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            초록
          
        

        
          Honey bees can be classified as summer bees with a short lifespan and winter bees with a lifespan of over 5 months based on their physiological and ecological characteristics. This compared the physiological characteristics of fat body content and vitellogenin expression levels from the honey bees overwintering in the field and pollinating inside the greenhouse during December 2024. Honey bee workers were randomly collected from 3 colonies for each environment, and their fat body ratio in the abdomen was quantified by ethyl ether extraction method, while vitellogenin expression levels were analyzed using qPCR. The fat body ratio in the abdomen showed significant difference between overwintering and pollinating honey bees. However, although there were statistically significant differences in fat body ratios among colonies, no clear trend was observed. Vitellogenin expression levels, both group-level and colony-level comparisons showed that overwintering colonies had significantly higher expression than pollinating colonies. Based on these findings, vitellogenin expression levels appear to be a more suitable indicator of honey bee overwintering status than the fat body contents. This study provides insight into the physiological transition of honeybees from overwintering to foraging during winter.

        

      

      
        Keywords: 
Apis mellifera, Pollination, Winter bee, Physiology, qPCR analysis

      

    

    

  
    
      서 론
      꿀벌 (Apis mellifera)은 전 세계적으로 다양한 기후 조건에서 넓은 지리적 범위에 분포하고 있다 (Ruttner, 1988). 꿀벌은 다양한 야생 식물 및 작물에 화분매개를 통해 번식에 기여하고 있으며 이는 생태계 보전과 식량 생산으로 이어진다 (Jung, 2008; Aryal et al., 2020; Papa et al., 2022; Jung and Shin, 2022). 이러한 이유로 꿀벌은 화분매개를 위해 전 세계에서 사육 관리되고 있으며, 양봉 산물을 통해 양봉농가에 경제적 이익을 제공하고 있다 (Jung, 2008; Garibaldi et al., 2017; Minaud et al., 2024). 하지만, 주요 화분매개자인 꿀벌은 지난 30여 년간 북미 (Bruckner et al., 2023), 남미 (Requier et al., 2024) 및 유럽 (Gray et al., 2023) 등 전 세계적으로 여러 지역에서 월동 실패가 보고되고 있다 (Minaud et al., 2024). 국내에서도 월동 중인 꿀벌의 실종 및 폐사가 보고되었다 (Jung and Bae, 2022; Kim, 2022; Kim and Lee, 2022; Lee et al., 2022). 2011~2013년의 국내 월동 실패율은 평균 17.4% (8.5~24.9%)로 조사되었으나, 2022년 월동 실패율은 평균 36% (22.6~67.7%)로 증가한 것으로 조사되었다 (Jeong et al., 2016; Jung and Bae, 2022, Kang et al., 2024). 꿀벌의 폐사는 직접적으로 봉군의 손실에 의한 직접적인 피해와 봉산물 및 식량의 생산 감소로 연쇄적인 피해로 이어질 수 있다 (Conte and Navajas, 2008; Laurino et al., 2020; Kim, 2022). 월동 봉군 폐사는 다양한 스트레스 요인으로 인해 봉군의 세력이 약해져서 발생할 수 있다 (Potts et al., 2010; Goulson et al., 2015; Henry et al., 2017; Steinhauer et al., 2018). 그 요인들로는 말벌과 같은 포식자 (Laurino et al., 2019; Requier et al., 2019; Hong and Jung, 2024), 농약 (Van Der Zee et al., 2015; Ulziibayar and Jung, 2019; Insolia et al., 2022; Kang et al., 2023), 영양부족 (Clermont et al., 2015; Requier et al., 2017; Kuchling et al., 2018), 병해충 (van Dooremalen et al., 2012; Desai and Currie, 2015; Oh et al., 2024) 및 기후변화 (Switanek et al., 2017; Insolia et al., 2022; Overturf et al., 2022) 등이 있으며 이들이 복합적으로 작용하여 봉군의 세력이 저하되고 폐사로 이어질 수 있다. 따라서 월동 폐사를 막기 위해서는 이러한 다양한 요인들로부터 꿀벌을 보호하고 외부 온도에 대응할 수 있는 충분한 세력이 필요하다.

      꿀벌은 사회성 동물로 초개체 집단을 이루며 추운 겨울 환경에 월동 봉구 (winter cluster)를 형성한다 (Jung and Bae, 2022). 꿀벌은 생리 및 생태적으로 여름벌과 겨울벌로 구분할 수 있다 (Doke et al., 2015; Jung and Bae, 2022). 월동 봉구 형성기에 여름벌과 겨울벌의 구성비는 월동 성공에 큰 영향을 미친다 (Doke et al., 2015; Jung and bae, 2022). 여름벌은 연령에 따라 노동의 분화가 이루어져 각 연령에 따라 다른 작업을 수행하며 수명은 15~45일로 짧다. 겨울벌은 모든 연령의 꿀벌들이 월동 봉구를 형성하여 저장되어 있는 먹이를 기반으로 봉군 내 온도 조절을 수행하며 수명은 5개월 이상으로 길다. 생리학적 측면에서도 내역봉과 겨울벌의 유충호르몬은 낮고 외역봉은 높은 반면에, 하인두샘과 비텔로제닌은 외역봉보다 내역봉과 겨울벌이 높고 혈림프 내 단백질은 겨울벌이 가장 높게 나타난다 (Fluri et al., 1982; Huang and Robinson, 1995). 여름벌에 비해 겨울벌의 몸무게가 약 20~30%가 무겁고 에너지를 저장하고 공급하는 지방체 함량 또한 증가한다 (Fluri et al., 1982). 지방체는 곤충의 주요 대사 기관으로 에너지 저장 및 공급, 면역 반응 조절, 단백질 합성 그리고 호르몬 대사와 성장 조절에 중요한 역할을 한다 (Arrese and Soulages, 2010; Martins et al., 2011). 이러한 기능을 하는 지방체는 여름벌의 복부보다 겨울벌의 복부에 더 많은 것으로 보고되었다 (Keller, 2005). 난황단백질 전구체로 알려져 있는 비텔로제닌은 생식기능뿐만 아니라 행동 및 사회성 역할 조절, 면역 기능 강화, 영양 운반 및 저장, 그리고 수명 연장 등의 역할을 한다 (Seehuus et al., 2006; Corona et al., 2007).

      우리나라에서는 양봉농가들이 대체로 2~5매의 봉세로 월동군을 형성하지만 그 봉군을 구성하고 있는 겨울벌의 비율이 더 중요할 수 있다는 의견이 제기되고 있다 (Jung and Bae, 2022). 만약 겨울벌의 구성비가 낮다면 월동 중 수명이 다해 죽는 꿀벌의 수가 많아져 월동 봉구의 크기가 작아지기 때문에 봉군 내 온도 유지가 힘들고 월동 폐사로 이어질 수 있다. 겨울벌의 수를 늘리기 위해서는 겨울벌이 생산되는 시기에 집중적으로 산란을 유도해야 한다. 선행연구에서 겨울벌은 10월 중순부터 태어나는 일벌들로 수명이 150일 이상 되는 것으로 보고되어 있다 (Mattila et al., 2001). 하지만, 가을의 온도가 지속적으로 높게 유지되어 꿀벌들의 산란이 지속적으로 발생하는 경우, 겨울벌로 전환이 느려지거나 겨울벌들이 다시 여름벌로 생리적 전환이 이루어질 수 있어 그 시기는 가변적일 수 있을 것이다. 겨울벌들은 봉군 내 산란이 발생하게 되는 경우 여름벌의 생리적 상태로 전환하여 내역봉과 외역봉 등으로 다시 구분된다 (Doke et al., 2015). 겨울벌을 월동시키지 않고 딸기 온실과 같은 따뜻한 환경에 배치하는 경우, 여왕벌은 산란을 개시하고 외역 활동이 이루어져 작물에 화분매개를 하게 된다. 뿐만 아니라 겨울 이상 고온으로 인해 외부 온도가 3일 이상 12℃가 넘게 지속되는 경우 월동 봉구 내 산란이 일어날 수 있다 (Winston, 1987; Lee et al., 2022). 겨울벌의 생리적 변화와 노동의 증가는 월동 봉군 생존에 부정적이기 때문에 봉군 내부의 생리적 변화를 추적할 필요가 있다.

      따라서, 본 연구에서는 겨울철 노지에서 월동 중인 꿀벌과 딸기 온실에서 화분매개 활동 중인 꿀벌의 생리적 특성 (지방체, 비텔로제닌)을 비교하였다. 선행연구들을 기반으로 월동 중인 꿀벌의 지방체와 비텔로제닌 발현량이 모두 높을 것으로 가정하였다.

    

    

  
    
      재료 및 방법
      
        1. 양봉꿀벌
        실험에 사용된 양봉꿀벌 (Apis mellifera)은 2024년 12월 15일 경북 안동시 송천동 안동대학교 부속 실험 양봉장에서 월동 봉구를 형성 중인 봉군과 경북 의성군 안계면 딸기 온실에서 화분매개 활동 중인 봉군을 대상으로 하였다. 각 봉군의 세력은 4매로 유사하였으나, 월동 중인 봉군은 봉구를 형성하고 산란이 없었고, 화분매개에 사용 중인 꿀벌 봉군은 화분떡을 제공하여 산란권을 형성한 상태였다. 월동 중인 꿀벌과 화분매개 활동 중인 꿀벌은 각각 3개 봉군에서 각각 30마리씩, 연령 구분 없이 성충을 채집하였다.

      

      
        2. 복부 내 지방체 비율
        꿀벌 지방체는 에테르 추출법 (Wilson-Rich et al., 2008)을 통해 정량화하였다. 각 봉군당 10마리의 꿀벌 복부를 상온에서 3일간 건조 후 정밀 저울 (AX324, Ohaus, New Jersey, United States; 0.1 mg 단위)로 무게를 측정하였다. 이후, 지방체를 녹이기 위해 에틸 에테르가 담긴 튜브에 꿀벌 복부를 24시간 침지하였다. 그리고 꿀벌 복부를 상온에서 다시 3일간 건조한 뒤 정밀 저울로 무게를 측정하였다. 복부 내 지방체 비율은 ((지방체 용해 전 무게-지방체 용해 후 무게))/(3일 건조 복부 무게)*100을 통해 추정하였다.

      

      
        3. 비텔로제닌 발현량 분석
        동일한 시기에 채집된 월동 중인 꿀벌과 화분매개 중인 꿀벌의 복부에서 RNA를 추출하여 비텔로제닌 발현 수준을 비교하였다. RNA 추출은 트리졸 (TRIzol) 시약 (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)을 사용하였으며 제조업체의 지침에 따라 수행하였다. 꿀벌 복부를 트리졸 1 mL에 넣고 균질화하고 실온에서 5분간 보관하여 핵단백질 복합체를 분리하였다. 클로로포름 (Chloroform) 200 μL를 혼합해준 뒤 4℃에서 15분간 13,000 g으로 원심분리를 하였다. 상층액을 새로운 RNase-free 튜브로 옮기고 이소프로판올 (Isopropanol, Merck, Darmstadt, Germany) 200 μL를 추가하고 10분간 RNA를 침전시켰다. 이후, 4℃에서 10분간 13,000 g으로 원심분리하여 생성된 RNA 팰릿을 75% 에탄올 (Ethanol, Merck, Darmstadt, Germany) 1 mL로 세척하고 4℃에서 5분간 7,500 g으로 원심분리하였다. 세척된 RNA 팰릿을 5분 동안 실온에서 공기 건조하고 RNase-free water 50 μL를 추가하였다. RNA 농도와 순도는 NanoDrop 분광기 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA)를 사용하여 평가하였다. cDNA는 각 샘플당 RNA 100 ng을 RT-premix (Intron Biotechnology, Seoul, Korea)로 합성하였다. qPCR은 SYBR Green Real-Time PCR master mix (Toyobo, Osaka, Japan)를 StepOnePlus Real-Time PCR System (Applied Biosystems, Singapore)으로 수행하였다. 각 샘플은 10 pmol의 비텔로제닌 특이적 프라이머 (Vg-Forward: GCAGAATACATGGACGGTGT, Vg-Reverse: GAACAGTCTTCGGAAGCTTG)와 100 ng의 cDNA 템플릿을 추가하여 총 20 μL로 구성하였다. PCR 과정은 enzyme activation: 94℃, 5분; denaturation: 94℃, 20초; annealing: 52℃, 20초; extension: 72℃, 20초로 구성하여 35회 반복하였다. 유전자 발현량을 비교하기 위해 Am-actin을 기준으로 하여 비텔로제닌 유전자를 정규화하였다 (Livak and Schmittgen, 2001).

      

      
        4. 자료의 통계 분석
        월동 중인 봉군들과 화분매개 중인 봉군들 각 그룹 간의 복부 내 지방체 비율과 비텔로제닌 발현량은 정규성과 등분산성을 충족하지 않아 Wilcoxon rank sum test를 통해 비교하였다. 각 처리 내 봉군 간에 나타나는 복부 내 지방체 비율 및 비텔로제닌 발현량의 차이는 정규성 검정 후 (Shapiro-Wilk test) 일원분산분석 (one-way ANOVA)을 통해 95% 유의 수준에서 분석하였다. 사후검정은 Duncan’s multiple range test를 통해 봉군 간 비교하였다. 모든 통계분석은 R studio 소프트웨어 (Version 4. 3. 2)를 사용 하였다.

      

    

    

  
    
      결 과
      
        1. 복부 내 지방체 비율 비교
        월동 봉군에서 채집한 꿀벌의 복부 내 지방체 비율은 65±15.0%, 화분매개 봉군에서 채집한 꿀벌의 복부 내 지방체 비율은 55±13.6%로 그룹 간의 차이가 있는 것으로 나타났다 (Wilcoxon rank sum test, w=242, p<0.05).

        각 봉군의 꿀벌 복부 내 지방체 비율은 W1번 봉군이 77±7.2%로 가장 높은 것으로 나타났으며, W3번 봉군 (63±15.9%), P1번 봉군 (57±4.8%) 순으로 봉군 간의 차이가 있는 것으로 나타났다 (one-way ANOVA, F=4.313, p<0.05).

      

      
        2. 비텔로제닌 발현량 비교
        월동 중인 꿀벌 봉군과 화분매개 중인 꿀벌 봉군에서 꿀벌을 채집하여 꿀벌의 건강과 수명의 지표인 비텔로제닌 발현량을 비교하였다. 월동 중인 꿀벌 그룹의 비텔로제닌 발현량은 화분매개 중인 꿀벌 그룹보다 통계적으로 유의미하게 높은 것으로 나타났다 (Wilcoxon rank sum test, w=1, p<0.05).

        각 봉군들 간의 비텔로제닌 발현량은 월동 중인 봉군인 W1이 가장 높은 것으로 나타났고, W2와 W3 순으로 나타나 월동 중인 봉군들이 화분매개 중인 봉군들보다 통계적으로 유의미하게 높은 것으로 나타났다 (One-way ANOVA, F=18.36, p<0.05). 화분매개 중인 봉군들 (P1, P2, P3)은 유의미한 차이 없이 모두 낮은 발현 수준을 보였다.

        
          
          

          Fig. 1. 
				
          

          
            Comparison of abdomen fat body ratio (%, mean±SE)) of overwintering and pollinating honey bees in winter. Fat body ratio was measured from 3 colonies each (n = 3) with 10 individual bees dissected per colony. * indicates a significant difference between groups by Wilcoxon rank sum test with p = 0.05.
          
          

          

        

        
          
          

          Fig. 2. 
				
          

          
            Abdomen fat body ratio (%, mean±SE) of overwintering (W1, W2, W3) and pollinating (P1, P2, P3) honey bees in winter. From each colony, 10 individual bees dissected. Different letters above the bars indicate statistically significant differences (p<0.05) based on Duncan’s multiple range test.
          
          

          

        

        
          
          

          Fig. 3. 
				
          

          
            Relative vitellogenin (Vg) mRNA expression level (mean±SE) of overwintering and pollinating honey bees in winter. Fat body ratio was measured from 3 colonies each (n = 3) with 10 individual bees dissected per colony. * indicates a significant difference between groups by Wilcoxon rank sum test with p = 0.05.
          
          

          

        

        
          
          

          Fig. 4. 
				
          

          
            Relative vitellogenin (Vg) mRNA expression (mean±SE) of overwintering (W1, W2, W3) and pollinating (P1, P2, P3) honey bees in winter. From each colony, 10 individual bees dissected. Different letters above the bars indicate statistically significant differences (p<0.05) based on Duncan’s multiple range test.
          
          

          

        

      

    

    

  
    
      고 찰
      본 연구에서는 봉구를 형성하고 산란이 없이 월동 중인 봉군 내 꿀벌과 화분떡을 제공하여 산란권을 형성한 화분매개 중인 꿀벌의 생리적 지표 (지방체, 비텔로제닌)를 비교하였다. 복부 내 지방체 비율은 월동 중인 꿀벌에서 화분매개 중인 꿀벌보다 더 높게 나타났다. 비텔로제닌 발현량 역시 월동 중인 꿀벌에서 높게 나타났으며, 화분매개 집단과는 뚜렷한 차이를 보였다.

      본 연구에서 추정한 각 봉군의 꿀벌 복부 내 지방체 비율은 53~77%로 상이하게 나타났다. 지방체의 비율 및 함량은 분석 시료의 연령, 봉군의 응애 감염 정도, 분석 시료의 채집 시기 및 먹이의 품질 등 다양한 요인에 의해 다르게 나타날 수 있다 (Wilson-Rich et al., 2008; Ramsey et al., 2019; Ricigliano and Simone-Finstrom, 2020; Jang et al., 2022; Knoll et al., 2024). 2022년 2월부터 2023년 1월까지 내역봉과 외역봉의 복부 내 지방체 비율 및 함량을 조사한 결과, 내역봉은 42±13% (13.2±6.7 mg), 외역봉은 29±20% (7.7±7.6 mg)으로 외역봉보다 내역봉에서 더 높게 나타났으며 11월에 가장 높은 것으로 나타났다 (Wilson-Rich et al., 2008; Knoll et al., 2024). 본 연구에서 수행된 채집 방법은 연령에 구분을 하지 않고 무작위 표본 추출법을 수행하였으므로 차이가 발생할 수 있다. 꿀벌응애 (Varroa destructor)는 꿀벌의 유충 및 성충을 직접 가해하고 혈림프가 아닌 지방체를 흡즙하기 때문에 꿀벌의 지방체가 적어져 면역, 해독 및 월동 생존에 부정적인 영향을 미칠 수 있다고 보고되었다 (Ramsey et al., 2019). 화분의 품질에 따라 12일령 꿀벌의 복부 내 지방체 비율이 다르게 나타나는 것으로 나타났다 (Jang et al., 2022). 따라서, 지방체는 다양한 요인에 의해 영향을 받을 수 있으며, 봉군 간 지방체를 비교하기 위해서는 다양한 요인에 대한 충분한 통제가 필요하다.

      비텔로제닌 발현량은 월동 중인 꿀벌이 온실에서 화분매개 중인 꿀벌보다 더 높게 나타났다. 이는 여름벌보다 겨울벌의 비텔로제닌 발현량이 높다고 보고된 선행연구와 일치하는 결과이다 (Doke et al., 2015). 화분매개 꿀벌은 월동벌과 비슷한 시기에 생산되었더라도, 온실 조건에서 육아와 외역활동 등 여름벌로의 생리 전환이 이루어졌고, 그로 인해 비텔로제닌 발현량이 상대적으로 낮은 것으로 사료된다 (Jung and Bae, 2022). 월동 중인 모든 봉군들이 화분매개 중인 봉군보다 통계적으로 유의미하게 높은 것으로 나타났지만, 월동 중인 봉군들 간에 차이가 있는 것으로 나타났다. 꿀벌응애 감염이 높은 꿀벌의 난황단백질과 혈림프 단백질 양은 감염이 낮은 꿀벌보다 낮은 것으로 보고되어 있다 (Amdam et al., 2004). 화분의 품질에 따라 5일령된 꿀벌의 비텔로제닌의 발현량이 상이한 것으로 나타났다 (Jang et al., 2022). 네오니코티노이드 계열의 클로티아니딘 3 ng에 노출된 꿀벌의 비텔로제닌 발현량은 3배 증가하는 것으로 나타났다 (Christen et al., 2019). 비텔로제닌 또한 지방체와 마찬가지로 다양한 요인에 의해 발현 수준이 달라질 수 있으므로 실험에 주의가 필요하다.

      두 결과를 종합해 보면, 꿀벌 복부 내 지방체 비율보다는 비텔로제닌 발현량이 월동벌과 육아와 먹이활동을 하는 벌의 생리적 상태를 파악하는 데 더 적합한 것으로 사료된다. 즉, 겨울철 월동 중인 꿀벌집단이라 하더라도 비텔로제닌 발현량을 통해 벌통 내부의 육아 등의 활동에 대한 생리적 변화의 추적뿐 아니라 겨울철 봉군 관리 전략을 마련하는 수단으로 사용될 수 있겠다. 추가적으로 어떤 꿀벌을 채집하여 표본집단으로 하였을 경우 이러한 생리지표와 생태적 반응의 관계를 적절하게 파악할 수 있은지 등에 관한 연구개발이 이루어진다면 겨울벌 관리 및 월동 폐사나 소멸 등의 위함을 관리하는 데 도움이 될 것이다.

    

    

  
    
      적 요
      꿀벌은 생리적·생태적 특성에 따라 수명이 짧은 여름벌과 수명이 5개월 이상인 겨울벌로 구분된다. 본 연구는 2024년 12월 야외에서 월동 중인 꿀벌과 딸기 온실 내에서 화분매개 활동을 하는 꿀벌의 복부 내 지방체 비율 및 비텔로제닌 발현 수준을 비교하였다. 각 환경에서 3개 봉군의 일벌을 무작위로 채집하여, 복부 내 지방체 비율은 Ethyl ether 추출법을 이용해 정량화하였고, 비텔로제닌 발현 수준은 qPCR을 통해 분석하였다. 복부 내 지방체 비율은 월동 중인 봉군과 화분매개 중인 봉군 간 유의미한 차이를 보였으나, 각 봉군 간 비교에서는 뚜렷한 경향을 확인할 수 없었다. 하지만, 비텔로제닌 발현 수준은 그룹 간 및 봉군 간 비교 모두 월동 중인 꿀벌이 화분매개 중인 꿀벌보다 유의미하게 높은 수준으로 나타났다. 이러한 결과를 바탕으로, 비텔로제닌 발현 수준은 꿀벌의 월동 상태를 판단하는 데 복부 내 지방체 비율보다 더 적절한 생리학적 지표로 판단된다. 본 연구는 겨울철 꿀벌의 월동 상태에서 채집 및 활동 상태로의 생리적 전환에 대한 통찰력을 제공한다
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