Analiza zmian skladu mikrobioty pszczoly miodnej (Apis mellifera L.)
w trakcie suplementacji pozywienia ekstraktami n-
butanolowymi ze Scleranthus perennis L. i Hottonia palustris L.
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METODY

Badaniami  objeto  pszczoty niesuplementowane (kontrolne) oraz
suplementowane (Fot. 1), zaréwno niezakazone jak i zakazone Nosema spp.
(Rys. 1). DNA z catych pszczét (48 prébek) wyizolowano za pomocg PurelLink
Microbiome DNA purifiaction Kit (Invitrogen). Sktad mikrobioty bakteryjnej
jelita myszy okreslono poprzez metabarkoding genu 16S rDNA (fragment V3-
V4). NGS wykonano w technologii Illumina MiSeq w firmie Genomed. Analize
a i B bioréznorodnosci mikrobioty przeprowadzono za pomocg programéw: R
phylosec, R vegan i Past. Do analizy réznicowej zawartosci taksondw
zastosowano program DESeq2

WPROWADZENIE

Obecnie obserwuje sie znaczny spadek populacji pszczoty miodnej, m.in. ze
wzgledu na zakazanie patogenami. Jedna ze strategii wzmocnienia odpornosci
pszczét moze by¢ podawanie im wybranych ekstraktdw roslinnych. Wczesniejsze
analizy dowiodty, Zze dodatek do pozywienia ekstraktdw n-butanolowych z
Hottonia palustris (okreznica bagienna) i Scleranthus perennis (czerwiec trwaty)
powodowat wydtuzenie Zycia pszczdt oraz zmniejszenie ich podatnosci na
zakazenie Nosema spp. (Fot 1).

CEL BADANIA

Celem badan byto okreslenie czy suplementacja pozywienia pszczét zdrowych i
zakazonych Nosema spp. ekstraktami z okreznicy i czerwca wywotuje zmiany w
sktadzie ich mikrobioty.

Fot. 1. A) Apis mellifera, B) Scleranthus perennis, C) Hottonia palustris
(zrédto: Wikipedia)
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Rys 3. Analiza niepodobieristwa sktadu mikrobioty w

Rys 2. Krzywe rozrzedzenia prébek po sekwencjonowaniu prébkach metoda NMDS oparta o wskaznik Bray-Curtisa

Rys 1. Schemat grup eksperymentalnych (N=8)
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Tabela 1. Wskazniki a — bioréznosci badanych grup prébek iich

Pacnhacl Fructobacillus poréwnanie
aenibacillus
Anaerocolumna . Lachnoclostridium
Citrobacter Tissierella )
Tyzzerella Candidatus_Soleaferrea Candidatus_Soleaferrea
Sedimentibacter i i
Excherichia-Shigela e [Eubacterium]_fissicatena_group C 18 44 INF o | P<0.001
Tissierella . Sedimentibacter P<0.001
Escherichia-Shigella . C_SP 172 12 INF_SP 312 15
Morganella . Escherichia-Shigella — —
unclass_Enterobacteriaceae P<0.001
Lachnoclostridium Ruminococcaceae_Incertae_Sedis unclass_Enterobacteriaceae C_HP 204 22 INF_HP 208 B4
Enterococcus | Morganella Ruminococcaceae_Incertae_Sedis
Candidatus_Soleaferrea Proteus P
= . Raoultella a a <0.001
[Eubacterium]_fissicatena_group — Raoultella " I C 173* +0.18 INF 2.34* +0.19 -
organella <0.001
Sedimentibacter ! Enterobacter 8 b C_SP 1718 +0.17 INF_SP 2.31° +0.24
i Enterobacter
Raoultella | Klebsiella P<o0.05
Providencia o unclass_Enterobacterales Klebsiella C_HP 1.90%|[£0.15 INF_HP 218" £0.22
Ruminococcaceae_Incertae_Sedis 5 Erhdul?actanum Snodgrassella P>0.05
. - Serratia . c 0.61° +0.07 INF 0.672 £0.05 :
Serratia Frischella
- Snodgrassella P>0.05
Snodgrassella u Bombella Orbaceae C_SP 0.60% +0.04 INF_SP 0.67* +0.04
Staphylococeus . . P<o.0.
phvioC - Lonsdalea Serratia C_HP 0.64° +0.04 INF_HP 0.65% +0.05 <
Lactobacillus Kosakonia
- Lonsdalea
Orbus _ Lactobacillus
Lonsdalea — Orbus Orbus
Pantoea — Pantoea Pantoea
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Rys 4. Analiza DeSeq2 réznic w sktadzie taksony pomiedzy grupami pszczét zdrowych i po infekcji w kazdym
wariancie suplementacji; A — bez suplementacji; B — suplementacja ekstraktem Scleranthus perennis; C-
suplementacja ekstraktem Hottonia palustris

Tabela 2. Analiza B-bioréznorodnosci badanych grup prébek metoda
NPMANOVA obejmujaca pszczoty zdrowe izakazone réznigce sie

suplementacjg

Treatment 2 0.123 0.061 0.683 0.064 0.733
Residuals 20 1.800 0.090 0.936
WYN ' K ' Total 22 1.923 1.000
Analiza uzyskanych danych metataksonomicznych (Rys 2) wykazata
znaczace réznice miedzy sktadem mikrobioty bakteryjnej pszczét zdrowych i {reatment - — — —
zakazonych: Residuals 21 1.967 0.094 0.906
Total 23 2.172 1.000

* Mikrobiota pszczét zakazonych wykazywata znaczaco wyzsze wskazniki a-
bioréznorodnosci w poréwnaniu do pszczét zdrowych (Tabela 1)

* Prébki pochodzace z pszczét zdrowych grupowaty sie oddzielnie niz te
pochodzace od pszczét zakazonych na wykresie NMDS (Rys. 3)

e Zaobserwowano znaczgce zmiany w zawartosci szeregu taksonéw w kazdym
wariancie suplementacji miedzy pszczotami zdrowymi a zakazonymi (Rys. 3).

WNIOSKI

* Analiza uzyskanych danych metataksonomicznych wskazuje na odmiennos¢ sktadu
mikrobioty bakteryjnej pomiedzy pszczotami zdrowymi a zakazonymi, przy
jednoczesnym braku zmian w obrebie osobnikéw zdrowych i zakazonych rdznigcych sie

suplementacja danym ekstraktem roslinnym.
Analiza wskaznikdw a-bioréznorodnosci oraz NPMANOVA wykazata, Ze obrebie

pszczdt zdrowych i zakazonych rdznigcych sie suplementacja, mikrobiota
bakteryjna nie wykazywaty znaczacych réznic (Tabela 1, 2)

*  Wyniki te sugerujg, ze u podtoza zwiekszonej zywotnosci i odpornosci pszczét na
patogeny nie lezata ukierunkowana modyfikacja struktury ich mikrobioty.

UNWI\(’é\Egbchg © OGOLNOPOLSKIE SYMPOZJUM MIKROBIOLOGICZNE
LUBELSKI - ,»METAGENOMY ROZNYCH SRODOWISK”
JANA PAWEA II Lublin, 17-18 czerwca 2024 roku
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