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            초록
          
        

        
          The ectoparasitic mite Varroa destructor, which parasitizes honeybee fat body and transmits lethal viruses, is a major cause of overwinter colony losses. In addition to chemical treatment and management practices, the development of Varroa-resistant honeybee strains provides a sustainable strategy for effective control. To provide a foundation for resistance breeding, we investigated the expression of candidate resistance-related genes in honeybee strains, based on previous studies, The genes TANC2 and baz showed no significant expression differences between Varroa-free and infected pre-pupae but were upregulated in infected pupae. Comparative analysis across five honeybee strains (A, C, D, F, V) revealed that strains D and V exhibited significantly higher expression of Alh and hormone receptor 78, both associated with Varroa-resistance. Furthermore, analysis of nine Varroa-sensitive hygiene (VSH) genes and two olfactory genes in brain tissue revealed strain-specific variation, although consistent expression patterns were not evident across all genes. These findings demonstrate differential expression of Varroa-resistance related genes among honeybee strains and provide baseline information that may support the development of Varroa-resistant honeybee strains.
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      서 론
      양봉꿀벌 (Apis mellifera)은 작물 화분매개를 통해 식량 생산에 기여하며 벌꿀, 로열젤리, 프로폴리스 등의 양봉산물을 생산하는 생태·경제적으로 매우 중요한 곤충이다 (Jung, 2008; Ruttner, 2013; Yoon et al., 2021; Minaud et al., 2024). 최근 전 세계적으로 일어나는 월동폐사로 인한 꿀벌 집단소실은 식량안보와 양봉산업 전반에 위협을 가하고 있다 (Kim and Lee, 2022; Minaud et al., 2024). 월동폐사는 한 가지 요인이 아닌 여러 가지 요인들이 복합적으로 작용하여 일어난다 (Highfield et al., 2009; Desai and Currie, 2016; Requier et al., 2019; Insolia et al., 2022). 주요 요인으로 꿀벌 기생성 응애류가 있다 (Cox-Foster et al., 2007; Guzmán-Novoa et al., 2010; Kim, 2022). 꿀벌 기생성 응애류는 내부기생성인 기문응애 (Acarapis woodi), 외부기생성인 꿀벌응애 (Varroa destructor)와 중국가시응애 (Tropilaelaps mercedesae)로 구분할 수 있다. 우리나라는 꿀벌응애 (V. destructor)와 중국가시응애 (T. mercedesae)의 피해가 심각하며 기문응애 (A. woodi)는 현재 우리나라에서 존재가 확인되지 않았다 (Choi et al., 2014; Kim et al., 2019). 꿀벌응애는 기존에 동양종 꿀벌 (A. cerana)을 기주로 삼았으나, 양봉꿀벌이 도입되고 두 종의 서식처 간 경계가 붕괴되면서 양봉꿀벌로 기주 전환된 후 전 세계로 확산되었다 (Rinderer et al., 2001; Traynor et al., 2020; van Alphen and Fernhout, 2020; Grindrod and Martin, 2023). 이들이 꿀벌에 감염되면 산물 생산성 저해 및 질병 매개, 면역력 저하 등의 문제를 야기한다 (Shimanuki et al., 1994; Chen et al., 2006; Choi et al., 2014; Roth et al., 2020). 중국가시응애 (T. mercedesae)는 Delfinado와 Baker에 의해 1961년에 최초로 보고되었으며 꿀벌응애 (V. destructor)보다도 봉군에 많은 피해를 입힐 수 있다 (Burgett and Akratanakul, 1983; Choi et al., 2014; Kang et al., 2024; Oh et al., 2024). 중국가시응애와 꿀벌응애는 꿀벌에 치명적인 날개불구바이러스 (deformed wing virus; DWV), 급성꿀벌마비바이러스 (acute bee paralysis virus) 및 이스라엘급성마비바이러스 (israeli acute paralysis virus) 등을 매개한다 (Govan et al., 2000; Gisder et al., 2009; Chen et al., 2014). 꿀벌응애는 꿀벌의 면역 경로를 억제함으로써 바이러스들의 증식에 간접적으로 기여해 꿀벌 집단폐사에 영향을 미친다 (Bailey et al., 1963; Lanzi et al., 2006; Berthoud, 2010; Weaver et al., 2021). 이에 우리나라에서 발생하는 월동폐사의 주 원인으로 꿀벌응애가 지목되었다 (Kim, 2022; Truong et al., 2022). 꿀벌응애로 인한 월동폐사 대응책으로 선제적 방제가 강조되고 있으나, 최근 국내 연구 결과 플루발리네이트 (fluvalinate)와 아미트라즈 (amitraz) 등과 같은 화학적 방제제에 저항성을 가지는 꿀벌응애 발생이 보고되었다 (Kim and Lee, 2022; Lee et al., 2023, 2025). 

      꿀벌응애류 방제에서 화학적 약제의 효과가 점차 제한됨에 따라 꿀벌응애 저항성 품종 개발 시도가 이루어지고 있다. 꿀벌의 응애 저항성은 성충 일벌의 Varroa-sensitive hygiene (VSH)에 의한 행동 저항성과 번데기에서 유전자 발현 조절을 통해 감염에 대응하는 생리적 저항성으로 구분된다 (Navajas et al., 2008; Le Conte et al., 2011; Conlon et al., 2019). 저항성 품종 육성을 위해서는 위 두 가지 특성 모두를 확보하는 것이 중요하다. Büchler et al. (2020)은 위생행동 및 몸단정행동 등을 종합하여 꿀벌응애 저항성 형질을 평가하였다. 이를 활용해 선발육종으로 개발된 미국의 Pol-line 품종은 DWV의 감염 전파율까지 낮추는 효과가 보고되었으나 (Danka et al., 2016; O’Shea-Wheller et al., 2022), 본 품종은 잡종강세 육종 기술을 적용하여 F1 세대에서 강한 저항성을 보이더라도 세대를 거듭할수록 그 특성이 약화되는 단점을 가진다. 유전자 수준에서 꿀벌응애 저항성 기작을 이해하기 위한 다양한 연구가 수행되었다. 위생행동 빈도에 차이를 보이는 꿀벌계통의 전사체 분석을 통해 면역 (defensin, hymenoptaecin), 후각 및 신경기능 (odorant receptors, neuroligin, GABA receptor), 행동 조절 (myosin 20, ataxin-2) 관련 유전자들의 차등 발현이 꿀벌응애 저항성과 연관될 수 있음을 보였다 (Navajas et al., 2008; Le Conte et al., 2011; Boutin et al., 2015). 응애 감염 시 꿀벌의 자가 몸단정행동 강도에 따라 차등 발현되는 neurexin-1 (AmNrx1), poly-U binding factor 68, cytochrome P450 등의 유전자 중 AmNrx1은 몸단정행동과 가장 강하게 연관된 지표 유전자로 보고되었다 (Hamiduzzaman et al., 2017). 꿀벌의 위생행동은 과거 번데기 덮개 제거 (uncapping)와 감염되거나 죽은 유충 또는 번데기를 제거 (removal)하는 두 개의 단일 유전자에 의해 조절된다고 알려졌다 (Rothenbuhler, 1964). 추후 연구에서는 uncapping과 removal은 서로 다른 양적형질 유전좌위 (quantitative trait loci; QTL)에 의해 분리 조절되는 양적형질임이 확인되었다 (Lapidge et al., 2002). Oxley et al. (2010)은 hygiene (Hyg1, Hyg2, Hyg3), uncapping (Uncap1, Uncap2), 그리고 removal 1 (Rem1)의 6개 QTL 영역이 위생행동 개시를 위한 반응 임계값 (task threshold)에 영향을 준다고 보고하였다. 현재 꿀벌응애 저항성 기작을 규명하기 위해 수행되고 있는 다양한 연구는 마커 보조 선발을 통한 꿀벌응애 저항성 품종 육성에 핵심적인 기반이 된다. 국내에서도 꿀벌응애로 인한 월동피해 사례가 다수 보고되고 있는 만큼 우리나라에서도 꿀벌응애 저항성 품종 육성을 통해 근본적인 해결 방안을 마련해야 한다.

      본 연구에서는 국내 양봉꿀벌을 대상으로 유전자 분석을 수행하여 향후 꿀벌응애 저항성 품종 육성을 위한 기반을 마련하고자 하였다. 국외 연구 결과를 참조하여 15개 후보 유전자를 선발하였다. 꿀벌응애 감염 유무에 따른 유전자 발현 차이는 비계통 양봉꿀벌의 전용유충과 번데기에서 조사하였다. VSH를 포함한 꿀벌응애 저항성 연관 유전자는 5계통의 양봉꿀벌 (A, C, D, F, V) 일벌 번데기와 뇌에서 그 발현을 비교 분석하였다.

    

    

  
    
      재료 및 방법
      
        1. 공시충 및 시료 채취
        실험에 사용한 양봉꿀벌 (A. mellifera)은 꿀벌위도격리육종장 (전라북도 부안군 위도면, GPS: 35.591300, 126.279048)에서 관리중인 꿀벌을 사용하였다. 꿀벌응애 감염 유무에 따른 유전자 발현 조사는 비계통 양봉꿀벌을 사용해 수행되었다. 실험에는 3개 봉군을 사용하였다. 꿀벌 시료는 각 봉군으로부터 3마리씩 채집하였으며 이를 3회 반복하였다. 시료는 수벌과 일벌로 나누어 채집하였다. 번데기 덮개를 제거하여 벌집으로부터 전용유충과 번데기를 적출한 뒤 육안으로 확인하여 응애 감염/미감염을 분류하였다. 수벌은 봉개 후 24시간이 경과한 전용유충과, 용화 후 약 3일이 경과해 눈이 분홍색이 되는 시점의 번데기를 채집하였다. 일벌은 수벌과 같은 조건으로 번데기만을 채집하였다. 채집된 전용유충과 번데기는 충체 전부를 RNA 분리에 사용하였다.

        꿀벌응애 저항성 연관 유전자 분석을 위해 사용된 꿀벌 유전자원은 표로 나타내었다 (Table 1). 실험 계통은 A, F계통 2봉군, C, D 3봉군, V 1봉군을 사용하였다. 꿀벌 시료는 빈 벌집에 마킹 후 해당 벌집에 여왕벌이 새로 산란한 알로부터 부화한 개체만을 채집하였다. 일벌 번데기는 앞서 언급한 내용대로 채집하였다. 일벌 성충은 각 봉군으로부터 우화 후 7일 이상 경과한 내역봉 10마리씩 3회 반복실험이 가능하도록 채집하였다. 성충은 머리를 해부한 뒤 뇌조직만을 채취하였다. 모든 해부 과정은 얼음 위에서 수행하였다. 해부된 꿀벌의 뇌는 Leica microscope MSV266 (Leica, Wetzlar, Germany)로 확인하였으며 Tucsen Mosaic 2.2.1 Software (Tucsen, Fuzhou, Fujian Province, China)를 사용해 촬영하였다. 채취된 시료는 즉시 RNA 분리를 위해 사용되었다.

        
          Table 1. 
				
          

          
            Strains of honeybees (Apis mellifera) used in this study
          
          

        

        
          
            
              	Code
              	Strain
              	Species
              	Origin
            

          
          
            	KE301001
            	A
            	
              A.m. ligustica
            
            	Australia
          

          
            	KE301002
            	C
            	
              A.m. ligustica
            
            	China
          

          
            	KE301003
            	D
            	
              A.m. carpathica
            
            	China
          

          
            	KE301004
            	F
            	
              A.m. ligustica
            
            	America
          

          
            	KE301005
            	V
            	
              A.m. carnica
            
            	Europe
          

        

        

      

      
        2. RNA 분리 및 cDNA 합성
        채취한 시료로부터 TRIzol® Reagent (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) 시약을 사용하여 제조업체의 지침에 따라 총 RNA를 분리하였다. 분리된 RNA의 농도 및 순도는 VivaSpec Spectrophotometer (Sartorius, Göttingen, Germany)를 사용해 측정하였다. 이후 cDNA 합성을 위해 RNA to cDNA EcoDryTM Premix (Oligo dT) (TaKaRa Bio, Shiga, Japan)와 함께 1 μg의 RNA를 사용하였다. PCR 조건은 42°C; 1시간, 70°C; 10분으로 수행하였다.

      

      
        3. 실시간 중합효소 연쇄반응 (quantitative polymerase chain reaction; qPCR)
        선발한 유전자에 대한 mRNA 발현 수준을 조사하기 위해 qPCR을 수행하였다. qPCR은 QuantStudioTM 5 Real-Time PCR System (Thermo Fisher Scientific, Madison, WI, USA)를 사용해 수행되었다. qPCR 반응은 TOPrealTM SYBR Green qPCR PreMIX (Enzynomics Inc, Daejeon, Republic of Korea)와 함께 80 ng의 cDNA와 5 pmol의 프라이머를 사용하여 최종적으로 20 μL 용량으로 진행하였다. 참조 유전자로는 actin을 사용하였다. 실험에 사용된 프라이머는 Table 2에 나타내었다. qPCR은 50°C; 2분, 95°C; 10분의 hold stage, 95°C; 15초, 60°C; 1분의 PCR stage를 40회 반복 후 마지막으로 95°C; 15초, 60°C; 1분, 95°C; 1분의 melt curve stage로 수행하였다.

        
          Table 2. 
				
          

          
            Characteristics and sequences of the primers used in the qPCR analysis
          
          

        

        
          
            
              	Characteristics
              	Gene name
(GenBank Acc. no.)
              	Primer sequence
(5ʹ → 3ʹ)
              	Tm
(℃)
              	GC
(%)
              	Amplicon size
(bp)
              	Reference of source
            

          
          
            	Responding to Varroa infection
            	TANC2
(XR_001705692)
            	F; TCACACCGATATTCTCATCAAAGG
R; CTTGTCATTCTTGTTCTCCGATTG
            	65.8
65.6
            	41.7
41.7
            	112
            	
              
                Navajas et al., 2008
              
            
          

          
            	Varroa-resistance
            	baz
(XM_016915810)
            	F; ATTGGATGTATTCGATGTCAA
R; GCAGTATAATTACTAATTA
            	59.3
40.8
            	33.3
21.1
            	112
          

          
            	Varroa-sensitive hygiene (VSH)
            	Olfaction
            	Alh
(XM_016913413)
            	F; ACTTGTGGTAATGCTGGCTGAC
R; AACGAACGAAGGAAAGGAATAACG
            	65.2
66.8
            	50.0
41.7
            	129
          

          
            	Hormone receptor 78
(XM_392769)
            	F; TGACGAAGTTTAGTTGCTGCTATG
R; TGTTGTTCCCTATGATCTCTGTCC
            	64.2
65.1
            	41.7
45.8
            	107
          

          
            	Upregulation in hygienic bees
            	Odorant binding protein ASP1
(NM_001011590)
            	F; TCATCTATTCTCTCGCCCTC
R; CGGTTCGTTTACCAGGTTC
            	60.9
62.0
            	50.0
52.6
            	138
            	
              
                Oxley et al., 2010
              
            
          

          
            	Octopamine receptor
(NM_001011565)
            	F; CAGCCAATTGTGTCCAACC
R; TCTTCCCCATCTTCATCACC
            	64.1
63.9
            	52.6
50.0
            	133
            	This study
          

          
            	Myosin 20
(XM_026443129)
            	F; GAAGGTTCAGCACAAGCAG
R; GAAATCGGAAGCGTCGTAG
            	61.3
62.3
            	52.6
52.6
            	112
            	
              
                Boutin et al., 2015
              
            
          

          
            	Syntrophin-like 1
(XM_006564488)
            	F; TCCCCGACTCCTCTTTGGAG
R; CCAGCTCAATCTCGCCATCC
            	67.7
69.2
            	60.0
60.0
            	111
          

          
            	Cuticular protein 5
(NM_001270821)
            	F; TCAGAAAGACCCTAGCATCAC
R; AGACCAACACCGAGACCTAC
            	60.9
60.6
            	47.6
55.0
            	270
          

          
            	cAMP-dependent protein kinase 1 (Pka-C1)
(XM_393285)
            	F; TCTCATTTCGGATCCGAT
R; GGCTATCCAATCGGTACTG
            	60.6
59.6
            	44.4
52.6
            	138
          

          
            	Upregulation in non-hygienic bees
            	Odorant binding protein 4
(NM_001011589)
            	F; AGTCTGGAACTCGAGAAC
R; CAAAGCGCAATCGATATAT
            	53.9
57.8
            	50.0
36.8
            	131
          

          
            	Arrestin 2
(XM_623181)
            	F; CTTGTAAGAGGACGTAAATTGCCTA
R; TGAGCATTAACCATTGTCACC
            	63.2
62.4
            	40.0
42.9
            	218
            	
              
                Le Conte et al., 2011
              
            
          

          
            	Long-wavelength sensitive opsin 1
(NM_001011639)
            	F; GTTCTCTCTCGGATGGACTA
R; GGGACGAAGTAAACCCAAAT
            	58.4
61.5
            	50.0
45.0
            	153
          

          
            	Antennal dehydrogenase
(XM_624031)
            	F; CAATTTAGAAGATTGGCGCTC
R; TCCAGGTATGAAAGGCACTC
            	62.5
61.7
            	42.9
50.0
            	161
          

          
            	Down syndrome Cell adhesion molecule
(NM_001040235)
            	F; AGGAAGGCGAACTATCAAAAC
R; CTACAATCACAACAGCAACAAC
            	61.0
59.8
            	42.9
40.9
            	120
          

          
            	Reference gene
            	Actin
(NM_001185146)
            	F; CGAAAGATTCCGTTGTCCCG
R; CCAGAAAGGACAGTGTTGGC
            	68.6
64.7
            	55.0
55.0
            	147
            	This study
          

        

        

      

      
        4. 통계분석
        통계분석은 R studio를 사용하여 수행하였다. 정규분포를 따르고 등분산성을 만족하는 두 개의 그룹을 비교하기 위해 t-test를 수행하였다. 3개 이상의 그룹을 비교할 때 정규분포를 따르고 등분산성을 만족할 경우 One-Way ANOVA test를 수행하였으며 이후 Tukey’s HSD로 유의성을 검정하였다. 만족하지 않는 경우 Kruskal-Wallis test를 수행하였으며 이후 Dunn’s test를 통해 유의성을 검정하였다.

      

    

    

  
    
      결과 및 고찰
      
        1. 꿀벌응애 (Varroa destructor) 감염에 반응하는 유전자 발현 분석
        TANC2와 baz 유전자는 꿀벌응애 감염 번데기에서 발현이 증가하는 것으로 알려졌다 (Navajas et al., 2008). 수벌 전용유충과 번데기에서 감염 유무에 따른 두 유전자의 발현을 비교한 결과 전용유충에서는 응애 감염 시 발현 수준이 증가하는 경향을 보였으나 통계적으로 유의한 차이는 나타나지 않았다 (Fig. 1a). 번데기에서 응애 감염 시 두 유전자의 발현이 크게 증가하였다 (Fig. 1b). 일벌의 경우 응애 감염 번데기에서 TANC2의 발현 증가를 확인하였으나 baz는 유의미한 발현 차이를 보이지 않았다 (Fig. 1c). Boot et al. (1992)의 연구에 따르면 수벌의 경우 번데기 덮개가 덮이기 40~50시간 전, 일벌의 경우 15~20시간 전으로 꿀벌응애의 침입 시점이 다르다는 것이 밝혀졌다. 이는 수벌이 일벌보다 더 오랜 기간 꿀벌응애의 가해를 받는다는 점을 보여준다. 감염된 일벌 번데기가 보인 상대적으로 약한 발현양상은 응애 침입 및 가해 시점이 늦어 제한적인 발현 반응을 보인 것으로 판단된다. TANC2는 초파리 (Drosophila melanogaster)에서 발견된 CG9520과 상동 유전자로 보고되었다 (Navajas et al., 2008). CG9520은 초파리에서 GalNAcα-Ser/Thr (Tn 항원)으로부터 T 항원의 합성에 관여하는 것으로 알려져 있으며 신경계 형성과 혈액세포의 조절 및 배아 발달에 관여한다 (Yoshida et al., 2008). 해당 유전자의 돌연변이는 배아 치사와 혈구세포의 감소 및 신경계 형태이상을 유발한다 (Yoshida et al., 2008; Zhang and Ten Hagen, 2019). baz 또한 초파리의 날개와 눈 조직 발생 과정에서 notch 신호 전달 및 그에 따른 전사 활성화에 필수적이라는 것이 밝혀졌다 (Wu et al., 2024). 꿀벌응애 감염은 꿀벌의 면역능력을 감소시킬 뿐 아니라 DWV의 병원성 증가를 야기한다 (Martin et al., 2012; Ryabov et al., 2014; Weaver et al., 2021). DWV는 유충 또는 번데기 시기 날개원기 형성에 관여하는 유전자군의 발현에 변화를 일으키면서 기형을 유도한다 (Gisder et al., 2009; Ryabov et al., 2014). 초파리에서 알려진 기능과 꿀벌응애 감염 시 보인 발현 양상을 고려했을 때 DWV에 의한 배아발달 저해를 완화하기 위한 꿀벌의 방어 기작으로 발현된 것으로 판단된다.

        
          
          

          Fig. 1. 
				
          

          
            Relative mRNA expression levels of genes responding to Varroa-infection. (a) Drone pre-pupa, (b) Drone pupa, (c) Worker pupa. Statistical significance was determined in a t-test. (P<0.05). NS; non-significant, *P<0.05, **P<0.01.
          
          

          

        

      

      
        2. 꿀벌응애 (Varroa destructor) 저항성 연관 유전자 분석
        Navajas et al. (2008)은 꿀벌응애 저항성 품종에서 Alh와 Hormone receptor 78 (Hr78)의 발현이 상향조절된다고 밝혔으며, 각 계통별 꿀벌응애 저항성 기준 유전자로 판단되어 일벌 번데기에서 해당 유전자들의 발현 양상을 조사하였다. 두 유전자 모두 유사한 발현 양상을 보이는 것을 확인하였다 (Fig. 2). Alh는 D, V계통이 다른 세 계통과 비교했을 때 유의미하게 높은 수준으로 발현되는 것이 확인되었다 (Fig. 2a). Hr78 역시 D, V계통의 발현이 높았으나 A계통과는 유의성이 확인되지 않았다 (Fig. 2b). 선행연구의 gene ontology (GO)에 따르면 Alh와 Hr78은 DNA 결합 기능을 가지는 것으로 보고되었다 (Navajas et al., 2008). 초파리에서 Alh는 polycomb group-responsive element (PRE)에 결합해 유전자 발현을 조절하는 크로마틴 조절자로 기능하며, PRE는 초파리에서 면역 및 발달 유전자 조절에도 관여한다 (Perrin and Dura, 2004; Kassis and Brown, 2014). Hr78은 초파리에서 ecdysone 신호와 상호작용함으로써 다양한 조직의 유전자 발현을 조절한다. Ecdysone은 곤충의 탈피호르몬으로 기능할 뿐 아니라 선천면역 과정 및 신경세포의 증식과 분화를 조절하는 notch 신호경로를 구성하는 유전자의 발현에 관여한다 (Regan et al., 2013; Tan et al., 2014; Xiong et al., 2016; Marxreiter and Thummel, 2018). Weaver et al. (2021)은 응애 저항성 꿀벌과 감수성 꿀벌 간의 유전자 발현 차이를 보고하였다. 저항성 꿀벌의 경우 감염 스트레스에 노출된 후 항바이러스 반응과 산화 스트레스 및 해독, 신경 및 행동 관련 유전자의 발현이 급격히 유도되었다. Conlon et al. (2019)은 꿀벌 번데기에서 특정 유전자의 발현이 꿀벌응애의 생식을 방해하여 저항성 획득에 관여한다는 것을 보였다. 꿀벌응애는 ecdysteroid를 자체적으로 합성하지 못해 숙주인 꿀벌로부터 의존적으로 획득하여 vitellogenesis를 개시한다. 이때 ecdysone 연관 유전자의 발현 조절은 기생-숙주 간 생리 시계 불일치를 일으켜 꿀벌응애의 생식 실패를 유도한다 (Tewarson, 1982; Cabrera et al., 2015; Conlon et al., 2018; Conlon et al., 2019). 따라서 본 연구에서 보인 해당 유전자들의 발현 증가는 이들이 전사조절 인자로 기능하면서 감염이나 스트레스 상황에서 면역 및 조직 항상성과 관련된 유전자들의 발현을 간접적으로 조절할 가능성을 시사한다. 전사조절 유전자의 발현 증가는 생리적 신호 조절을 통해 기생충 감염을 방어하는 전략일 수 있으며, 계통별 발현 차이를 고려했을 때 D, V계통이 꿀벌응애 감염에 대한 저항성이 우수할 것으로 예상된다. 

        
          
          

          Fig. 2. 
				
          

          
            Relative mRNA expression levels of Varroa-resistance related genes between different strains of honeybees. (a) Alh, (b) Hormone receptor 78. Different letters indicate significant differences. One-Way ANOVA following Tukey’s HSD (P<0.05).
          
          

          

        

      

      
        3. Varroa-sensitive hygiene (VSH) 유전자 분석
        실험에 앞서 꿀벌의 머리, 가슴, 배에서 각각 VSH 유전자의 발현을 조사하였다 (Table 3). 그 결과 기존 연구와 동일하게 머리에서 현저히 높은 수준으로 발현되는 것을 확인하여 이후 VSH 유전자는 하인두샘과 겹눈 등을 제거한 내역봉의 뇌조직만을 사용하였다 (Fig. 3). VSH 유전자는 크게 위생행동을 보이는 꿀벌 (hygienic bee; HB)과 위생행동을 하지 않는 꿀벌 (non-hygienic bee; NHB)에서 각각 발현 증가가 보고된 유전자로 나누어 분석하였다. 더하여 위생행동에 따른 발현 차이는 보고된 바 없으나 이에 관여할 가능성이 높은 후각 관련 유전자 2개를 추가로 분석하였다. 일부 유의미한 발현 차이를 보이는 유전자가 확인되었다.

        
          Table 3. 
				
          

          
            Relative mRNA expression levels in each body parts in honeybees (head, thorax, and abdomen). (a) Arrestin 2, (b) antennal dehydrogenase (Antdh), (c) long-wavelength sensitive opsin 1 (Lop1). Different letters indicate significant differences. One-way ANOVA following Tukey̓s HSD (P<0.05).
          
          

        

        
          
            
              	Relative mRNA expression levels
(Mean±SD)
            

            
              	Gene/body parts
              	Head
              	Thorax
              	Abdomen
            

          
          
            	
              Arrestin 2
            
            	1.097±0.515 a
            	0.001±0.0006 b
            	8.62E-0.5±3.47E-0.5 b
          

          
            	
              Antennal dehydrogenase
            
            	1.098±0.552 a
            	0.012±0.006 b
            	0.022±0.001 b
          

          
            	
              Long-wavelength sensitive opsin 1
            
            	1.044±0.371 a
            	5.23E-0.5±3.236E-0.5 b
            	9.78E-0.6±6.83E-0.6 b
          

        

        

        
          
          

          Fig. 3. 
				
          

          
            Dissected honeybee brain. Mushroom bodies (MB), central body (CB), antennal lobes (AL), optical lobes (OL), and subesophageal ganglion (SEG) indicated. Scale bar, 1 mm.
          
          

          

        

        HB에서 발현 증가가 보고된 유전자 그룹은 전반적으로 A계통에서 낮게 발현되는 경향을 보이는 가운데 Myosin 20 (Myo20)과 Syntrophin-like 1 (Syn1)은 V계통에서 높은 수준으로 발현하였다. D계통은 Myosin 20의 발현이 가장 낮았으며, F계통은 다른 계통들과 유의미한 차이를 보이지 않았다 (Fig. 4a, b). Myo20과 Syn1은 감염된 유충 또는 번데기 제거 행동과 연관된 QTL인 removal 1 (Rem1) 영역에 존재하는 유전자이다 (Oxley et al., 2010; Boutin et al., 2015). Myo20과 같은 Myosin 유전자군은 일반적으로 근육과 관련된 것으로 여겨지나, Liao et al. (2024)의 연구 결과에 따르면 꿀벌응애 감염 시 몸단정 행동의 빈도와 강도 조절에 관여하며 꿀벌의 신경 및 시각 시스템에 역시 중요한 기능을 가진다 (Calábria et al., 2011; Southey et al., 2016). 초파리에서 Syn1은 신경 형성과 관련된 기능을 가지고 신경전달 및 행동 패턴 형성과의 연관성이 제시되었다 (Turner et al., 2013). 또한 HB와 NHB 사이에 보고된 Syn1의 단일염기 다형성 (Single nucleotide polymorphism; SNP)은 염기서열 변이로 인한 행동 기능 차이가 꿀벌의 위생행동을 결정할 수 있다는 것을 나타낸다 (Teixeira et al., 2021). Cuticular protein 5 (CPR5)는 D계통에서 가장 높게 발현되었으나, A계통을 제외한 나머지 계통과는 유의미한 차이를 확인할 수 없었다 (Fig. 4c). Cuticular protein은 구조단백질로 세포골격 유지 기능을 가지는 것으로 알려져 있지만 곤충의 뇌에서 가지는 기능은 현재 연구가 이루어지지 않았다. Protein kinase A (PKA)는 곤충 뇌의 학습 및 기억에 관여하는 버섯체 (mushroom body)에서 특이적으로 발현되어 cAMP-PKA 경로를 통해 꿀벌의 장기기억을 형성하며, 학습 및 기억 회로에서 중요한 역할을 가진다 (Müller, 1998; Eisenhardt, 2006). 이번 연구에서 cAMP-dependent protein kinase 1 (Pka-C1)은 모든 계통에서 유의미한 발현 차이를 확인하지 못했으나 (Fig. 4d), Teixeira et al. (2021)의 연구에서 보인 HB와 NHB 간 Pka-C1의 SNP 변이는 해당 유전자가 발현 수준에서는 유의미한 차이를 보이지 않더라도 염기서열 구조 변이로 인한 기능적 차이를 유발할 수 있다는 것을 나타낸다.

        
          
          

          Fig. 4. 
				
          

          
            Relative mRNA expression levels of Varroa-sensitive hygiene (VSH) genes between different strains of honeybees. (a) Myosin 20, (b) syntrophin-like 1, (c) cuticular protein 5, (d) cAMP-dependent protein kinase 1, (e) arrestin 2, (f) antennal dehydrogenase, (g) long-wavelength sensitive opsin 1, (h) odorant binding protein 4, (i) down syndrome cell adhesion molecule, (j) octopamine receptor, (k) odorant binding protein 1. Different letters indicate significant differences. Kruskal-Wallis following Dunn’s test (P<0.05).
          
          

          

        

        NHB에서 발현 증가가 보고된 유전자 그룹은 대체로 A, C, D계통에서 발현이 증가하는 경향을 보였다 (Fig. 4e-i). Arrestin 2, odorant binding protein 4 (Obp4), 그리고 down-syndrome cell adhesion molecule (Abscam)은 V계통과 F계통에서 낮게 발현되는 것을 보였으며 F계통의 경우 Obp4의 발현은 A, C, D계통과 유의성이 없었으나 arrestin 2와 Abscam은 V계통과 유사한 발현량을 보였다 (Fig. 4e, h and i). Antennal dehydrogenase (Antdh)와 long-wavelength sensitive opsin 1 (Lop1)은 D계통에서 가장 높게 발현되었다 (Fig. 4f, g). Arrestin 2와 Lop1은 시각 신호에 관여하며, arrestin 2는 후각 뉴런에서도 발현되어 중요한 기능을 가진다 (Dolph et al., 1993; Mondragón et al., 2005; Walker et al., 2008). Le Conte et al. (2011)에서는 시각 신호 유전자들의 하향 조절에 대해 HB가 NHB보다 더 많은 시간을 어두운 봉군 내에서 보내면서 위생행동을 수행하기 때문이라고 추측하였다. Abscam은 A, C계통에서 발현 증가를 보였다 (Fig. 4i). Abscam 또한 초파리에서 후각신호에 관여하고 축삭 유도 기능을 가지는 세포 접착 단백질을 암호화한다 (Hummel et al., 2003; Teixeira et al., 2021). 꿀벌에서는 뇌에서 발현되며 우화 후 시간이 경과함에 따라 발현이 감소한다 (Funada et al., 2007). 이와 같은 발현 특성은 우화 직후 후각 신경망의 안정화와 후각 기반 행동 학습에 관여할 수 있다는 것을 보인다. NHB에서는 주로 후각 및 시신경 등 감각 연관 유전자들의 발현 증가가 확인되었다 (Oxley et al., 2010; Le Conte et al., 2011; Boutin et al., 2015). 번데기의 체액은 후각 자극을 통해 일벌들의 위생행동을 촉진하는 주요 인자로 알려져 있다 (Gramacho and Spivak, 2003). 위생 행동의 빈도와 개시 시점은 후각 자극에 대한 반응 임계값 (task threshold)에 의해서 결정된다. HB와 NHB는 반응 임계값에 뚜렷한 차이를 보인다. HB는 후각 민감도가 높아 비교적 낮은 수준의 자극에도 빠르게 반응하지만 (Masterman et al., 2001; Gramacho and Spivak, 2003; Ivanova and Bienefeld, 2023), 실제 분석에서는 역설적으로 NHB에서 후각 관련 유전자들의 발현 증가가 확인되었다. 이는 HB가 후각 자극에 대해 민감하다는 기존 가설과 일치하지 않으며, Le Conte et al. (2011)의 연구 역시 이 점을 지적하였다. 기존 가설과 모순되지 않는 해석으로 NHB들이 HB와 비교했을 때 자극에 대해 낮은 감도를 가지고, 반응 임계값이 높아 이에 대한 보상작용으로 감각신호 전달 유전자들의 발현량이 증가하는 것으로 추측된다. 후각 신호를 통한 행동 조절은 초파리에서 이미 보고된 바 있으며, HB에서 발현이 증가하는 후각 관련 유전자 역시 존재한다 (Anholt et al., 2001; Dubnau et al., 2003; Navajas et al., 2008). 

        선행 연구에서 HB와 NHB 사이에 별도의 발현 차이가 보고된 적 없는 Octopamine receptor (OcR)와 Odorant binding protein 1 (Obp1)을 추가로 분석하였다 (Fig. 4j, k). Octopamine은 후각 기억의 형성에 필수적이며 후각 자극을 제시했을 때 위생행동을 개시하는 시점이 빠른 꿀벌의 뇌에서 발현이 증가한다 (Farooqui et al., 2003; Spivak et al., 2003). Obp1은 꿀벌의 행동 또는 후각 학습에 영향을 미치는 Hyg1 QTL 영역에 존재한다 (Oxley et al., 2010). qPCR 결과 OcR은 F계통에서 가장 낮은 발현을 보이며 그 밖의 다른 계통끼리는 유의미한 발현 차이를 확인할 수 없었다 (Fig. 4j). Obp1은 V계통에서 가장 높게 발현되었고 다른 계통간 유의성은 확인되지 않았다 (Fig. 4k). 

        꿀벌의 응애 저항성과 위생행동은 특정 유전자들로만 결정되는 것이 아닌 해당 형질에 관여하는 수많은 유전자들로 인해 결정되는 양적형질이다. 본 연구에서 보인 후각 신호 관련 유전자들의 일관적이지 않은 발현은 단순히 유전자의 발현량뿐 아니라 SNP와 같은 염기서열의 변이와 같은 요인들이 꿀벌의 위생행동에 영향을 미친다는 것을 시사한다. 기존 연구결과에서 역시 모든 유전자들이 보고된 것과 동일한 발현을 보이지는 않았다 (Teixeira et al., 2021). 대신 일부 유전자들에 존재하는 SNP가 유전자 발현이나 기능에 영향을 미침으로써 꿀벌의 응애 저항성 또는 위생행동을 결정할 수 있다는 것이 밝혀졌다 (Conlon et al., 2019; Teixeira et al., 2021). 본 연구에서 사용된 꿀벌 유전자원 역시 기존 연구에 사용된 꿀벌과 다른 만큼 이들의 유전적 차이로 인해 발현이 달라질 가능성이 있으나, 계통간 분석 결과 꿀벌응애 저항성과 관련된 일부 유전자의 발현 차이를 확인하였다. 계통별 발현 양상의 차이는 VSH 수준과 저항성 차이를 반영할 수 있음을 나타낸다.

        본 연구에서 활용된 유전자들이 꿀벌에서 가지는 기능은 현재 명확하지 않으나, 선행 연구 및 초파리에서 보고된 상동 유전자의 기능을 바탕으로 꿀벌응애 저항성에 대한 잠재적 기능을 추측하였다. 꿀벌의 응애 저항성 획득 기작을 이해하기 위해서 해당 유전자들의 기능을 규명할 필요가 있다. 본 연구 결과를 바탕으로 꿀벌응애 저항성 품종 육성 시 최우선 후보군은 V계통, 차순으로 D 또는 F계통을 후보군으로 이용 가능할 것으로 판단된다. 추후 유전자 발현과 실제 위생행동 간의 추가 분석을 통해 후보군 선발의 정밀성을 높이고 효율적인 저항성 품종 개발에 기여 가능할 것으로 기대된다.

      

    

    

  
    
      적 요
      현재 월동폐사로 인한 피해사례가 매년 지속적으로 보고되고 있다. 안정적인 월동을 위해서는 주요 원인 중 하나인 꿀벌응애 방제가 필수적이다. 나아가 근본적인 해결책으로 꿀벌응애 저항성 품종의 육성이 필요하다. 이에 국외 연구 사례를 참조하여 꿀벌 유전자원을 대상으로 꿀벌응애 저항성 연관 유전자의 발현을 분석하였다. TANC2와 baz는 전용유충보다는 번데기에서 크게 발현이 증가하였다. 이는 꿀벌응애 감염 및 가해 시점에 반응해 발현이 상향조절된다는 것을 나타낸다. 추후 꿀벌응애 저항성 기작을 밝히기 위해 해당 유전자들의 기능 규명이 필요하다. 꿀벌응애 저항성과 관련된 유전자들의 꿀벌 계통 (A, C, D, F, V) 간 발현 양상을 분석한 결과 D, V계통에서 Alh, Hr78의 유의미한 발현 증가를 확인하였다. 이는 D, V계통이 꿀벌응애 감염에 대한 저항성이 높을 수 있다는 것을 시사한다. VSH 유전자는 일관성 있는 발현 양상을 보이지 않았으나 마찬가지로 V계통에서 발현에 유의미한 차이를 보이는 유전자를 다수 확인하였다. D, F계통에서 또한 일부 유전자의 유의미한 발현이 확인되었다. 추후 계통간 실제 위생행동과 유전자 발현 간의 상관분석을 통해 후보군 선발에 보다 적합한 기준을 세울 수 있을 것으로 예상된다.
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