            	
              Peroxiredoxin
            
            	AmPRX_F
AmPRX_R
            	GACATTTCAATTGCCGGATT
GCAACAAGCATACCCATTTT
            	50
            	192
          

          
            	
              Ribosomal Protein L32
            
            	AmRPL32_F
AmRPL32_R
            	CGTCACCAGAGTGATCGTTACA
CCCCATGAGCAATTTCAGCAC
            	50
            	250
          

        

        

      

      
        5. 디노테퓨란 표면처리를 통한 전사체 분석 결과 검정
        전사체 분석 결과에 대한 유전자의 발현량 검정을 위해 국립안동대학교 양봉장에서 사육 중인 우화 후 3주가 지난 일벌을 대상으로 유전자 발현량을 조사하였다. 농약처리를 위해 0.01%의 Triton-X100 (Thermo Scientific, Massachusetts, USA)가 첨가된 물에 노지에 살포된 디노테퓨란과 동일한 농도인 1 ng/mL를 녹여서 사용했다. 약제 처리는 우화 후 15일 경과된 꿀벌을 대상으로 5마리씩 3반복으로 진행하였으며, 5 μL의 약액을 꿀벌의 등면 (dorsal)에 면봉으로 골고루 표면처리를 하였다. 그 뒤 꿀벌은 28℃의 인큐베이터에서 50%의 설탕물로 3일간 사육한 후 mRNA를 추출하였다.

      

      
        6. 통계처리
        그래프의 통계값은 평균±표준편차를 이용하여 나타내었다. 결과는 Graphpad prism 9 (Dotmatics, Boston, USA)을 사용하여 도표화하였다. 평균은 SAS 프로그램 (SAS Institute Inc, 1989)을 이용하여 one-way ANOVA 분석을 하였다. 처리 평균 간 비교는 LSD 검정을 사용하여 제1형 오류 확률 0.05를 기준으로 판별하였다.

      

    

    

  
    
      결 과
      
        1. RNA-seq 결과 분석
        Novaseq 플랫폼을 통해 대략 10 GB 정도의 염기서열을 분석하였다. 각 염기서열을 101 bp의 크기로 편집한 뒤 100 KB 정도 크기의 염기서열 조각들을 얻었다. De novo 방식으로 mapping을 수행한 결과, CON과 DINO는 각각 75.00~82.12%와 75.73~83.57%의 염기서열이 매칭되었다 (Table 2). 총 250,928개의 유전자가 발굴되었으며, CON과 DINO의 유전자 차등 발현량은 Z-score로 변환 후 P-value를 이용하여 heatmap 분석을 통해 도출 결과를 시각화하였다 (Fig. 1). 또한 생산된 전사체 유전정보는 NCBI의 BioProject (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/bioproject, accession number PRJNA1135696)에 등록하였다.

        
          Table 2. 
				
          

          
            RNA-seq results of Apis mellifera workers, comparing dinotefuran-exposed (‘DINO’) and non-exposed (‘CON’) groups
          
          

        

        
          
            
              	Sample name
              	Rep
              	# of total read bases
              	# of processed reads
              	# of mapped reads
              	Genes
            

          
          
            	CON
            	1
            	13,230,478,032
            	129,636,536
            	97,225,934
(75.00%)
            	250,928
          

          
            	2
            	13,326,327,436
            	130,254,560
            	106,960,990
(82.12%)
          

          
            	3
            	13,234,848,908
            	129,934,202
            	100,516,606
(77.36%)
          

          
            	DINO
            	1
            	12,116,674,272
            	118,847,492
            	99,371,818
(83.57%)
          

          
            	2
            	12,800,406,084
            	125,392,044
            	99,202,574
(79.11%)
          

          
            	3
            	12,910,358,128
            	126,180,124
            	95,540,96
(75.73%)
          

        

        

        
          
          

          Fig. 1. 
				
          

          
            Heatmap analysis of differentially expressed genes in Apis mellifera between dinotefuran non-exposed (‘CON’) and exposed (‘DINO’) workers. The heatmap was generated using Z-scores transformed from Fragments per Kilobase of transcript per Million mapped reads (FPKM) values.
          
          

          

        

      

      
        2. 디노테퓨란 노출에 따른 꿀벌의 차등 발현 유전자 (DEG) 분석
        DEG 결과를 바탕으로 유전자 발현이 2배 이상 차이가 나고 P-value가 0.05 미만인 유전자를 분류하기 위해 Volcano plot 분석을 수행하였다 (Fig. 2A). DINO는 CON에 비해 1,516개의 유전자에서 발현량이 2배 이상 증가하였으며, 1,501개의 유전자에서 발현량이 2배 이상 감소하였다 (Fig. 2B). Gene Ontology 분석 결과, biological process, cellular component, molecular process 부분을 분석하였다 (Fig. 2C). 세부적인 GO 분석 결과, biological process 부분에서 cellular process 그룹이 488개의 유전자로 가장 많이 검출되었으며, cellular components 부분에서 cell part 그룹이 471개의 유전자로 가장 많이 검출되었다. 그리고 molecular process 부분에서는 catalytic activity 그룹에서 512개의 유전자로 가장 많이 검출되었다.

        
          
          

          Fig. 2. 
				
          

          
            Analysis of differentially expressed genes (DEGs) in Apis mellifera after indirect exposure to dinotefuran. (A) Volcano plot comparing dinotefuran non-exposed (‘CON’) and exposed (‘DINO’) honey bees. Fold-change (FC) values and -Log P-values were used to generate the volcano plot. (B) DEGs between CON and DINO, selected with threshold levels of >2 FC and P-value <0.05 in Fragments per Kilobase of transcript per Million mapped reads (FPKM) values. (C) Gene Ontology (GO) analysis of DEGs performed for cellular component, molecular process, and biological process.
          
          

          

        

        DEG 분석에서 선발된 유전자 중, biological process에 관여하는 유전자 그룹에서 obsolete oxygen and reactive oxygen species metabolic process 그룹에서 3개, signaling 그룹에서 12개, detoxification 그룹에서 4개 유전자를 선별하여 heatmap 분석을 통해 발현량을 확인하였다 (Fig. 3A). Cellular components에 해당하는 유전자 그룹 중, presynaptic process involved in chemical synaptic transmission 그룹에서 6개의 유전자가 관여하였으며, synapse 그룹에서 5개에 해당하는 유전자들을 heatmap 분석을 통해 발현량을 확인하였다 (Fig. 3B, Table 3).

        
          
          

          Fig. 3. 
				
          

          
            Heatmap analysis of pesticide resistance genes between dinotefuran non-exposed (‘CON’) and exposed (‘DINO’) honey bees from Gene Ontology (GO) analysis. (A) Biological process and (B) Cellular components heatmap. The heatmap was generated using log Fragmented per Kilobase of transcript per Million mapped reads (FPKM) values. The genes were selected from Table 2. The heatmap was created using the R program (version 4.2.1) from the heatmap library.
          
          

          

        

        
          Table 3. 
				
          

          
            Gene Ontology analysis of pesticide metabolism-related genes in Apis mellifera following dinotefuran exposure
          
          

        

        
          
            
              	Category
              	Group
              	Contigs
              	UniProt annotation
              	Log2
FC
              	-Log
P-value
            

          
          
            	Biological process (19)
            	Obsolete oxygen and reactice oxygen species metabolic process (3)
            	c188202_g1_i1
            	sp|O69777|PRX5_RHIET Peroxiredoxin
            	-4.67
            	7.82
          

          
            	c190335_g5_i1
            	sp|P9WQB6|AHPC_MYCTO Alkyl hydroperoxide reductase C
            	-1.61
            	1.79
          

          
            	c197894_g1_i3
            	sp|Q9XTG1|NLGN1_CAEEL Neuroligin-1
            	2.25
            	3.09
          

          
            	Signaling (12)
            	c202139_g6_i1
            	sp|Q60934|GRIK1_MOUSE Glutamate receptor ionotropic, kainate 1
            	-1.94
            	1.75
          

          
            	c196434_g1_i1
            	sp|Q29C43|NCASE_DROPS Neutral ceramidase
            	1.30
            	1.47
          

          
            	c166616_g1_i1
            	sp|P08928|LAM0_DROME Lamin Dm0
            	-1.93
            	1.38
          

          
            	c193016_g1_i2
            	sp|Q07327|ROP_DROME Protein ROP
            	-1.63
            	1.61
          

          
            	c193016_g3_i1
            	sp|Q07327|ROP_DROME Protein ROP
            	-1.91
            	1.64
          

          
            	c95967_g1_i1
            	sp|P20905|5HT1R_DROME 5-hydroxytryptamine receptor 1
            	2.77
            	1.88
          

          
            	c200168_g6_i2
            	sp|P18172|DHGL_DROPS Glucose dehydrogenase [FAD, quinone]
            	1.76
            	1.75
          

          
            	c178668_g1_i1
            	sp|P0C6B8|SVEP1_RAT Sushi, von Willebrand factor type A, EGF and pentraxin domain-containing protein 1
            	2.42
            	1.69
          

          
            	c200233_g4_i1
            	sp|Q9UP95|S12A4_HUMAN Solute carrier family 12 member 4
            	1.42
            	1.49
          

          
            	c192928_g6_i1
            	sp|Q967D7|TUTL_DROME Protein turtle
            	1.36
            	1.67
          

          
            	c200065_g3_i2
            	sp|Q9W4T4|PDE4A_DROME cAMP-specific 3ʹ,5ʹ-cyclic phosphodiesterase, isoform I
            	2.18
            	2.93
          

          
            	c199453_g2_i2
            	sp|O35161|CELR1_MOUSE Cadherin EGF LAG seven-pass G-type receptor 1
            	1.67
            	1.50
          

          
            	Detoxification (4)
            	c192443_g1_i1
            	sp|P36649|CUEO_ECOLI Multicopper oxidase CueO
            	-1.80
            	1.39
          

          
            	c124517_g1_i1
            	sp|P31161|SODM1_CAEEL Superoxide dismutase [Mn] 1, mitochondrial
            	1.37
            	1.31
          

          
            	c181909_g1_i1
            	sp|Q9V4U9|C6A13_DROME Probable cytochrome P450 6a13
            	1.56
            	1.74
          

          
            	c201680_g3_i1
            	sp|P06715|GSHR_ECOLI Glutathione reductase
            	-2.95
            	2.60
          

          
            	Cellular component (11)
            	Presynaptic process involved in chemical synaptic transmission (6)
            	c166441_g2_i1
            	sp|Q7K4Y6|DAT_DROME Sodium-dependent dopamine transporter
            	2.45
            	1.83
          

          
            	c196434_g1_i1
            	sp|Q29C43|NCASE_DROPS Neutral ceramidase
            	1.30
            	1.47
          

          
            	c193016_g3_i1
            	sp|Q07327|ROP_DROME Protein ROP
            	-1.91
            	1.64
          

          
            	c91276_g1_i1
            	sp|Q9R0N7|SYT7_MOUSE Synaptotagmin-7
            	1.80
            	1.38
          

          
            	c193016_g1_i2
            	sp|Q07327|ROP_DROME Protein ROP
            	-1.63
            	1.61
          

          
            	c197894_g1_i3
            	sp|Q9XTG1|NLGN1_CAEEL Neuroligin-1
            	2.25
            	3.09
          

          
            	Synapse (5)
            	c185170_g1_i6
            	sp|P04058|ACES_TETCF Acetylcholinesterase
            	2.51
            	3.18
          

          
            	c278637_g1_i1
            	sp|Q6J5K9|ARMI_DROME Probable RNA helicase armi
            	-2.01
            	1.38
          

          
            	c199711_g6_i3
            	sp|Q7KRY7|SCRIB_DROME Protein lap4
            	1.43
            	1.57
          

          
            	c193131_g2_i2
            	sp|Q6AW46|EST5A_MOUSE Carboxylesterase 5A
            	1.60
            	2.38
          

          
            	c151947_g1_i1
            	sp|B2D0J5|EST6_APIME Venom carboxylesterase-6
            	1.99
            	2.23
          

        

        

      

      
        3. 살충제 저항성 관련 유전자 발현 분석
        살충제 저항성과 관련하여 체내에 전달된 약물을 수용성으로 변환하는 변형단계 (phase I) 그룹의 유전자 가운데 cytochrome P450 (CYP450), carboxylesterase (CES) 및 hydrolase 유전자가 각각 6개, 2개 및 5개가 발견되었으며 모두 과발현되었다. Phase I에서 생성된 살충제 유도체를 수용성으로 변환하는 포합단계 (phase II) 그룹의 유전자는 sulfotransferase가 유일하게 발견되었으나, 발현이 억제되었다. 마지막으로 phase I과 phase II 단계에서 변형된 살충제를 세포 밖으로 배출하는 과정의 배출단계 (phase III) 그룹의 유전자는 ATP-binding cassette transporter가 발견되었으나, 발현은 억제된 것으로 DEG 분석 결과 확인되었다 (Table 4).

        
          Table 4. 
				
          

          
            Pesticide resistance-related genes in Apis mellifera following dinotefuran exposure from RNA-seq data
          
          

        

        
          
            
              	Group
              	Gene
              	Contig
              	UniProt annotation
              	Log2 FC
              	-Log
P-value
            

          
          
            	Phase I (13)
            	Cytochrome P450 (6)
            	c157609_g1_i1
            	sp|Q9VG17|CP304_DROME Probable cytochrome P450 304a1
            	5.139430
            	0.001
          

          
            	c173516_g1_i1
            	sp|P29981|CP4C1_BLADI Cytochrome P450 4C1
            	3.168583
            	0.010
          

          
            	c179765_g2_i2
            	sp|Q9VYY4|C4G15_DROME Cytochrome P450 4g15
            	3.928851
            	0.002
          

          
            	c181909_g1_i1
            	sp|Q9V4U9|C6A13_DROME Probable cytochrome P450 6a13
            	2.947547
            	0.018
          

          
            	c198833_g10_i3
            	sp|Q9VGH1|CP315_DROME Cytochrome P450 315a1
            	3.473546
            	0.009
          

          
            	c201564_g4_i1
            	sp|Q964T2|CP9E2_BLAGE Cytochrome P450 9e2
            	7.651530
            	0.001
          

          
            	Carboxylesterase (2)
            	c151947_g1_i1
            	sp|B2D0J5|EST6_APIME Venom carboxylesterase-6
            	3.969424
            	0.006
          

          
            	c193131_g2_i2
            	sp|Q6AW46|EST5A_MOUSE Carboxylesterase 5A
            	3.037427
            	0.004
          

          
            	Hydrolase (5)
            	c190440_g9_i16
            	sp|P19440|GGT1_HUMAN Glutathione hydrolase 1 proenzyme
            	2.298816
            	0.044
          

          
            	c190440_g9_i16
            	sp|P19440|GGT1_HUMAN Glutathione hydrolase 1 proenzyme
            	2.298816
            	0.044
          

          
            	c195075_g2_i2
            	sp|Q05AM4|FAH2B_DANRE Fatty-acid amide hydrolase 2-B
            	4.365954
            	0.001
          

          
            	c196373_g1_i1
            	sp|Q28955|NTAN1_PIG Protein N-terminal asparagine amidohydrolase
            	4.521453
            	0.007
          

          
            	c197245_g3_i3
            	sp|P48596|GCH1_DROME GTP cyclohydrolase 1
            	3.156234
            	0.002
          

          
            	Phase II (1)
            	Sulfotransferase (1)
            	c20437_g1_i1
            	sp|Q7L1S5|CHST9_HUMAN Carbohydrate sulfotransferase 9
            	-3.419166
            	0.027
          

          
            	Phase III (6)
            	ATP-binding cassette transporter (6)
            	c173881_g1_i1
            	sp|P96605|YDBJ_BACSU Uncharacterized ABC transporter ATP-binding protein YdbJ
            	-5.257295
            	0.003
          

          
            	c185059_g3_i1
            	sp|Q68XW4|Y041_RICTY Probable ABC transporter permease protein RT0041
            	-3.594526
            	0.027
          

          
            	c193087_g1_i1
            	sp|Q8YDR8|Y3107_BRUME Probable ABC transporter permease protein BMEII0107
            	-8.800892
            	0.001
          

          
            	c199639_g1_i1
            	sp|P54591|YHCG_BACSU Uncharacterized ABC transporter ATP-binding protein YhcG
            	-3.542255
            	0.020
          

          
            	c201119_g1_i1
            	sp|A4N8V8|HPF_HAEI3 Putative metal ABC transporter substrate-binding protein HpF
            	-7.454238
            	0.001
          

          
            	c201327_g2_i2
            	sp|P33982|Y3926_AZOC5 Probable ABC transporter ATP-binding protein AZC
            	-2.805290
            	0.041
          

        

        

      

      
        4. 꿀벌 체내의 살충제 대사 및 생리 관련 유전자 발현 분석
        DEG 분석에서 발현량의 차이를 보이는 살충제 대사와 꿀벌 생리에 관여하는 5개 유전자가 관찰되었다 (Fig. 4). 디노테퓨란 처리에 따른 CON에 대비 DINO의 유전자 발현의 차이는 peroxiredoxin (Prx)의 경우 25배 감소, glutamate receptor inonotropic, kinate 1 (iGluR)의 경우 약 4배 정도 감소하였고, multicopper oxidase (CueO)의 경우 4배 감소하였다. 이와는 반대로 cytochrome P450의 경우 CYP6a13, CYP304a1, CYP4c1, CYP4g15, CYP315a1 및 CYP9e2 유전자가 각각 3배, 5배, 3배, 4배, 3배 및 8배 이상 증가하였고, acetylcholinesterase (AChE)의 경우 약 5배 정도의 유전자 발현이 증가하였다 (Table 4).

        
          
          

          Fig. 4. 
				
          

          
            Validation of differentially expressed genes (DEGs) associated with pesticide resistance in Apis mellifera by qRT-PCR, comparing fold change (FC) data from RNA-Seq. Gene expression was compared between dinotefuran-exposed (‘DINO’) and non-exposed (‘CON’) honey bees. Relative expression level of each DEG is presented as FC and relative gene expression is shown as ratio of them per reference gene, RL32. Five genes were analyzed in this study: Peroxiredoxin (Prx), Glutamate receptor ionotropic, kainate 1 (iGlueR), Multicopper oxidase (CueO), Cytochrome P450 6a13 (CYP450), and Acetylcholinesterase (AChE). Each sample was analyzed in triplicate.
          
          

          

        

        본 연구에서는 흥미롭게도 나비목 곤충의 인지질 생합성에 관여하는 phospholipase B1 유전자의 발현이 디노테퓨란에 노출된 꿀벌에서 30배 이상 발현이 증가하여 가장 높았으며, 초파리 수컷의 정자형성에 필요한 armadillo repeat-containing protein의 생합성에 관여하는 gudu 유전자의 발현은 100배 이상 감소하였다 (Table 5).

        
          Table 5. 
				
          

          
            Gene list of highly changed Fragments per Kilobase of transcript per Million mapped reads (FPKM) values in differentially expressed genes
          
          

        

        
          
            
              	Contig
              	Annotation
              	FC
              	FPKM
            

            
              	CON
              	DINO
            

          
          
            	c183266_g4_i1
            	XM_006565456 Apis mellifera phospholipase B1
            	30.44
            	2.27
            	7.23
          

          
            	c192359_g7_i5
            	XM_006565955 Apis mellifera band 4.1-like protein 5
            	21.54
            	0.63
            	5.13
          

          
            	c201182_g5_i1
            	AB549723 Apis mellifera Hex110 mRNA for hexamerin 110
            	18.61
            	9.76
            	13.97
          

          
            	c185622_g1_i1
            	XM_006560148 Apis mellifera uncharacterized LOC100577541
            	17.58
            	4.45
            	8.57
          

          
            	c173565_g5_i1
            	DQ352806 Clostridium piliforme 16S ribosomal RNA
            	15.83
            	0.65
            	4.53
          

          
            	c200150_g2_i2
            	XR_412079 Apis mellifera uncharacterized LOC100578391
            	15.51
            	0.65
            	4.56
          

          
            	c150160_g1_i1
            	XM_026441747 Apis mellifera armadillo repeat-containing protein gudu
            	-110.69
            	9.45
            	2.66
          

          
            	c198750_g3_i1
            	HM113178 Uncultured Rhizobiales bacterium clone SHOG530 16S ribosomal RNA
            	-80.06
            	12.16
            	5.84
          

          
            	c199079_g1_i1
            	KC790012 Lactobacillus mellis strain Hon2N benzyl alcohol dehydrogenase
            	-17.09
            	5.36
            	1.27
          

        

        

      

      
        5. 디노테퓨란 in vivo 표면처리를 통한 전사체 분석 결과 검정
        DEG 분석에서 FPKM 값을 기준으로 농약 저항성 관련 무처리구 대비 유전자의 발현량이 차이가 있었던 처리구의 Prx, iGluR, CueO, CYP450 및 AChE를 qRT-PCR을 이용하여 검정하였다. 그 결과 디노테퓨란 노출 후 발현량이 감소한 3개 유전자 (Prx, iGluR 및 CueO)와 증가한 2개 유전자 (CYP6a13 및 AChE)에서 DEG 분석에 이용한 FPKM 값과 qRT-PCR의 정량적 임계 반응 횟수 모두 P-value가 0.05 이하의 값에서 서로 동일하여 본 연구에 사용한 DEG 분석값을 신뢰할 수 있었다 (Fig. 4).

      

    

    

  
    
      고 찰
      디노테퓨란 살충제는 곤충의 뇌에서 니코틴성 아세틸콜린 수용체 (nAChRs)에 강하게 결합하여 신경독성을 나타내는 3세대 네오니코티노이드 살충제로 광범위한 해충에 대해 살충 활성을 가지고 있다. 디노테퓨란의 꿀벌에 대한 영향은 갓 우화한 성충일벌을 대상으로 0.773 mg/L (lethal concentration 50, LC50)와 0.465 mg/L (LC10)로 조사되어 급성독성을 보여주어, 비표적 곤충인 꿀벌에 대한 독성효과가 확인되었다 (Huang et al., 2021). 특히, RNA-Seq 분석을 통해 CON과 DINO를 대상으로 총 250,928개의 유전자 발굴과 DEG 분석을 통해 발현량에 변화가 있는 유전자 3,017개 (과발현 1,516개, 억제발현 1,501개)를 발견하였다 (Figs. 1, 2B).

      본 연구에 이용한 DEG 분석을 통해 살충제 대사 및 생리 관련 유전자 5개 (Prx, giGluR, CueO, CYP6a13 및 AChE)를 대상으로 디노테퓨란 간접 노출에 따른 유의미한 차이를 발견할 수 있었다. 특히, 디노테퓨란 노출 후 CYP6a13와 AChE 유전자의 발현량은 크게 증가한 반면, Prx, iGluR 및 CueO 유전자의 발현량이 감소한 것을 확인하였다 (Fig. 4).

      꿀벌이 네오니코티노이드계 농약에 대해서 저항성이 높은 이유는 CYP450과 같은 해독효소가 다양한 기질을 대상으로 산화반응을 일으켜 농약을 분해할 수 있기 때문이다 (Mclntosh et al., 2014; Tsvetkov et al., 2023). 본 연구의 전사체 분석 결과에서 디노테퓨란에 노출된 꿀벌에서 무처리구와 비교하여 CYP6a13, CYP4c1 및 CYP4g15 유전자의 발현량이 많이 증가한 것을 확인할 수 있었으며 (Fig. 4, Table 4), 이는 꿀벌 체내에서 네오니코티노이드계 살충제를 분해하기 위해 유전자 수준에서 과발현된 것으로 판단된다. 이와 같은 결과는 동일한 네오니코티노이드 계열의 클로티아니딘 (clothianidin) 농약에 노출된 딱정벌레목의 콜로라도잎벌레 (Leptinotarsa decemlineata)에서도 CYP6a13 및 CYP4c1, CYP4g15 등의 유전자 발현량의 차이가 보고되어 본 연구 결과와 동일하였다 (Bouafoura et al., 2022). 특히, CYP450 유전자는 곤충의 농약 저항성 (Claudianos et al., 2006; Zhao et al., 2020; Vlogiannitis et al., 2021)뿐만 아니라 곤충의 면역반응 (Vatanparast et al., 2020)과 큐티클 형성 (Wu et al., 2020)에도 관여하여 생리적으로 매우 중요한 유전자이다.

      네오니코티노이드계 농약은 nAChR에 직접적으로 작용하며 Glu 합성을 유도하여 흥분상태를 유지하게 해서 살충작용을 일으키는 것으로 알려져 있다 (Willard and Koochekpour, 2013). 본 연구에서 디노테퓨란에 간접 노출 후 AChE 유전자의 발현은 크게 증가했지만, iGluR 유전자의 발현은 반대로 감소하였다. 이는 높아진 Glu의 농도에 대하여 GluR의 발현량을 조절하여 자극의 전달을 완화하여 항상성을 유지하는 것으로 보인다. 이와 같은 현상은 꿀벌과 같은 벌목에 속하는 호박벌을 대상으로 네오니코티노이드계의 농약을 섭식 시, AChE의 발현량이 증가되어 살충제에 대한 저항성을 나타내는 것과 동일하였다 (Samson-Robert et al., 2015).

      CueO의 경우에는 거짓쌀도독거저리 (Tribolium castaneum)에서 수명과 생식 등에 관여하는 유전자로, RNA 간섭 (RNA interference)을 통해 유전자 발현을 일시적으로 억제할 경우, 산란 수의 감소와 수명이 줄어든다 (Peng et al., 2014). 따라서, 본 연구 결과에서 확인된 CueO 유전자의 발현량 감소는 디노테퓨란에 장기적으로 노출된 꿀벌집단의 수명 감소와 일벌들이 수집한 화분이 여왕벌에게 전달될 경우 이를 섭식한 여왕벌의 산란율 저하에 따른 잠재적인 꿀벌집단의 붕괴에도 관여할 수 있을 것으로 판단된다.

      Prx 유전자는 활성산소종의 증가에 반응하는 산화스트레스 관련 유전자로 알려져 있다. 활성산소 축적에 의한 피해는 특정 질병이나 노화와 관련되어 있다고 연구되어 있다 (Gertz et al., 2009). 그러나 Ramirez et al. (2017)에 따르면 25℃ 이하의 온도에 단기적으로 노출된 꿀벌 유충의 경우 사망률이 40% 이상 증가하며, 이에 대응하기 위해 산화 및 열충격 반응과 관련한 유전자의 발현이 유도되어 산화스트레스와의 연관성을 보고하고 있다. 또한, 파리목의 초파리 (Drosophila melanogaster)의 경우 낮은 온도에서 성충이 생활할 때 산화 손상을 방지하거나 수리하기 위한 과정에서 Prx와 같은 관련한 대사 경로들이 전사체와 대사체 분석을 통해 확인되어 온도와 산화스트레스간 상관관계가 보고되었다 (MacMillan et al., 2016). 꿀벌 유충의 경우 저온 스트레스에 노출 시 Prx1과 Prx4 유전자의 발현이 높아져 저온에서의 생존을 유리하게 한다 (Mucci et al., 2021). 본 연구에서는 Prx 유전자의 발현이 디노테퓨란의 간접 노출 후 성충에서 억제되는 것을 확인할 수 있었다. 따라서, 디노테퓨란에 장기간 노출된 꿀벌은 유충에서 성충에 이르기까지 전체적으로 저온 스트레스에 대한 저항성을 낮춰 월동과 같은 저온기에 생존율에 영향을 줄 수 있을 것으로 사료된다.

      본 연구에서는 전사체 발현 수준에서 디노테퓨란 살충제에 간접 노출된 꿀벌의 경우 유전자 발현량에 있어서 영향을 받는다는 것을 확인하였다. 네오니코티노이드계 디노테퓨란 살충제에 의한 꿀벌의 간접 노출 영향을 전사체와 DEG를 바탕으로 분석한 결과, 노출된 꿀벌은 살충제 대사와 관련한 일부 유전자의 과발현을 나타내어 전형적인 살충제 노출 시 나타나는 현상과 동일하였다. 이번 연구 결과에서 흥미로운 점은 저온 노출로 인한 활성산소종의 분해를 위한 유전자인 Prx의 발현을 억제하여 저온 생리를 교란할 수 있는 점이다. Prx 유전자의 구체적인 저온 관련 기능을 구명하기 위해서는 디노테퓨란 노출 기간에 따른 발육시기별 유전자의 발현량 조사, 저온 생존율과 기억 능력 및 이에 따른 귀소 능력의 행동학적인 변화에 관한 추가 연구가 향후 필요하다. 이를 통해 디노테퓨란 살충제에 대한 꿀벌의 영향과 최근 문제가 되는 CCD 현상의 원인을 유전자 수준에서 규명할 수 있을 것이다.

    

    

  
    
      적 요
      네오니코티노이드계 디노테퓨란 살충제에 대한 꿀벌의 영향을 분석하기 위해 이 약제가 살포된 고추밭에서 꿀벌집단을 수집하여 무처리 집단과 유전자 발현 차이를 RNA-seq로 분석하였다. 분석된 250,928개의 유전자 중 3,017개의 유전자가 차등 발현 유전자로 확인되었고, 이 중 1,516개는 발현이 증가하고 1,501개는 발현이 감소하였다. 이러한 차등 발현 유전자 가운데 꿀벌의 살충제 저항성에 관여하는 유전자 (glutamate receptor, peroxiredoxin, multicopper oxidase, cytochrome P450 및 acetylcholinesterase)가 확인되었다. 본 연구의 결과는 디노테퓨란에 간접적으로 노출된 양봉꿀벌의 변화를 유전자 수준에서 관찰할 수 있어 네오니코티노이드계 살충제의 꿀벌 위해성 평가를 위한 기초 생물 정보로 활용할 수 있을 것으로 사료된다.
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