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NNARODOWE Zaleznos¢ pomiedzy mikrobiomem kapturnika zbozowca S
3 NVl §
ANNAuki (Rhyzopertha dominica F.) a jego rozwojem i zerowaniem

Kapturnik zbozowiec (Rhyzopertha dominica F.), to grozny szkodnik
magazynowy, po raz pierwszy odnotowany w 1849 roku, w Indiach. Obecnie
ma zasieg kosmopolityczny i znaczaco wptywa na globalne straty w
przechowywanych ziarnach zbdz. Jego zdolnos¢ do adaptacji do réznych
warunkdéw abiotycznych oraz szeroka dieta sprawiaja,
7e jest on trudny do zwalczania.

W Polsce gatunek ten obserwowano dosy¢
licznie juz w potowie XX wieku w magazynach
z importowanym zbozem

Cel pracy

Relation between the microbiome of the lesser grain borer (Rhyzopertha dominica F.) and the development and its foraging
mgr inz. Olga Kosewska?, dr inz. Sebastian Wojciech Przemieniecki!, dr hab. inz. Mariusz Nietupski, prof. UWM?,

1Uniwersytet Warminsko-Mazurski w Olsztynie, Wydziat Rolnictwa i Lesnictwa, Katedra Entomologii, Fitopatologii i Diagnostyki Molekularnej, Olsztyn

Znaczenie mikrobiomu dla zdrowia i rozwoju kapturnika zbozowca jest coraz

bardziej doceniane. Zrozumienie interakcji miedzy dietg, mikrobiomem, a
fizjologiag owada moze przyczyni¢ sie do opracowania nowych strategii
kontroli tego szkodnika. Badania nad naturalng odpornoscig réznych

gatunkow i odmian zbdz na zerowanie kapturnika zbozowca oraz wptywem
chemicznych wtasciwosci ziaren na mikrobiom owaddw moga dostarczy¢

cennych informacji do skuteczniejszej walki z tym szkodnikiem i minimalizacji

strat w magazynach zbozowych. /

Celem niniejszej pracy jest zbadanie zaleznosci pomiedzy dietg, mikrobiomem, a fizjologia kapturnika zbozowca oraz ocena wptywu réznych odmian zbdz na jego rozwdj i zerowanie.
Wyniki badan moga przyczynic¢ sie do opracowania nowych strategii kontroli tego szkodnika, minimalizujac straty w magazynach zbozowych.
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Tab. 1 Poréwnanie parametréw rozwoju R. dominica na wybranych odmianach jeczmienia oraz charakterystyka
sktadu ziarna odmian uzytych w doswiadczeniu (* Zawarto$¢ przeciwutleniaczy w ekwiwalencie kwasu askorbinowego)

Progeny of Mass of Dry Crude

Total

Crude Crude

Category Consu[n']\ptlon Fras[s r]nass beetles imago matter ash Protein fat fiber V[‘{,/S]C Antioxidants*
¢ ¢ [pcs.] I 7 N ) N ) N ) B )| °
Ismena 2.564a 1.545a 54a 0.071a 89.083a 2.250a 10.307b 2.207a 4.550a 2.740a 0.177 a
Radek 1.998 a 1.292a 54a 0.073a 88.830a 2.203a 10.600b 1.900b 4.850a 2.297b 0.139a
Trofeum 1.323a 0.747 a 36a 0.151a 89.003a 2.033a 12.117a 1.750b 4.200a 2.657a 0.095 a
Pr > F(Model) 0.422 0.490 0.559 0.618 0.249 0.325 0.000 0.000 0.635 0.008 0.099
Significant No No No No No No Yes Yes No Yes No

Tab. 2 Poréwnanie parametréw rozwoju R. dominica na wybranych odmia

nach pszenicy oraz charakterystyka sktadu

ziarna odmian uzytych w doswiadczeniu (* Zawartos¢ przeciwutleniaczy w ekwiwalencie kwasu askorbinowego)

Category Consumption Frass mass Progeny of Mass of Dry Crude Tota! Crude Crude S o
gl gl beetles imago matter ash Protein fat fiber 1% Antioxidants*
[pcs.] le] (%] (%] (%] (%] (%]
Varius 4.599 a 2977a 159a 0.234a 88.710c 2.000a 14.050a 1.750a 3.150a 3.350b 0.033a
Rusatka 1.639 ab 1.217 ab 67a 0.169a 89.087b 1.750b 13.150b 1.350b 2.650b 4.503a 0.028 a
Impresja 0.411b 0.203 b 15a 0.160a 89.350a 1.750b 12.000c 1.750a 2.650b 2.590c 0.020a
Pr > F(Model) 0.029 0.032 0.037 0.772  <0.0001  0.000 <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001 0.117
Significant Yes Yes Yes No Yes Yes Yes Yes Yes Yes No
[ 0.008 0.027 0.029 0.877 0.004 0.039 0.003 0.048 0.049 0.004 0.102
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Na podstawie analizy PLS-PM (Rys. 1)
obejmujacej taczne wyniki dla pszenicy i
jeczmienia zaobserwowano, ze wszystkie
grupy zmiennych obserwowanych
wptywaja istotnie na insect development.
Grupa grain properties byta umiarkowanie
skorelowana (r=0.640) z insect
development. Analizujac  oddziatywanie
poszczegdlnych badanych cech (manifest
variables) w grupie grain properties,
zaobserwowano, ze TP, i WSC sg ujemnie
skorelowane z ash, fat, CF i zawartoscig
antyoksydantdéw. Grain fatty acids réwniez
byty istotnie skorelowane, ale w
umiarkowanym stopniu z grupg insect

s [ development. W obrebie tej grupy

Rys. 1 Partial Least Squares Path Modeling (PLS-PM) pokazujace wzajemny zaob§erwowano ujemng  korelacjg
wptyw grup zmiennych (uwzgledniono wszystkie wyniki); dla grain pomigdzy C18:2 a C14:0, C15:0, C16:0,
properties, grain fatty acids oraz insect development, wskazano wewnetrzne C18:3, (C20:0 i C20:1. Struktura
bakteriobiomu wptywata istotnie, ale

korelacje pomiedzy poszczegdlnymi zmiennymi manifestujagcymi w danej
grupie; grubosc strzatki wskazuje p-value, gruba: p<0.05, Srednia p=0.1
(trend), cienka p<0.1.

Teneral adult
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Live insects

Bright field

Fluorescence

€——  Whole-mount in situ

wykazano staba korelacje. W przypadku
bacteriobiome  metabolism  wykazano
umiarkowana, ale istotng korelacje, a
multitraits bakteriobiomu byta
umiarkowanie ujemnie skorelowane z
insect development. Pomiedzy struktura
bakteriobiomu a jego metabolizmem
zaobserwowano bardzo wysoka korelacje,
natomiast w stosunku do mulitraits byta
ona bardzo wysoko ujemnie skorelowana.
Niemniej jednak istotno$¢ pomiedzy tymi
trzema grupami opisujgcymi

bakteriobiom wykazywata trend
(p-value pomiedzy 0.1 a 0.05).
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Tab. 3 Procentowy udziat rodzajéw bakterii zidentyfikowanych w przewodzie pokarmowym kapturnika zbozowca zerujacego

na réznych odmianach pszenicy i jeczmienia

pokolenie
gatunek
odmiana
g__Pantoea
g__Ralstonia
g__Staphylococcus
g__Pseudomonas
g__Stenotrophomonas
5__Massilia
g__Acinetobacter
g__Serratia
g__Xanthomonas
g__Sphingomonas
g__Candidatus_Sulcia
g__Sphingobium
o__Enterobacterales
g__Caulobacter
g__Paenibacillus
g__Brevibacterium
5__Bosea
g__Rhizobium
g__Variovorax
g__Burkholderia
g__Bacillus
5__Cupriavidus
g__Methylobacterium
5__Afipia
g__Escherichia-Shigella
g__Corynebacterium
g__Brevundimonas
g__Alcaligenes
g__Sporosarcina
f_Comamonadaceae
g__Conchiformibius
g__Ancylobacter
5__Aureimonas
5__Lysobacter
f_Xanthobacteraceae
g__Microvirga
g__Pseudarthrobacter
g__Candidatus_Berkiella
5__Moraxella
g_Kocuria
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0.0
[es
0.0
44

0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
2.7
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0

Pszenica

Impresja

3.2
41
0.0
25
22
18
0.5
0.0
0.7
03
0.0
0.0
0.8
0.0
0.4
0.6
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0

Rusatka

25
0.0
0.6
a5
03
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0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.2
0.0
0.4
0.4
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
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0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0

>10.01%

Pokolenie | Pokolenie | |
Pszenica

Rusatka

Jeczmien
Radek

Jeczmien

Varius Trofeum Ismena Impresja Varius Trofeum Radek Ismena

0.7
12
0.5
0.4
0.0
0.5
0.7
3.1
0.2
0.0
0.2
0.3
0.0
0.0
0.2
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.2
0.0
0.4
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0

0.0
22
0.0
11
0.0
0.7
1.0
0.0
0.3
0.5
0.7
0.2
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.5
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
Occasional
1.1-2.0%

18
3.1
0.0
0.7
0.0
0.9
11
0.0
03
05
08
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
05
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0

Casual

<1.0%

22
0.6
1.0
36
0.7
11
0.0
0.2
0.6
0.0
0.0
0.0
14
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
04
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
Subdominant
21-5.0%

0.0
13
0.6
0.7
0.0
0.0
0.0
0.7
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.2

0.0
14
0.0
0.5
0.8
0.0
03
0.0
0.0
1.0
0.0
0.0
12
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0

0.0
12
0.0
13
1.0
0.0
04
03
0.2
05
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
03
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0

0.6
0.3
14
0.8
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.3
0.0
0.0
0.2
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0

0.0
0.4
0.7
0.0
0.6
0.3
0.9
0.4
0.9
0.0
0.0
0.0
0.0
0.2
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0

5.1-10.0%

Dominance_D
Shannon_H
Evenness_erH/S

0.1832 ab
2.0590 ab
0.5848 ab

0.2185 ab
1.7480 b
0.5223 ab

0.2104 ab
1.8110 b
0.5982 ab

0.2398 a
1.8460 b
0.5278 b

0.6804 a
0.7871 b
0.2632 b

0.2033 ab
1.8510 b
0.5292 ab

0.1595 ab
2.0770 ab
0.6445 a

02579 a
1.7390 b
0.4831 b

0.1986 ab
2.0090 ab
0.4973 ab

0.2256 ab
1.7700 ab
0.5703 ab

0.2341 ab
1.9490 ab
0.5866 ab

01322 b
2.2490 a
0.4989 ab

Analizujac procentowy udziat poszczegdlnych rodzajow bakterii zidentyfikowanych w przewodzie pokarmowym kapturnika
zbozowca zerujgcego na réznych odmianach pszenicy i jeczmienia (Tab. 3), zauwazamy znaczng réznorodnosc
mikrobiologiczng, ktéra zalezy zaréwno od rodzaju zboza, jak i pokolenia owada. Analiza réznorodnosci bakteryjnej w
przewodzie pokarmowym kapturnika zbozowca podczas zywienia go réznymi odmianami pszenicy i jeczmienia, wykazata
widoczng dominacje bakterii z rodzaju Pantoea i Ralstonia w wiekszosci odmian i pokolen. W pierwszym pokoleniu
pszenica odmiany Impresja oraz jeczmien odmiany Ismena wykazaty najwiekszg réoznorodno$¢ mikrobiologiczng, natomiast
w drugim pokoleniu odmiana pszenicy Impresja oraz odmiana jeczmienia Radek.
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Wyniki analizy heatmap dla metabolizmu mikrobiomu
(Rys. 2 lewa strona) wykazaty, ze bakteriobiom odmiany
Radek byt najbardziej rdéiny od pozostatych
bakteriobioméw i odznaczat sie najnizszg aktywnoscia
metaboliczng. Jedynie parametry b-gal i utylizacja GNT
byty wysoce aktywne. Odmiana Ismena byta odmiana
posrednig pomiedzy Radek, a pozostatymi odmianami.
Odmiana ta charakteryzowata sie m. in.: wysoka
aktywnoscig a-chym, N-ace-B-gluko, a-gal. Odmiana
Impresja charakteryzowata sie jako jedyna stabym
metabolizmem tryptofanu. Wykazywata wysokg Iub
bardzo wysoka aktywno$¢ 17 z 29 cech. Odmiana Varius
charakteryzowata sie wysoka lub bardzo wysoka
aktywnoscig 23 z 29 badanych cech, a do najbardziej
aktywnych nalezaty a-gal, aryl cys, a-fuk, B-glu. Odmiany
Rusatka i Trofeum charakteryzowaty sie wysokim
podobienstwem, a do wspdlnych cech o wysokiej
aktywnosci zaliczono 14 cech. Najsilniejsza aktywnoscia

cechowaty sie Aryl cys i PAC. Bakteriobiomy dla tych

Rys. 2 Heatmap obrazujaca odmienno$¢ cech metabolizmu
bakteriobiomu (lewa strona) oraz potencjalnych cechach
bakteriobiomu (multitraits; prawa strona), w zaleznosci od odmiany

Podsumowanie i wnioski

Rola antyoksydantéw w kreowaniu sie odpornosci odmianowej jest mato istotna.
Rearanzacje mikrobiomu pomiedzy pierwszym, a drugim pokoleniem byty istotne, ale dotyczyty tylko wybranych taksondw.

odmian réznity sie w przypadku fos_n-AS-BI, a-gal, FOS i
N-ace-B-glu oraz utylizacjg ARA, MAL i MAN. Na
podstawie wynikow analizy przewidywanych cech
multitraits bakteriobioméw (Rys. 2 prawa strona)
zaobserwowano analogiczne grupowanie odmian jak dla
cech aktywnosci metabolicznej. Najbardziej odmienng
odmiang od pozostatych odmian byt Radek.
Bakteriobiom dla tej odmiany wykazywat wysoka
aktywnos¢ 21 z 68 analizowanych cech.

Na ksztattowanie sie struktury mikrobiomu nie miat istotnego wptywu gatunek zboza, natomiast istotnie wptywaty na niego odmiany badanych gatunkéw zbdz. Niemniej jednak w
zaleznosci od gatunku zboza inne czynniki wptywaja na odpornosc i oddziatuja na strukture mikrobiomu.
Wykazano, ze profil kwaséw ttuszczowych odgrywa istotng role w odpornosci odmianowej i oddziatuje na mikrobiom. Niemniej jednak efekt oddziatywania jest odmienny dla pszenicy

Zaobserwowano zmiennos¢ mikrobiomu kapturnika zbozowca pomiedzy pokoleniami, rodzajem dominujagcym w przewodzie pokarmowym byt Pantoea, wysoki udziat miat tez rodzaj

e-h; Poczwarki, i-I; Larwy. (1)

(1) Okude, G., Koga, R., Hayashi, T. et al. Novel bacteriocyte-
associated pleomorphic symbiont of the grain pest beetle
Rhyzopertha dominica (Coleoptera: Bostrichidae). Zoological Lett
3,13 (2017). https://doi.org/10.1186/540851-017-0073-8

Podsumowujac, sktad mikrobiomu Rhyzopertha dominica jest scisle zwigzany z jego ekologig i sSrodowiskiem zycia. Zrozumienie tych powigzan moze dostarczyc
cennych informacji na temat biologii i adaptacji tego owada. Roznorodnosc bakterii w obrebie R. dominica sugeruje skomplikowane interakcje ekologiczne i

wyspecjalizowane funkcje, podkreslajgc znaczenie mikrobiomu w jego strategiach przetrwania i adaptacji.

Przedstawione w pracy wyniki uzyskano w ramach kompleksowych badan finansowanych przez Narodowe Centrum Nauki w ramach projektu nr. UM0-2021/41/N/NZ9/00364.




