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Sammendrag
Den europeiske honningbien (Apis mellifera) er den viktigste pollinatoren benyttet innen agrikultur, hvor

de har en hoy okonomisk verdi. Honningbien er benyttet som modellorganisme og den bakterielle
tarmfloraen er godt undersokt. Det er fa studier utfort som undersoker sopptarmflora hos honningbien.
Derfor onsket vi 4 undersoke honningbiens soppflora over en sesong i de forskjellige tarmdelene
(honningmage, midtmage, ileum og rektum), sammen med mengde sopp tilstede. Det ble benyttet
honningbier fra friske kuber lokalisert i As, Norge. Mengden sopp tilstede ble undersokt med kvantitativ
PCR (qPCR). Sammensetningen ble undersokt med dyrkningsuavhengige og avhengige metoder med
sekvensering av I'TS1 regionen med bruk av Illumina MiSeq og hele ITS regionen med bruk av Sanger
sekvensering. Mengden sopp tilstede observert med qPCR varierte over sesongen i alle tarmdelene
utenom honningmagen. Det ble observert hoyere mengder sopp i midtmagen i juli, mens det ble
observert hoyere mengder i rektum i mars og april. Fra dyrkningsuavhengig metode ble det observert
variasjon 1 alfa og betadiversitet (sammen med sammensetningen av soppfloraen) over sesongen.
Gjennomgaende ble det observert storst andel av gjersopp, utenom i juni og juli hvor det ogsa ble
observert hoye mengder med hyfesopper. Det ble identifisert 63 forskjellige isolater med
dyrkingsavhengig metode. Ingen av isolater fra dyrkning var delt igjennom hele sesongen, og det var delt
noen fa isolater mellom naerliggende maneder. Det var tydelig 4 se en variasjon pa soppfloraen over
sesongen i de forskjellige tarmdelene. Det tyder pa at forandring av bade miljo og diet er viktige faktorer

som pavirker denne variasjonen.



Abstract

The European honey bee (Apis mellifera) are prominent crop pollinators, where they have a large economic
value. Honey bees are used as a model organism, and its bacterial gut microbiota is well studied. There
are few studies that examines the gut mycobiota in honey bees. We wish to investigate the composition
and the amount of the gut mycobiota within different gut compartments (crop, midgut, ileum and
rectum) of the honey bee during their forager seasons. We sampled honey bee guts from healthy hives in
As, Norway. Quantitative PCR (qQPCR) was used to determine the amount of fungi present in each of the
gut parts. The composition was examined with culture independent and dependent methods. With the
use of sequencing of the ITS1 region using Illumina MiSeq and the entire ITS region using Sanger
sequencing. The amount of fungi observed with qPCR varied over the season in all the gut compartments,
except the crop. Higher amounts of fungi were observed in midgut in July, while higher amounts were
observed in the rectum in March and April. From the culture independent method, it was observed
variation in alpha and beta diversity (along with the composition of the fungi) over the season. The largest
amounts of fungi observed was yeast, except in June and July, which had high amounts of molds as well.
There were 63 different isolates identified with culture dependent method. None of the isolates from
cultivation were shared throughout the whole season, and a few isolates were shared between adjacent
months. A variation in the mycobiota over the season in the different gut compartments were clearly

visible. The change of both environment and diet are important factors that affect this variation.
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1.0 Introduksjon
1.1 Europeisk honningbie (Apis mellifera)

Den europeiske honningbien (Apis mellifera) er den mest brukte bien innen agrikultur 1 verden
(Myerscough et al. 2017). Dette skyldes at den kan tilpasse seg miljo og habitater helt fra Skandinavia, til
sentrale deler 1 Asia og igjennom Afrika (Seeley 1995). Nesten alle planter benyttet innen agrikultur krever
pollineringstjenester fra insekter. Honningbier kan pollinere 75% av matplantene benyttet i jordbruket
(Klein et al. 2007), samtidig som de oker mengden avling sammen med kvalitet og holdbarhet (Klatt et
al. 2014; Klein et al. 2007). Pollineringstjenester fra honningbier tilsvarte en ekonomisk verdi pa 153
milliarder euro (1,4 Billioner Norske Kroner) verden rundti 2005 (Gallai et al. 2009). I 2015 var verdien
pa 15 milliarder dollar (=130 milliarder Norske Kroner) i USA alene (Whitehouse 2015).

Det er en okning av agrikultur som er avhengig av pollineringstjenester, denne okningen er storre enn
tilgangen pa honningbier (Aizen & Harder 2009). Samtidig har det vert flere bikuber som har blitt utsatt
for kubekolaps de siste tiarene. Dette innebarer at arbeidere dor eller ikke vender tilbake til kuben. Dette
er observert i stor grad 1 USA, men ogsa 1 Europa og Japan (Neumann & Carreck 2010). Det er mange
faktorer som er med pa 4 forsake kubekolaps. For eksempel er bier utsatt for mye stress, og far
sykdommer som kan skyldes parasitter, eller pesticider som er brukt 1 milje (Dainat et al. 2012), eller
kuber som holdes for tett. I tillegg kan de lide av underernaring som ofte skyldes monokultur i

agrikulturen (Archer et al. 2014).



1.1.1 Livssyklus og overvintring

Dronningen legger egg igjennom hele sesongen, med storst fokus 1 mai for 4 bygge opp kolonien for
sommeren. Bier er holometabole, som betyr at de gir igjennom 4 stadier; egg, larve, puppe og voksen,
vises i figur 1.1. Alle arbeidere er hunner mens droner er hanner. Arbeiderbier har ansvar for 4
vedlikeholde kuben, mens droner sin rolle er 4 parre med dronninger. Utvikling av arbeidere starter ved
at dronningbien legger egg i separate celler (Figur 1.1 dag 1). Etter egglegging tar det 3 dager for egget
klekker, og larve stadiet starter (Figur 1.1 dag 4). I dette stadiet blir larvene matet med en blanding av
pollen og honning/sukker av pleiebier (nursing bee). Etter 6 dager i larvestadiet forpupper larven seg og
cellen forsegles av arbeidsbier med et voksbelegg (Figur 1.1 dag 10). Nar bien forlater cellen etter
puppestadiet er ikke kjertlene ferdig utviklet. De 3 forste dagene gar derfor til rensing av celler mens
kjertlene utvikler seg (Figur 1.1 dag 1-3). Nar kjertlene er utviklet gar de over til rollen som pleiebie (Figur
1.1 dag 4-14). Pleiebier sin primare oppgave er a mate larver, forsegle celler og stelle dronningen. Etter
10 dager som pleiebie gir de over til rollen med 4 lagre mat. I denne fasen tar de imot nektar og pollen
fra trekkende bier samtidig som de beskytter inngangen til kuben (Figur 1.1 dag 14-20). Levert nektar blir
omgjort til honning og pollen blir pakket ned i celler. Etter 20 dager som voksen bie, starter de 4 trekke

ut av kuben hvor de samler inn pollen og nektar til kuben (Figur 1.1 dag 20) (Seeley 1995).

Dag Dag Dag Dag
1-3 4-14 14-20 20

Figur 1.1: Viser honningbiens livssyklus, priklet linje separer for og etter puppestadiet. Dager viser fra

egglegoing (over) og fra fullfort puppestadium (under). Figur er hentet og modifisert fra (The Bee Place 2017)
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Siden bier ikke kan overleve i kalde temperaturer stopper de a trekke under lave temperaturer. I
motsetning til andre insekter gar ikke honningbier i en fullstendig dvale under vinteren, de overvintrer
ved 4 holde varmen. Denne varmen produseres med sammentrekninger av flygemuskulaturen som
varmer opp kuben til over 10°C, noe som krever mye energi. Samtidig, klynger biene seg sammen som
en ball. Dette oker kjernetemperaturen pa klyngen til 34°C (Seeley 1995). Bikuber i Norge overvintrer
fra september til april, grunnet det kalde klimaet 1 Norge (Birgkterlag 2017). Fettlegemer fungerer som et
lager av fett og proteiner plassert i dorsal (mot buken) og ventral (mot ryggen) deler av abdomen. Sammen
med det lagrede sukkeret/honningen i kuben er dette viktige energi reserver under overvintringen (Seeley
1995; Winston 1991). Overvintringen gjor at honningbier kan trekke tidlig pa sesongen, og ha tidlig

tilgang pd ressurser sammenlignet med andre insekter (Winston 1991).

1.1.2 Diett
For 4 samle naringsstoffer i form av nektar, vann og pollen trekker honningbier i et omride pa 100 km?

rundt kuben. Honningbien trekker oftest til blomster innen 1 km fra kuben, men har ikke noe problem
med a trekke 6 km fra kuben (Seeley 1995). Her gir nektar tilgang pa karbohydrater mens pollen gir tilgang
pa proteiner, lipider, vitaminer og mineraler. Pollen inneholder forskjellige mengder mineraler og
vitaminer. Dette gjor at biene trenger en variasjon av pollentyper for a dekke behovet (Seeley 1995;
Winston 1991). Tilgjengelig pollen og nektar er avhengig av hvilke blomster som er tilstede igjennom
sesongen. Samlet pollen fra forskjellige blomster blir direkte levert i celler i kuben og blandet. Her blir
det pakket tett for a fjerne luft samtidig som det blandes med honning for 4 hindre mikrobiell vekst.
Mesteparten av pollenet og nektaren blir spist i varparten for 4 vedlikeholde den hoye eggleggingen og
yngelpleien (Seeley 1995). Innen September blir bikubene innforet med sukker som erstatning til

honningen som blir hostet fra kubene for overvintring (Birekterlag 2017).

1.1.3 Honningbiens tarmsystem
Tarmsystemet til honningbien bestir av flere tarmdeler. Disse er honningmagen, midtmagen, ileum,

rektum og malpighiske ror. Plassering av de forskjellige tarmdelene er vist i figur 1.2 og 1.3. Her viser
figur 1.3 et skanning elektronmikroskop bilde med mer detaljer av midtmage, malpighiske ror, ileum og

rektum.
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Honningmage
\ Midtmage

Malpighiske ror

lleum Midtmage

Figur 1.2: Biens tarmsystem. Figur hentet og modifisert fra (Snodgrass 1910).

Mat fraktes langs spiseroret ned til honningmagen, som er en liten fleksibel pose som kan utvides under
fylling. Den holder pa honning som brukes til energi under flyving, samtidig brukes den som lager av
nektar eller vann som transporteres tilbake til kuben (Davis 2004; Douglas 2015; Seeley 1995; Winston
1991). Pollen filtreres raskt videre fra honningmagen til midtmagen. Det er i midtmagen mesteparten av
fordoeyelsen og absorbsjon av nzringsstoffer foregar. Dette er den storste delen av tarmsystemet (vises
som blatt i figur 1.3) (Winston 1991). Langs midtmagen finnes en peritrofiskmembran som hindrer
matpartikler fra 2 komme i direkte kontakt med epitelceller, men slipper igjennom nedbrytningsenzymer
(Davis 2004). Solide partikler (pollenskall, fett kuler og dode tarmceller) passerer igjennom midtmagen
og den korte tarmdelen ileum (redt i figur 1.3), direkte til rektum (gult i figur 1.3) til utskillelse (Winston
1991). En ventil finnes mellom midtmagen og ileum for 4 hindre tilbakestremming (Snodgrass 1910).
Flytende nitrogenavfall blir absorbert fra hemolymfen med malpighiske ror (gront i figur 1.3) og
transportert til tarmen for utskillelse (Winston 1991). Rektum utvider seg for a holde pa avfallsstoffer
frem til de kan tomme tarmen. Rektum utvider seg mest igjennom vinteren siden ekskresjon stort sett

ikke skjer i kuben og ma vente til varen nar biene trekker ut av kuben (Davis 2004; Winston 1991).
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Figur 1.3: Skanning elektronmikroskop bilde av bietarm uten honningmage ved 70x forstorrelse, med

illustrasjonsfargning av de forskjellige tarmdelene. Blatt viser midtmagen, gronn viser malpighiske ror, rodt viser
ileum og gult viser rektum. Foto Asmund Andersen illustrasjonsfargning utfort av Odd Andersen.

1.1.4 Honningbiens tarmflora
Mesteparten av cellene hos en frisk honningbie er mikrobielle. Tarmfloraen kan tilsvare 1-10% av biens

kroppsmasse (Douglas 2015). Tarmflora bestar av arker, bakterier, eukaryoter (oftest gjerceller) (Backhed
et al. 2005) og virus (Reyes et al. 2010). Siden studier pd honningbier er enklere 4 utfore enn hos
mennesker blir bier ofte benyttet som modellorganisme. Mye forskning benytter seg av biens mikrobielle

tarmsammensetning for 4 fa en bedre forstielse av sammenkobling mellom tarmflora og vert (Alberoni

et al. 2010).

Det er vist at tarmflora har mange viktige roller for verten. Tarmflora er viktige for dannelse av vitaminer
(Brodschneider & Crailsheim 2010; Douglas 2015), aminosyrer (Douglas 2015; Gundiiz & Douglas
2009), kortkjedede fettsyrer (Zheng et al. 2017), samtidig som tarmflora hjelper nedbryting av
plantemateriale som pollen og komplekse karbohydrater (Douglas 2015; Rokop et al. 2015). Det er vist
at aminosyreproduksjonen gir en okt transkripsjon og produksjon av insulinlike signaler, vitellogenin og
epitelceller. Dette er med for 4 gi honningbier en nedvendig normal kroppsvekt (Zheng et al. 2017). Det
er ogsa vist at tarmsymbionter kan styrke vekst av andre tarmsymbionter samtidig som de hemmer

veksten til potensielle patogene organismer (Rokop et al. 2015).

Larver og nyklekte arbeidere er sterile og tarmfloraen etableres med kontakt ved kuben og fra oral mating
(Oral trophallaxis) av eldre arbeidere (Martinson et al. 2012; Powell et al. 2014). Individer som ikke blir
utsatt for denne kontakten oppnir ikke den normale kjernefloraen (Powell et al. 2014). Det er ogsa vist
at diett er en viktig faktor som pavirker tarmfloraens sammensetning (Douglas 2015). Det er vist at pollen

(McFrederick et al. 2017) og nektar (Anderson et al. 2013) har en viktig rolle med 4 overfore tarmflora.
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Kjernefloraen bestar av 8 kjernebakteriearter fordelt over de forskjellige tarmdelene. I ileum dominerer
2 gram-negative bakterie arter; Snodgrassella alvi og Gilliamella apicola IKwong & Moran 2013) mens rektum
er dominert av Gram-positive Lactobacillus arter (Martinson et al. 2012). Innen tarmdelene er det storst
innhold av bakterier 1 ileum og rektum, mens det er fi bakterier som dominerer i honningmagen og
midtmagen (Kwong & Moran 2013; Martinson et al. 2012). Det er bevist at sesongvariasjon pavirker

sammensetningen av de forskjellige kjernebakteriene (Ludvigsen et al. 2015).

Det er utfort mange studier pa bakterie sammensetning hos honningbien men fa studier tar for seg
soppsamfunn, ved unntak av patogene sopper. Det er funnet sopp 1 tarmen tidligere vist i tabell 1.1. Det
har kun blitt benyttet dyrkningsavhengige undersokelser og det er ikke diskutert om det finnes en
kjernesoppflora.

Tabell 1.1: Oversikt over soppslekter funnet i honningbietarm med referanse til de som oppdaget den. Alle
slektene horer til Ascomycota utenom Nosema som er del av Microsporidia.

Slekt Referanse

Alternaria (Gilliam 1997)

Ascosphaera (Batra et al. 1973)

Aspergillus (Batra et al. 1973; Foley, K. et al. 2014; Gilliam & Prest 1972; Gilliam 1997)
Aureobasidium (Batra et al. 1973; Good et al. 2014)

Candida (Daniel et al. 2013; Gilliam 1997; Ptaszynska et al. 2016)
Cladosporium (Gilliam & Prest 1972; Gilliam 1997)

Hanseniaspora (Batra et al. 1973)

Metschnikowia (Batra et al. 1973; Good et al. 2014)

Nosema (Fries et al. 2006)

Penicillium (Gilliam & Prest 1972; Gilliam 1997)

Pichia (Borsuk et al. 2013; Gilliam 1997)

Saccharomyces (Batra et al. 1973; Ptaszynska et al. 2016)
Saccharomycodes (Batra et al. 1973)

Schizosaccharomyces (Batra et al. 1973)
Zygosaccharomyces  (Batra et al. 1973)

1.2 Sopp

Sopp finnes overalt i miljoet og har mange viktige roller. De er ofte i symbiose med planter ved 4 hjelpe
dem med 4 ta opp naringsstoffer fra jorda. De er med pa 4 bryte ned dedt plantemateriale som gjor
neringsstoffer tilgjengelig som er en viktig del av forskjellige naringskretslop. Sopp er ogsa viktige hos
dyr hvor de er i symbiose, for eksempel hos drovtyggere hvor de er med pa 4 bryte ned plantemateriale i
vomma. Sopp har ikke bare mange viktige roller i naturen, men har ogsa en rekke forskjellige roller innen
bioteknologi. Her er sopp mye benyttet innen industri til fermentering av matvarer og produksjon av
bioetanol. Men det finnes ogsa mange sykdomsfremkallende sopper som er patogene for planter og dyr

(Moore et al. 2011). Soppenes rolle 1 tarmene med tanke pa helseeffekter er lite kjent, og er fortsatt langt
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fra 4 bli forstatt (Strati et al. 2016). Men det er oppdaget at gjer kan ha en probiotisk effekt og dermed
en positiv effekt pa helse (Hatoum et al. 2012).

1.2.1 Systematikk
Sopper er en del av Eukaryotene og horer til soppriket (Fungi) som er naermere i slekt med dyreriket

(Animalia) enn planteriket (Plantae). Det kan vere sa mange som 1.5 millioner arter av sopp (UNITE
2017). Soppene deles opp i flere rekker; Stilksporesopper (Basidiomycota), Sekksporesopper (Ascomycota),
Endomycorthizasopper (Glomeromycota), Koplingssopper (Zygomycota) og Algesopper (Chytridionzycota)
(Moore et al. 2011). Det er antatt at rekkene sekksporesopper (Ascomycota) og stilksporesopper
(Basidiomycota) inneholder flest arter, 45% av artene horer til Ascomycota mens 39% av artene horer til

Basidiomycota (UNITE 2017), fordeling vist 1 figur 1.4.

Andre rekker Figur 1.4: Fordeling av antatte arter innen de
‘ 6% forskjellige rekkene basert pa sekvenser tilgjengelig
UNITE og INSD databasene. Verdier hentet fra
Uidentifisert
10% (UNITE 2017).
Ascomycota
45 %

Basidiomycota
39%
Mange sopper har seksuelle (teleomorph) og aseksuelle (anamorph) stadier. Under disse forskjellige
stadiene har soppene forskjellige utseender (Moore et al. 2011). For utvikling nye molekylere metoder
ble de forskjellige seksuelle stadiene tildelt forskjellige navn under det gamle navnsettingssystemet ICBN.
Disse navnene var ofte ikke innen samme slekt eller familie (Tang et al. 2015; Underhill, David M & Iliev,
Iliyan D 2014). Dette medforer problematikk nar man bruker offentlige databaser til 4 identifisere
soppnukleotidsekvenser (Underhill, David M & Iliev, Iliyan D 2014). Forste Januar 2012 ble ICBN byttet
ut med et nytt navnsettingssystem ICN (Zijlstra 2014). ICN har nye navnsettingsregler for sopp, som sier
at en sopp skal ha ett navn (Taxonomy 2017). Dette vil hjelpe med 4 redusere problematikken tilknyttet

at en sopp har blitt tildelt forskjellige navn etter seksuelle stadier.

1.2.2 Fysiologi
Sopper er heterotrofe organismer som betyr at de er avhengig av organisk karbon for cellevekst. Dette

karbonet er oppnadd pa 3 forskjellige mater. Sopper kan vare symbionter, hvor de lever sammen med
en vert uten 4 gjore skade. Som parasitt/patogen hvor den utnytter verten, eller som saprotrof hvor de
utnytter dodt materiale. Kun enkeltloselige naringsstoffer kan diffundere igjennom celleveggen med

transportproteinene i membranen. Storre molekyler ma derfor bli opplest enzymatisk pa utsiden for de
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kan absorberes. Absorberte naringsstoffer blir forst og fremst brukt til primarmetabolisme som driver
celleveksten. Etter en stund i vekst vil soppene starte a produsere sekundare metabolitter. Disse er ikke
nodvendig for vekst men funger som forsvar for soppen, ved 4 danne pigmenter som beskytter mot UV-

striling eller antibiotika som hindrer vekst av konkurrerende bakterier (Deacon 2006; Moore et al. 2011).

Soppers cellevegg inneholder kitin/kitosan med glukan og vokser i form av hyfer eller som enkeltceller i
form av gjer. Gjer er tilpasset til 4 ta opp oppleste naringsstoffer og til a tilpasse seg raske
miljeforandringer. De fleste gjaer er oval formet og reproduserer hurtig ved knoppskyting (budding).
Noen er stavformet og reproduserer seg ved a dele seg i midten til 2 like store datterceller. Gjerceller er
best tilpasset vekst i flytende substrat, mens hyfesopper er bedre tilpasset solide substrater. Dette skyldes
at hyfesopp kan penetrere igjennom solide substrater for a ta opp naringsstoffer. Dette gjores ved a skille
ut enzymer ved tuppen av den voksende hyfen som vokser innover i substratet (figur 1.5). Noen enzymer

er ogsa bundet til celleveggen. De oppleste nxringsstoffene tas opp langs hyfene (Deacon 2006; Moore
etal. 2011).

Hyfe Gjeer

- EnZYyMEr . SN
Ao ts e . / \. e
) . / /‘ / “
..... . \ > /
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- — “.\ ~ / ,\ /}’

\\ ‘/ o
AN / '
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Opptakssone

Figur 1.5: Viser nzringsopptak av hyte og gjersopper samtidig vises det at hyfesopp skiller ut enzymer ved
tuppen av den voksende hyfen. Figur hentet og modifisert fra (Deacon 20006)

Noen sopper er dimorfe, hvor de kan opptre bade som gjaer og som hyfesopp. Dimorf gjer kan danne
hyfer/pseudohyfer ved rette miljofaktorer. Under forandring av form endres cellestrukturen i celleveggen
seg, noe som er en viktig virulensfaktor. Cellestrukturen igjenkjennes av immunsystemet, dette gjor det
mulig 4 kjenne igjen patogene. Denne forandringen i cellestruktur er viktig for a unnga vertens

immunsystem (Deacon 2000).

Sopper sprer seg med bruk av sporer. Gjersopper er i stand til 4 torke inn til sporer mens hyfesopper
produserer sporer. De fleste sporer spres med luftveien og blir oftest spredd med vind eller kastet med
regndraper. Noen sopper har mekanismer som fysisk skyter sporene av garde, ved 4 bygge opp trykk i

kapsler. Nar trykket blir hoyt nok sprekker kapslene og sporene skytes av giarde 2 meter eller mer. Noen
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sopper er tilpasset spredning via insekter ved at de er klebrige og festes til insekter og utnytter insektet

som en vektor for 4 bli spredd (Deacon 20006).

Sporer produseres seksuelt eller aseksuelt, hvor seksuelle sporer er for overlevelse mens aseksuelle sporer
benyttes til spredning. Sporer inneholder ofte fargede pigmenter og har en tykk cellevegg (Deacon 2000).
Om sporer er 1 suboptimale tilstander, for eksempler ved mangel pa nzringsstoffer, feil temperatur eller
feil pH vil ikke sporene kunne spire, men holde seg i dvale og utsette spiringen. Denne dvaleformen
kalles eksogen dvale og blir brutt nar miljeet forandrer seg til optimale tilstander. Men noen sporer spirer
selv ikke under disse tilstandene og er avhengig av en annen faktor, som alder eller et fysisk sjokk, dette
kalles endogen dvale (Moore et al. 2011). Aseksuelle sporer har eksogen dvale mens seksuelle sporer ofte

er i endogen dvale (Deacon 2000).

1.2.3 Patogene sopper
Sopper kan vare patogene bade for insekter og planter. Patogene sopper hos insekter kalles

entomopatogene eller entomogenous, og forsaker sykdom som hemmer eller dreper insekter.
Mesteparten er ectoparasitter som smitter fra utsiden og penetrer igjennom kutikula, eller smitter via
tarmsystemet med sporer. Entomopatogene sopper er dimorf og finnes innen de fleste sopprekker, slik
som Ascomycota og Basidiomycota (Moore et al. 2011). Det finnes arter innen _Ascosphaera, Aspergillus og

Nosema som er kjente patogene sopper hos honningbien (Fries et al. 2006; McArt et al. 2014).

Plantepatogene sopper svekker eller dreper planter ved for eksempel dannelse av klorose, nekrose eller
ved 4 forsake torke 1 planten. Sopper penetrer planter igjennom celleveggen fysisk eller enzymatisk, men
de kan ogsa benytte skader i celleveggen eller ga inn stomata (spalteapning). Insekter er ofte en vektor til
spredning av plantepatogener, for eksempler barkbiller som infiserer traer de angriper. Slik som ved

insektspatogener finnes de innen de fleste sopprekker (Moore et al. 2011).

1.2.4 Sopp hos planter
Pollinatorer besoker planter og under denne interaksjonen overfores ofte mikroorganismer. Det er kjent

at det skjer overforing til planter med avforing fra honningbier (McFrederick et al. 2017). Dette er en
viktig interaksjon for a spre gjarsopper til blomster. Ved undersokelser av mikrobielt samfunn er
dyrkningsavhengige metoder mest brukt, men dyrkningsuavhengige metoder begynner a bli tatt mer i
bruk. Noen slekter av sopp ser ut til 4 vaere vanlige medlemmer hos blomster pa tvers av planterekker og
geografisk  omrade. Slik  som  Metschnikowia — (Ascomycota) og  Cryptococcns — (Basidiomycota).
Dyrkningsuavhengige studier som benytter seg av 18S ribosomalt RNA(rRNA) sekvenser er ofte
dominert av uidentifiserte sopper (Aleklett et al. 2014), samtidig som de ofte ogsda amplifiserer DNA fra

andre arter enn sopp (Hamad et al. 2012).
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Studier viser at mikrobiell sammensetning varierer fra plantedel til plantedel. Det er observert mye
mikroorganismer i pollen, ofte bakterier fra slekten Basiller ssammen med muggsopper fra Penicillinm og
Botrytis slektene (Heydenreich et al. 2012). Pollen er sett pa som en viktig spreder av mikroorganismer
mellom insekter og forskjellige planter (Aleklett et al. 2014). Nektarier er deler av planter som inneholder
mest mikroorganismer siden det er hoy fuktighet og god tilgang pa naringsstoffer. Den mikrobielle
sammensetningen er sterkt pavirket av nektars kjemiske egenskaper (Heil 2011). Gjar er ofte funnet hos
planter, uavhengig av art og lokalitet, og det er som regel observert svaert hoy tetthet av gjarceller i nektar
(Herrera et al. 2009). Nektar domineres av gjersopper fra bade Ascomycota og Basidiomycota, mens det er

observert fa hyfesopper (Aleklett et al. 2014).

Planter utsettes for en rekke forskjellige abiotiske faktorer (som temperatur og fuktighet) over
vekstperioden. Det er gjort fa studier som tar for seg sesongvariasjon av det mikrobielle samfunnet hos
planter, men det er forventet at sesong skal fore til variasjon i den mikrobielle sammensetningen (Aleklett
et al. 2014). Det er vist at soppsammensetning tilpasser seg forskjellig miljoforhold ved 4 oke funksjoner

som er tilpasse overlevelse i det spesifikke okosystemet (Bastida et al. 2013).

1.3 Bruk av Internal transcribed spacer som taksonomisk marker
Internal transcribed spacers (ITS) regionen er den mest brukte og foretrukne regionen innen molekylar

identifikasjon av sopp (Bellemain et al. 2010). De forskjellige rRNA genene sammen med I'TS regionene
blir benyttet til 4 bestemme soppens fylogeni (Schoch et al. 2012).

Det eukaryotiske rfRNA bestar av liten subenhet (18S), 5.8S og stor subenhet (28S) rRNA gener. Disse
genene transkriberes samtidig av RNA polymerase I. Under den posttranskripsjonelle prosessen fjernes
2 ITS regioner. Disse 2 I'TS regionene sammen med 5.8S genet kalles I'TS regionen. ITS1 er plassert
imellom den lille subenhet og 5.8S, mens I'TS2 regionen er plassert imellom 5.8S og den store subenheten
(Schoch et al. 2012; Tang et al. 2015). Oppbygning og de mest brukte primere innen ITS sekvensering
vises 1 figur 1.6. Samme systemet er brukt for rRNA genet for den lille subenheten (16S) hos prokaryoter
(Liu et al. 2012; Stackebrandt & Goebel 1994; Woese 1987).

Siden ITS ikke er del av de funksjonelle genene til rRNA er disse regionene variable (i sekvens og lengde).
Det er disse forskjellene som gjor det mulig a taksonomisk bestemme sopper ved bruk av ITS regionene
(Underhill, D. M. & Iliev, I. D. 2014). Det finnes flere kopier av tRNA per genom, og mengden varierer
ofte (100-200 kopier). Denne forskjellen gjor at man ma vare forsiktig med 4 kvantifisere sopp slekter
med bruk av I'TS (Tang et al. 2015). Noen primere tilknyttet I'TS sekvensering amplifiserer ikke kun sopp
DNA. Slik som primeren fiTS9 som er kjent for 4 ogsa amplifisere plante DNA (Taylor et al. 2016) og
BITS primeren som ikke var designet for a utelukke DNA som ikke kommer fra sopp (Bokulich & Mills
2013).
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Figur 1.6: Oppbygning av tRNA genet sammen med ITS regionene. Piler indikerer retning pa vanlig brukte
primere. Basert pa (Bokulich & Mills 2013).

Det er flere markorer i bruk innen bestemmelse av sopp, men disse er ofte spesialisert innen egne grupper
av sopp, slik som translation elongation factor 1-a hos Fusarium (O'Donnell et al. 2010) og B-tubulin hos
Penicillinm (Frisvad & Samson 2004). Ved bestemmelse av gjer har D1/D2 regionen av den store
subenheten ofte blitt benyttet (Fell et al. 2000). Primere for de proteinkodende genene er ofte veldig
spesifikke og har en smal rekkevidde innen arter som blir amplifisert, mens amplifisering av tfRNA gener

har en bredere rekkevidde (Schoch et al. 2012).

Siden starten av 1990-tallet, har I'TS regionen blitt brukt til 4 bestemme taksonomi av soppisolater. I lopet
av de siste arene har undersokelse av soppokologi startet 4 benytte seg av neste generasjons sekvensering
(NGS), men grunnet begrensninger tilknyttet leselengder pa sekvenseringen har kun deler av ITS
regionen blitt sekvensert i form av I'TS1 eller I'TS2 regionene (Blaalid et al. 2013). Under bearbeiding av
sekvensdata fra NGS blir sekvensene delt pa artsniva etter sekvenslikhet. Her blir sekvenser med en likhet
pa = 97% slatt sammen til sdkalte operational taxonomic unit (OTU)(Lindahl et al. 2013). Bade ITS1 og
ITS2 regionene gir begge lik taksonomisk sammensetning ved rekke- og ordensniva (Blaalid et al. 2013).
Noen hevder at I'TS1 regionen er i snitt noe mer variabel enn I'TS2 regionen (Nilsson et al. 2008). Studier
har vist at Illumina MiSeq platformen er best egnet til sekvensering av ITS1 regionen siden det er mulig
a sekvensere selv de lengste ITS1 fragmentene (Tang et al. 2015). Andre studier hevder at I'TS2 er mer
variable (Bazzicalupo et al. 2013). Men studier viser at bade ITS1 og I'TS2 gir i stor grad like resultater
(Blaalid et al. 2013).
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1.4 Polymerasekjedereaksjon
Polymerasekjedereaksjon (PCR) ble oppfunnet pa 1980-tallet av Kerry Mullis. Dette gjorde det mulig 4

amplifisere DNA med 3 trinn. Forst denatureres dobbeltradig DNA (dsDNA) ved 4 oke temperaturen
til 95°C. Andre trinnet binder primere seg til 3” enden av hver trad ved en temperatur ideelt 2-4°C under
smeltetemperaturen til primerne. Under det siste skrittet elongeres DNA triden ved en temperatur rundt
72°C med bruk av varme stabile polymeraser som binder deoksyribonukleosidtrifosfat (ANTP). Disse
stegene blir gjentatt 25-40 ganger. Det skjer en dobling av hvert DNA molekyl per gang. Dette gjor det
mulig 4 undersoke ikke-dyrkbare organismer (Pepper et al. 2014). Det er problematisk 4 kvantifisere sma
mengder DNA med vanlig PCR. Andre PCR-baserte metoder gjor det mulig 4 detektere lave mengder
med DNA/RNA. Det er mulig 4 kvantifisere ved bruk av kvantitativ PCR (qPCR) og digital droplet PCR
(Baker 2012).

1.4.1 Kvantitativ PCR
Under qPCR blir mengden PCR produkter som amplifiseres overvaket aktivt under hele PCR perioden.

Dette gjor det mulig 4 estimere mengden DNA/RNA i proven (Zhang & Fang 2006). Under PCR
amplifiseringen binder fluorescensmarkorer til DNA. Dette kan gjores med spesifikke markorer eller
uspesifikke markorer. Uspesifikke markorer som SYBR Green og EvaGreen binder til dsDNA, hvor
ingen fluorosens skjer i ubundet form men kun nar det er bundet til dsDNA (Giulietti et al. 2001).
Mengden fluorosens oker med den okende mengden av dsDNA. Det er detektorer som maler mengden
fluorescens fra proven. Nar fluorescensen nar en bestemt terskel blir en CT-verdi gitt som representer
syklusnummer. Det er med denne CT-verdien det er mulig a kvantifisere mengde DNA. For 4 kvantifisere
mengden DNA benyttes standardkurve laget av en fortynningsrekke hvor den kjente mengden DNA er
oppgitt (Zhang & Fang 2006). Under PCR dannes primer dimers som er primere som hybridiserer
sammen og danner dsDNA. Disse vil ogsa vare med pa 4 danne fluorosenssignal som medforer til
feilaktige avlesninger av provene. En mate 4 fjerne denne feilinformasjonen pa er ved bruk av
smeltekurve. Under dannelsen av smeltekurven oker temperaturen og dsDNA blir separert. Her blir
mengden fluorosens malt med en okende temperatur (Kubista et al. 2006). Den synkende mengden av
fluorosens ved forskjellige temperaturer vil indikere mengden produkt dannet under PCR og ikke

spesifikke produkter (Pepper et al. 2014).
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1.4.2 Digital Droplet PCR
Digital droplet PCR (ddPCR) bruker samme primere og prober som ved qPCR, men kan oppna mye

hoyere sensitivitet og presisjon. Dette gir et absolutt mal pa mengde DNA molekyler og antall kopier av
malsekvens (Baker 2012; Manoj 2016). Preven blir fordelt i 20 000 draper i en oljelesning, hvor DNA
blir tilfeldig fordelt blant drapene. Det blir kjort kvalitativ PCR pa drapene med fluorosens marker som
binder til dsSDNA under PCR. Drapene som inneholder malsekvens blir telt som positive mens draper
som ikke inneholder malsekvens blir telt som negative. ddPCR kvantifiserer DNA kopi nummer ved a
finne amplifiserbare molekyler i startproven ved a telle positive draper. Programvaren beregner
konsentrasjonen av malt DNA som antall kopier per ul (Baker 2012). Denne metoden benytter ikke

standardkurve slik som ved qPCR.

1.5 Sekvensering

Sekvensering domineres av forste og andre generasjons sekvensering, men tredje generasjons
sekvensering er allerede tatt i bruk. Forste generasjon generer 1 sekvens per prove, mens andre
generasjons sekvensering genererer flere sekvenser per prove, men har en kortere leselengde. Mens under

tredje generasjons sekvensering (T'GS) genereres lengre leselengder enn tidligere generasjoner.

1.5.1 Forste generasjons sekvensering
Sanger sekvensering ble funnet opp 1 1977 av Fredrick Sanger og hans kollegaer. Sekvenseringen benytter

DNA polymerase sammen med primer som driver DNA replikasjon 7z vitro med dNTP og di-
deoksyribonukleotidtrifosfat (ddNTP) som mangler OH-gruppe pa 3’-enden. bade dNTP og ddNTP
konkurrerer om 4 binde under replikasjon. Inkorporering av ddNTP medforer at replikasjonen stoppert,
noe som gir fragmenter i forskjellige storrelser som kan separeres med elektroforese (Sanger et al. 1977).
Metoden har blitt videre utviklet hvor ddNTP er merket med forskjellige fluorosens markorer per base.
De merkede fragmentene blir separert med kapillaer gel elektroforese, underveis blir fluorescensmarkorer
eksitert av laser 1 systemet. Avlesing av rekkefolge og fluorescensmarkeorer gir sekvensen (Metzker 2005).
Bruk av Sanger sekvensering kan oppna leselengder opp til 1200 basepar (bp) med en neyaktighet opptil
99.999% (Shendure & Ji 2008; Zhang et al. 2011).
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1.5.2 Andre generasjons sekvensering
Andre generasjons sekvensering er ogsia kjent som NGS. Det finnes flere plattformer innen NGS,

cksempler her er Roche 454 pyrosekvensering (sekvensering ved syntese), SOLID (sekvensering ved
ligering), Ion Torrent (sekvensering ved syntese og pH forandring) og Illumina (sekvensering ved
syntese). Bruken av NGS produserer mer data over kortere tid samtidig som det er redusert pris
sammenlignet med forste generasjons sekvensering. Ulempen er at det gir kortere leselengder med hoyere

feilprosent sammenlignet med sanger sekvensering. (Shendure & Ji 2008).

Illumina sekvensering starters med 4 preparere et bibliotek ved a feste spesielle adaptersekvenser pa
provene 1 begge ender med PCR. Sammen med disse adapterne er unike indekssekvenser som benyttes
for 4 identifisere provene bioinformatisk (Illumina 2015). Ved 4 benytte unike indekser pd begge ender
av provene reduserer muligheten for at indeksene blir tildelt feil prove under analyse (Nelson et al. 2014)
samtidig som det gjor det mulig 4 merke flere prover. Disse adapterne er tilpasset og fester seg til
komplementzre oligonukleotider som befinner seg pa en flytcelle (figur 1.7 a). Etter festing blir

fragmentene kopiert ved bro amplifikasjon som gjor at det blir dannet rundt 1000 identiske nabokolonier

med enkelttradet DNA (figur 1.7 b-d).

Avlesning er utfort med en metode kalt sekvensering ved syntese. Det benyttes 4 forskjellige merkede
fluorosensnukleotider for a sekvensere koloniene (figur 1.7 e). Under hver syklus blir 1 fluorokrom
merket dNTP tilsatt nukleinsyrekjeden og avlest. Hver base har en unik farge som brukes for a finne
sekvensen. En ny base kan ikke binde for fluorokromet er fjernet siden fluorokromet blokker 3’>OH
enden av den voksende DNA kjeden. Fluorokromene blir eksitert med bruk av laser og intensiteten av
fluorisensens fra hver koloni fotograferes og males (figur 1.7 f). Fluorokromene blir enzymtasik fjernet
etter avlesning slik at neste base kan binde. DNA tradene blir lest 300 bp hver vei, dette kalles paired end
sekvensering. Dette er med pa oke kvaliteten av sekvensene samtidig som det oker sekvens lengden
(Mlumina 2015). Etter sekvensering blir det gitt en Q-verdi som gir informasjon om kvalitetn pa
sekvenseringen. En Q-verdi pa 20 tilsvarer 99% noyaktighet mens en Q-verdi pa 30 tilsvarer en

noyaktighet pa 99.9%. Malet er a prove a fa en sa hoy Q-verdi som mulig (Illumina 2011).
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Figur 1.7: lllumina sekvenseringsprosessen, (a) binding av adaptorer til komplementzre oligonukleotider, (b) bro
dannelse, (c) bro amplifikasjon, (d) dannelse av nabokolonier, (e) tilforing av fluorokrom merket dANTP, (f)

inkorporering av riktig base og deteksjon av fluorescens. Figur er modifisert fra (wetware 2014).

1.5.3 Tredjegenerasjons sekvensering
TGS er en ny sekvenserings teknologi som har 3 viktige forbedringer sammenlignet med tidligere

sekvenserings generasjoner. Det er en okt leselengde, redusert sekvenseringstid og fjerning av ubalanser
dannet under PCR amplifikasjoner (Schadt et al. 2010). Det er 2 kommersielt tilgjengelig TGS DNA
sekvenserings teknologier, disse er Pacific Biosciences (PacBio) Single Molecule Real Time (SMRT)

sequencing og Nanopore sekvensering av Oxford Nanopore Technologies. Ved bruk av
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enkeltmolekylesekvensering, klon amplifikasjon og sekvensering av lengre molekyler, kan alle tre
teknologiene produsere leselengder pa flere tusen bp, men det er ogsa observert leselengder som passerer

100 000bp (Lee et al. 2010).

1.6 Mikroskopering

Det menneskelige oye har en begrensning som gjor at det ikke kan separere ting som er mindre enn 0,2
mm. Vi mad derfor benytte mikroskop for a kunne se sma detaljer i objekter som er mindre (Murphy

2002).

1.6.1 Lysmikroskop
Lysmikroskop har en lyskilde, 1 form av en gladetrad eller LED lampe. Lyset gir igijennom en rekke

glasslinser for 4 samle lyset pa proven. Lyset fra proven gar videre igjennom en objektivlinse og et okular
hvor begge forstorrer proven. Det synlige lyset har begrensinger nar det kommer til forstorrelse i
lysmikroskop. Den beste mulige opplesningen i lysmikroskop er 0,2 um, strukturer som er mindre kan

ikke skilles (Murphy 2002). For a kunne skille mellom mindre strukturer trengs elektronmikroskop.

Mye biologisk materiale er nesten ikke synlig med vanlig lysmikroskop. Derfor benyttes ulike metoder
for 4 gi provene kontrast. Det kan benyttes kontrastfargning hvor selve proven blir farget som gjor den
synlig. Eller sa kan det benyttes metoder for a gi optisk kontrast slik som faseforskyvning.
Faseforskyvning er en metode som omgjor faseforskyvninger i lyset som gar igjennom preven for a danne
et synlig bilde, med bruk av spesielle kondensatorringer i mikroskopet. Dette medforer faseforskyvning
og det oppstar en destruktiv interferens (gir et morkere signal). Dette oker kontrasten og far proven til 4

vises som merk mot en lysere bakgrunn (Murphy 2002).

1.6.2 Skanning elektronmikroskop
Elektronmikroskop benytter seg av elektroner istedenfor lys. Ved 4 bruke elektroner kan det oppna

bolgelengder som er 100 000 ganger kortere enn fotoner fra synlig lys. Dette gir elektronmikroskop enn

mye hoyere forstorrelses mulighet og opplesning enn vanlig lysmikroskop (Chandler & Roberson 2009).

Istedenfor en lyskilde benytter elektronmikroskop en elektronkanon som sender en primarstrale med
elektroner mot proven. Disse elektronene kontrolleres med bruk av et vakuumsystem sammen med
elektromagnetiske linser. Denne strilen flyttes punkt for punkt over preven langs en skannings linje
(derav navnet). Nar primearstralen treffer proven kan det medfore at sekundzre elektroner eksiteres. Det
er dette signalet som gir informasjonen som trengs for 4 danne topografiske bilder med hoy oppleselighet

av overflaten. Sekundare elektronene fangs opp av en Evenhart-Thorly detektor og brukes for a genere

bilde av proven (Chandler & Roberson 2009).
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1.7 Mil med masteroppgaven
Hos den europeiske honningbien (Apis mellifera) er bakteriesamfunn i tarmen godt studert, hvordan

bakterier etableres, dens sammensetning og variasjon (Engel et al. 2012; Kwong & Moran 2013;
Martinson et al. 2012; Moran 2015; Powell et al. 2014). Det er ogsa gjort flere undersokelser pa hvordan
denne bakterielle sammensetningen pavirker honningbiens helse (Brodschneider & Crailsheim 2010;
Rokop et al. 2015; Zheng et al. 2017). Men det er gjort fa studier pd honningbiens soppflora og ingen av
studiene har benyttet dyrkningsuavhengige metoder men kun brukt dyrkingsavhengig metode (Batra et

al. 1973; Gilliam & Prest 1972; Gilliam 1997; Good et al. 2014; Ptaszynska et al. 20106).

I henhold til tidligere studier var hovedmailet med masteroppgaven a utforske soppsamfunn
innenfor forskjellige tarmdeler hos honningbien over en sesong. Samtidig ble det undersgkt om
sammensetningen av sopp ble pavirket av sesong. For 4 undersoke dette ble dyrkningsavhengig og

uavhengige metoder benyttet med Sanger og Illumina sekvensering av I'TS regionen.

Grunnet lite informasjon om soppsamfunn hos honningbier ble flere undersokelser utfort med folgende

delmal.

- Undersoke mengde av sopp tilstede i tarmdelene over sesongen.

- Undersoke hvilken sopper som er tilstede i tarmen over sesongen.

- Se om det finnes en kjernegruppe med sopper tilstede i honningbietarmen.
- Undersoke hvilken sopper som lar seg dyrke.

- A undersoke om noen av de dyrkbare soppene har en antibakteriell effekt.

- Undersoke om det var synlig soppvekst i tarm med ulike mikroskoperings teknikker.
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2.0 Material og metode

2.1 Provemateriale
Bier fra tre kuber i As Akershus Norge ble samplet i mars, april, juni, juli, august og november. Det ble
originalt benyttet to kuber, kube 2 og kube 3. Men kube 2 mistet dronningen og ble byttet ut med kube

5 fra juni. Figur 2.1 viser flytskjema over forsekene utfort pa tarmdelene.

Innsamling 1 Mars April Juni Juli August November
og Kube 2 Kube 2 Kube 3 Kube 3 Kube 3 Kube 3
Dissekering Kube 3 Kube 3 Kube 5 Kube 5 Kube 5 Kube 5
ITS1 PCR Dyrkning Lysmikroskop 3 Kvantifisering
Amplifisering og og med qPCR
Soppisolering skanning
lllumina Index PCR elektronmikroskop
Normalisering
Kvantifiseri d i i
van Idlfl::;;g me Hel ITS PCR Antlbalfterlell
Amplifisering i
lNumina 2 o8 )
. . Sanger sekvensering
sekvensering miseq

D Innsamling utfort av medveileder og birokter
2 Tllumina sekvensering og bearbeiding av ridata utfort av medveileder
3 Farging og snitting av tarmer til lysmikroskop utfert av sykehuset i @stfold

Figur 2.1: Flytskjema som viser en skjematisk framstilling av Material og metode. Bld boks viser den
dyrkningsuavhengige prosessen, lysegronn viser den dyrkningsavhengige prosess og gra viser mikroskopering og

kvantifisering. Antall prover vist 1 vedlegg tabell Al og tabell A2.
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2.1.1 Innsamling av tarmdeler og miljoprover
Mars og november var bier samlet i klynge 1 midten av kuben og bier 1 ytterkant av klynge ble samlet.
Mens i april, juni, juli og august ble bier fra rammen narmest inngang plukket for a ta bier som har

trekket. Mengden individer samlet vises i vedlegg tabell Al.

Sukker ble samlet 1 mars, april, august og november, pollen ifra april, juni og juli og nektar ifra juni. Alle
provene ble samlet fra bikuber og lost i Phosphate buffered saline (PBS) (Sigma Aldrich, Steinheim,

Germany) til sluttvolum pa 1 ml for sukker og 500 ul for pollen og nektar.

Sterilt blakorkror (Greiner Bio-One, Osterrike) fylt opp til volum pa 50ml med blomster av Selje (Sa/ix
caprea), Hvitveis (Anemone nemorosa) og Hagelerkespore (Corydalis solida) ble samlet 1 april. Eple (Malus
domestica) ble samlet 1 juni. Blomster ble knust 1 stomacher (VWR, USA) 1 40 ml ringerslosning (Oxoid,
England) samme dag som innsamling til ringerslosning (Oxoid, England) ble blakket. Prover ble
sentrifugert 1 10 minutter ved 1300 RPM og supernatant ble fortynnet 1:1 med PBS (Sigma Aldrich,

Steinheim, Germany).

2.1.2 Dissekering

Bier ble avkjolt pa is i kjoleskap ved 0°C - 4°C for de ble dyppet i 50% etanol og tarm ble dratt ut etter
brodden og lagt pa desinfisert objektglass som var vasket med 1:10 klor og 70% etanol. Instrumenter ble
desinfisert mellom bruk. Dissekering ble gjort under stereo lupe ved 20 ganger forstorrelse. Tarmen ble
dryppet med nukleasefritt vann (VWR, USA) for 4 losne de malpighiske rorene. De malpighiske rorene
ble dratt ned og samlet sammen med ileum. Det ble kuttet imellom rektum og ileum og ileum og midgut
som demonstrert i figur 2.2 ¢ og b med skalpell. Bakkroppen ble klippet opp med saks og honningmage
ble hentet ut. Honningmage ble ikke samlet inn i mars. Honningmage, midtmage, ileum og rektum ble

brukt videre.
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Figur 2.2: Honningbietarm uten honningmage. (a) hele tarmen, (b) overgang mellom midtmage og ileum og (c)

overgang mellom ileum og rektum. Rede streker viser omrider kuttet. M = Midtmagen, I = ileum og R =

rektum.

2.1.3 Tarmdeler og miljgprover til dyrkning

Under flytting av de malpighiske rorene ble PBS (Sigma Aldrich, Steinheim, Germany) benyttet istedenfor
nukleasefritt vann (VWR, USA) for 4 ikke hemme potensiell soppvekst. Fem tarmdeler fra hver kube ble
slatt sammen i hvert sitt ror med 3 2,5-3,5mm syrevaskede glasskuler (Sigma-Aldrich, Tyskland) og 300ul
med PBS (Sigma Aldrich, Steinheim, Germany).

2.2 Dyrkning

2.2.1 Dytkning av isolater

De sammenslatte tarmdelene ble lysert med FastPrep (MP Biomedicals, USA) ved 1800rpm i 20
sekunder. Rorene ble toppet til 1ml med PBS (Sigma Aldrich, Steinheim, Germany) og blandet.
Dyrkningen 1 mars ble dyrket pa fire ulike medier. Disse mediene var PDA, PDA med sukrose, YMA og
V8 (Oppskrifter for medier i vedlegg Tabell B1). Det ble okt CO; ved bruk av GasPack™ EZ CO; sachet
(BD, USA) og aerobe forhold ved 25°C og 37°C i 1-2 uker. Dyrkning ble utfort ved 4 dryppe 10 pl pa
2-3 punkter pa mediet + spredning pa 20 ul. Under dyrkning i april, juni og august ble plate spredd med
35 ul samtidig som det kun ble brukt PDA og YMA medium benyttet acrob dyrkning ved 25°C og 37°C.

Alle dyrkninger ble utfort samme dag som dissekering for ikke a2 hemme potensiell soppvekst, siden
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nedfrysning av prever reduserer antall dyrkbare sopper (Griffith et al. 2009). Til dyrkning av miljeprover

ble oppleste pollen, nektar, sukker og blomsterprover benyttet. Samme dyrkingsforhold som tarmdeler.

PDA medium er et nzringsfattig medium optimalt for hyfevekst mens YMA medium er et naringsrikt
medium optimalt for gjer vekst. Inkubering ved 37°C var ogsda med pa 4 hemme mye hyfevekst, som
gjor det lettere 4 plukke gjeer isolater. Alle skaler var tilsatt 100 mg/1 kloramfenikol for plate helling for 4

hindre bakterie vekst under dyrkning.

Etter 2-7 dager inkubering ble hyfe og gjar isolater utvalgt pa grunnlag av morfologiske forskjeller. Gjar
isolater ble rendyrket pa YMA medium mens hyfesopp ble videre rendyrket pa PDA mediumet, begge
ved 25°C. Isolater ble spredd pa nye skiler minimum 3 ganger for 4 serge for rene isolater uten

forurensing.

2.2.2 Nedfrysning av isolater og miljeprover

Isolater og miljeprover ble overfort til ror med 1 ml med PBS (Sigma Aldrich, Steinheim, Germany) og
20% glycerol. Det ble overfort gjerceller eller hyfe sporer til PBS (Sigma Aldrich, Steinheim,
Germany)/glycerol blandingen ble blakket. Gjerisolater og miljoprover ble fryst ned ved -80°C mens
hyfesoppene ble fryst ned ved -40°C.

2.2.3 Antibakteriell testing

Det ble gjennomfert et eksperiment for 4 undersoke noen av gjaer isolatenes evne til 4 hemme
bakteriellvekst. Her ble det benyttet 3 gjerisolater fra rektum fra bietarm. 2 av bakterie isolatene stammet
ogsi fra bietarm, mens et isolat var FEscherichia coli kultur. Bade gjaer og bakterie isolater ble dyrket opp ved
36°C + COy i 2-3 dager hvor gjer ble spredd pa YMA medium mens bakterier ble spredd pd TSA
medium. Alle isolater ble ren spredd to ganger for 4 sikre seg rene kulturer. Bakterier og gjer ble lost i
saltvann (0,85%) til det ble oppnidd en McFarland verdi pa 0,8(tilsvarer 2.4x10° CFU/mL), utenom E.
coli som hadde en verdi p 0,5 (tilsvarer 1.5x10° CFU/mL). McFarland viser turbiditet av fortynningene.
Bakterier ble spredd pa TSA skdler med bomullswab 3 ganger for 4 dekke hele skalen for a4 danne et
bakterieteppe. Deretter ble 3 punkter pa 10 pl med gjar pipettert over utstryket. Etter 2 dager inkubering
ved 36°C med okt CO; ved bruk av GasPack™ EZ CO, sachet (BD, USA) ble inhiberings sone fra gjer

isolat til bakterie teppe malt med linjal.

2.3 DNA ekstraksjon

2.3.1 Preparering av provemateriale
Blomsterprover ble vakuumfiltrert med sterilt 45 nm nitrocellulose filter (Merck Millipore, Tyskland).
Filter, 100 pl av opplest pollen, nektar, sukker og tarmdeler ble overfort til ror med 0,2 ¢ med <106pum

syrevaskede glasskuler, 0,425-0,600 mm glasskuler og 2 2,5-3,5 mm syrevaskede glasskuler (Sigma-
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Aldrich, Tyskland) og 300 ul stool transport and recovery (S.T.A.R) buffer (Roche, Tyskland). S.T.A.R
buffer hemmer degradering av DNA, samtidig som det hindrer vekst (Espy et al. 2006). Mengden S.T.A.R
buffer varierte fra tarmdelene. Til rektum og midtmagen ble det benyttet 300 ul mens til ileum og

honningmage ble 200 ul benyttet.

20 ul av gjerisolater og >2.5 cm” hyfer fra hyfesopper ble overfort til hvert sitt ror med 300 ul STAR
buffer og 0,2 ¢ med <106 pm syrevaskede glasskuler og 2 2,5-3,5 mm syrevaskede glasskuler, med
sterilisert utstyr vasket i 1:10 losning klor, dyppet i 96% etanol og brent av. Prover ble lagret ved -20°C

for videre bruk.

2.3.2 Lysering og ekstraksjon
Mekanisk lysering av prover ble utfort to ganger med FastPrep (MP Biomedicals, USA) ved 1800 rpm i
40 sekunder, med 5 minutters venting mellom hver lysering. Etter lysering ble provene sentrifugert ved

13000 rpm i 5 minutter for 4 skille glasskuler og cellemateriale fra DNA.

MagTM mini kit (LGC, Middlesex, UK) ble benyttet til ekstraksjon av DNA fra isolater og tarmdeler
etter produsents anbefalte protokoll. Lysis buffer og proteinase ble tilfort supernatanten etterfulgt av
inkubering ved 55°C i 10 minutter for a fjerne protein rester. Etanol og paramagnetiske kuler ble tilfort
DNA suspensjonen for 4 binde DNA. Supensjonen gikk igjennom tre vaske trinn med to vaskebuffere
for 4 fjerne urenheter. Siste skrittet ble det vaskete DNA sluppet fra de paramagnetiske kulene med bruk
av elution buffer. Ekstraksjonen ble utfort automatisk med KingFisherTM Flex Magnetic Particle

Processor, (Thermo ScientificTM, Waltham, USA).

2.4 PCR

Full oversikt over alle primere benyttet er vist i vedlegg C1 og temperaturprofiler finnes i vedlegg tabell
C2, C3, C4 og C5.

2.4.1 Primer optimalisering og testing

Alle kvalitative PCR og gradient PCR ble utfort ved 4 ta 1 ul templat DNA fra ekstrahert DNA sammen
med 5x HotFirePol DNA polymerase Ready to load (Solis BioDyne, Estonia) i 1x konsentrasjon,
Forward og revers primer i 0,2 pM konsentrasjon med et sluttvolum pa 25 pl. Nukleasefritt vann (VWR,
USA) ble brukt som negativ kontroll. Provene ble sentrifugert i 5 sekunder for PCR. Alle kvalitativ PCR
amplifiseringer ble utfort med 2720 Thermal Cycler (Applied Biosystems, Foster city, USA).

Gradient PCR for testing av optimums temperatur for ITS-1 forward primer og I'TS2 revers primer ble
utfort med Mastercycler® (Eppendorf, USA). program ved temperatur pa 55,5 °C med en gradient pa
8°C.
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For testing av primer kombinasjon for amplifisering av sopp DNA ble primere oppgitt 1 vedlegg tabell

C2 testet med kvantitativ PCR med DNA fra soppisolater fra bie tarm og DNA fra bie hjerne.

2.4.2 Kvalitativ PCR

Alle kvalitative PCR ble utfort med samme forhold som ved 2.4.1. For a amplifisere ITS1 regionen til
Illumina sekvensering fra tarmdeler ble BITS forward primer og B58S3 revers primer benyttet. For 4
amplifisere hele ITS regionen til sanger sekvensering ble BITS forward primer og I'TS4 revers primer
benyttet. For 4 lage standardkurver til gPCR ble templat DNA fra sopp isolat fra tarm benyttet til 4
amplifisere I'TS1 regionen med samme primere som til Illumina sekvensering. For kvantifisering av bie
DNA fra de ulike tarmdelene ble standardkurver av vitellogenin benyttet til qPCR. Vitellogenin regionen
ble amplifisert med templat DNA fra biehjerne med Vitellogenin f forward primer og Vitellogenin r

revers primer. PCR program vist 1 vedlegg tabell C3.

2.4.3 Illumina Index PCR

Til ITS1 regionen ble det satt pa indeks og Illumina adapterer med index PCR. Forst ble ITS1 regionen
amplifisert som forklart i 2.4.1 og renset som i 2.5.1. 1 ul rensede PCR produkter ble tilfort Illumina
adaptorer sammen med unike indekser. Det ble benyttet 16 forward og 32 revers indekser, som ga
mulighet til 512 forskjellige prover (oversikt over indeks primere vises i vedlegg tabell C4). Provene ble
tilsatt 0,2 uM ITS1 forward og revers primere, 1x FIREPol® Master Mix Ready to Load (Solis BioDyne,
Estonia) og nuklease fritt vann (VWR, USA) til sluttvolum pé 25 pl. Provene ble sentrifugerti 5 sekunder
for PCR

2.4.4 Kvantitativ PCR

For a bestemme antall gen kopier av sopp DNA og bie DNA ble kvantitativ PCR benyttet. Vitellogenin
ble benyttet for a kvantifisere bie DNA mens ITS1 ble benyttet for 4 kvantifisere sopp DNA.
Kvantifiseringen ble utfort med LightCycler 480 II (Roche) benyttet med 0,2uM forward og revers
primere (vedlegg tabell C5). 5x HOT FIREPol® EvaGreen qPCRMix Plus (Solis BioDyne, Estonia)
fortynnet til 1x ble benyttet som fluorisens markor. Det ble benyttet 5 pl templat DNA, sluttvolum 20 pl

og nukleasefritt vann (VWR, USA) ble benyttet som negativ kontroll.

Verdier fra fortynningsrekker ble benyttet til 4 lage standardkurver (vedlegg figur D1 og D2). Utregning
av kopinummer til standardkurve ble gjort med SciencePrimer kopinummer kalkulator (Primer 2017)

Antall kopinummer sopp DNA ble normalisert mot antall kopinummer bie DNA.

2.4.5 Digital Droplet PCR
For 4 lage Illumina bibliotek ble prover som ga utslag pa gel etter Illumina indeks PCR valgt til

sekvensering og sammenslatt. Styrke pa gel ble brukt som mal pa mengde DNA tatt ut per prove. Svakt
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band 8 ul DNA, normalt band 4 ul DNA og sterkt band 2 ul DNA. Det ble benyttet en DNA standard
pa alle gelene, som ga band med normal styrke for 4 unnga potensiell feilavlesning grunnet
kontrastforskjeller (Vedlegg figur D3 viser eksempel pa gelbilde). Bibliotek ble sammenslitt med

Biomek® robot (Beckman Coulter, USA) og manuelt renset som forklart i 2.5.1. for kvantifisering.

For a kvantifisere Illumina biblioteket for sekvensering ble ddPCR benyttet. Det ble laget en
fortynningsrekke av biblioteket fra 107 til 10”°. Hver fortynning ble tilsatt 2x super mix for EvaGreen
(BioRad, USA), 10 uM Forward og revers Illumina colony primere. Til en sluttkonsentrasjon pa 1x Super

mix for evagreen og 0,2 uM primere med et sluttvolum pa 23 pl.

Under drapegenering ble 20 ul av provene sammen med 70 ul olje ble tilfort dripegeneringskassett
sammen med pakning og generert med BIO-RAD QX200™ Droplet Generator (BioRad, USA). 40 ul
av draper ble overfort til PCR plate som ble forseglet med BIO-RAD PX1™ PCR Plate Sealer (BioRad,
USA). Etter forsegling ble PCR med folgene program benyttet 95°C i 5min, 40 sykluser med 95°C i 30s,
60°C130s og 72°C i 45s, 5 minutter ved 4°C etterfulgt av 5 minutter ved 90°C for PCR blokken ble kjolt
ned til 4°C. Kvantifisering ble utfort med BIO-RAD QX 200™ tm droplet reader (BioRad, USA).

2.5 PCR Rensning og kvantifisering
2.5.1 Rensing av PCR produkt med AMPure XP

AMPure® XP kuler (Beckman Coulter, USA) ble benyttet for 4 rense PCR produktene. Her ble det
benytter paramagnetiske kuler med karboksyl molekyler som binder DNA reversibelt. Dette ble gjort for

a fjerne sma fragmenter, for eksempel primerdimers.

40 pl av PCR produktet ble blandet med 40 ul AMPure XP beads (Beckman Coulter, USA) og inkubert
ved romtemperatur i 5 minutter. Provene ble satt pa magneter i 2 minutter for supernatten ble fjernet.
Fortsatt pa magnet ble kulene vasket to ganger med fersk blandet 80% etanol, hvor etanolen var i provene
1 30 sekunder for fjerning. Etter fjerning av etanol lufttorket kulene i 15 minutter for de ble fjernet fra
magnet og tilsatt nukleasefritt vann (VWR, USA) og blandet forsiktig opp og ned 10 ganger. Provene ble
inkubert ved romtemperatur i 2 minutter for eluering av DNA for provene ble plassert pa magneti 2 nye
minutter og renset DNA ble tatt ut. Rensing ble utfort bade manuelt med bordmagnet (VWR, USA) og

automatisk med Biomek® robot (Beckman Coulter, USA).

2.5.2 Kvantifisering med Qubit og gel

For 4 kvantifisere DNA ble Qubit (Thermo Fisher Scientific, USA) benyttet. Dette var gjort ved 4 blande
provene med Quant-iT Working solution (bestiende av 1:200 blanding av Quant-iT ™ reagent med
Quant-iT ™ buffer). Provene stod i romtemperatur 1 2 minutter for de ble kvantifisert med QubitTM

fluorometer (Thermo Fisher Scientific, USA).
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Undersokelse av DNA fragmentstorrelse ble gjort med 100 brenns gelelektroforese (VWR, USA) hvor
PCR produkt ble kvantifisert pd 1.5% agarosegel med PeqGreen RNA/DNA fargestoff (Peqlab,
Tyskland) sammen med 100bp DNA ladder, (Solis BioDyne, Estonia) for a indikere fragmentstorrelser.
Gelelektroforese ble utfort med 130v i 45-60 minutter og visualisering ble gjort med Molecular Imager®
Gel Doc™ XR Imaging System (Bio-Rad, USA).

2.6 Sekvensering

2.6.1 Sanger sekvensering
Fra isolater ble Hel ITS PCR produkt sendt til GATC-biotech (Tyskland) for rensing og
sangersekvensering med Supremerun 96, etter supremerun anbefalinger. Kun sekvensering av forward

(BITS) primer ble utfort.

2.6.2 Illumina Miseq sekvensering

Illumina bibliotek med konsentrasjon pa 4 nM ble preparert og fortynnet til 7 pM etter 16S Metagenomic
Sequencing Library Preparation protokoll (Ilumina, USA). Dette innebar denaturering med NaOH.
Prover ble blandet ved romtemperatur etterfulgt av 5 minutter inkubering ved romtemperatur for a
separere tradene. 7 pM biblioteket ble tilsatt 15% PhiX og overfort til reagens kartong v3 (Illumina, USA)

og sekvensert med Illumina MiSeq sekvenserings platform med 300bp paired end.

2.7 Mikroskopering

2.7.1 Skanning elektronmikroskop
Hele honningbietarm uten honningmage og brodd fra november ble lagt i ror med 1 ml fiksesingsbuffer,

bestiende av 2% Paraformaldehyde, 0.1M PIPES, 1.25% Glutaraldehyde. Tarm i buffer ble lagret i
kjoleskap 12 mnd. Buffer ble fjernet og tarm ble skyllet 3 ganger med buffer og lagret pa buffer i kjoleskap.
Etter 24 timer ble buffer fjernet og tarm dehydrert i 15 minutter hver 1 70%, 90%, 96% og 4 ganger i
100%. Tarmene torket med kritisk punktorker og dekket med lag av 80%/20% gull og palladium med
Sputter coating. SEM ble utfort med Zeiss EVO 50.

2.7.2 Lysmikroskopering av sopp

Hel tarm med brodd fra mars, april og august ble overfort til ror med 1ml 4% formaldehyd. Kontrast
farging av vev med en universal vevsfarge og hyfesopp, innsteping og snitting ble utfort av Sykehuset
Ostfold med en automatisert metode. Snitt ble undersokt ved vanlig lysmikroskopiering mens for levende

hyfer og gjar ble det benyttet fasekontrast. All LM ble utfort ved 400x og 1000x forsterrelse.
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2.8 Datanalyse

2.8.1 Identifisering og alignment

Isolater fra sanger sekvensering og OTUer fra Illumina sekvensering ble identifisert med BLAST med
BLASTn algoritmen (BLAST 2017). BLASTn algoritmen sammenligner og finner de mest like DNA
sekvensene fra DNA databasen. Isolater som ikke fant noe lignende sekvens i BLAST databasen ble
undersokt i UNITE soppdatabasen (UNITE 2017). OTUer fra Illumina sekvensering ble sammenlignet
med BLLASTn algoritmen med sekvenser fra sanger sekvenseringen. OTUer som ikke var tilknyttet sopp
ble fjernet. Taksonomi av OTUer ble bestemt med bruk av Mycobank (MycoBank 2017) og
Artsdatabanken (Artsdatabasen 2017).

Isolater som ble identifisert likt pa taksonomisk niva med BLAST ble sammenstilt (alighed) med
MUSCLE alignment. MUSCLE alignment benyttes til 4 sammenstille protein og DNA sekvenser og gir
hoyere noyaktighet sammenlignet med andre metoder (Edgar 2004). Sammenstillingene ble skilt ved 1bp
forskjell med parvis sammenligning (pairwise comparison). Sammenstillinger av hyfesopp og gjersopp
ble benyttet til 4 danne sirkulere kladogram med neighbor joining algoritme. Dette er en algoritme for 4
rekonstruere fylogenetiske trer ved 4 sammenligne narliggende sekvenser. Det ble benyttet Kimura 80
Substitusjonsmodell som tar for seg mutasjons hastighet. For 4 illustrere hvor stabile grenene i trerne er,

ble det gjort bootstrapping med 1000 replikater.

Sekvensbehandling ble utfort med CLLC Main Workbench 7.7.3 med MUSCLE addon benyttet. For 4
lage kladogram av alle hyfe og gjaersopp isolater ble 2 hyfesopp og 7 gjersopp isolater fjernet for a ikke

for korte sekvenssammensetning.

2.8.2 Bearbeiding med QIIME og USEARCH v8
Ra sekvenser fra Illumina MiSeq ble bearbeidet med Quantitative Insights Into Microbial Ecology
(QIIME) og USEARCH versjon 8. QIIME er en pipeline for a utfore microbiota analyser av ra DNA

sekvenser mens USEARCH benyttes til 4 filtrere sekvenser og fjerne chimeras.

Paired end sekvenser ble sammenslatt med overlapp og demultiplexed med QIIME. Her blir sekvensene
fordelt til hver sin prove basert pa informasjonen tilknyttet index primere, samtidig blir primer sekvenser
fiernet. For 4 fjerne sekvenser med darlig kvalitet ble sekvenser kortere enn 100bp og med en e-verdi
lavere enn 0.5 filtrert bort med USEARCH versjon 8. OTUer gruppering av filtrerte sekvenser ble utfort
med terskel pa 97% likhet og sjekket for chimeras di novo i USEARCH versjon 8. OTU tabell ble
normalisert til 4000 sekvenser fra hver prove. Identifisering av mest utbrette OTU Signalsekvenser ble
utfort med BLAST (BLAST) og UNITE soppdatabasen (UNITE 2017). Alpha og Beta diversitets
beregning utfort med Core_diversity_analysis med QIIME.
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2.8.3 Statistikk
Standard feil av gjennomsnittet (Standard error of the mean) for normalisert soppmengde for de

forskjellige tarmdelene ved forskjellige tider ble beregnet med folgende formel

Standardavvik

VAntallprgver

standard feil av gjennomsnittet =

For 4 undersoke signifikant forskjell av mengde normalisert sopp 1 bietarm ble det benyttet student t-test
med ANOVA ved 5% signifikans nivda med bruk av R versjon 3.3.1 sammen med R commander plugin

(med hjelp av Raju Rimal). Folgende model ble benyttet.

Normalisert DNA ~ Tarmdel + Maned + Tarmdel * Maned

Side 27 av 64



3.0 Resultater

3.1 Primer optimalisering
Primerkombinasjonen BITS/B58S3 for ITS1 regionen amplifiserte alle soppisolater isolert fra

honningbietarm men amplifiserte ikke DNA fra bie. Denne kombinasjonen ble valgt som primere til
qPCR og Illumina sekvensering. Bide BITS/ITS4 og BITS/ITS4_KYO1 primer kombinasjonene for
hele ITS regionen amplifiserte alle soppisolatene fra honningbietarm som ble testet under
optimaliseringen, samtidig som de ikke amplifiserte bie DNA. BITS/I'TS4 kombinasjonen ga 12 sterkere
band sammenlignet med BITS/ITS4_KYO1 (Vedlegg figur C1). BITS/TTS4 ble videre testet pa alle
soppisolatene fra honningbietarm hvor alle isolatene ble amplifisert og ble derfor benyttet til hel I'TS

sekvensering med sanger sekvensering.

3.2 Kvantifisering av sopp DNA i tarmdeler

Tilfeldige utvalgte tarmprover viste DNA innhold fra ikke mdlbart til 5,55 ng/pul med Qubit. For 4
kvantifisere mengden sopp over sesongen ble Kvantitativ PCR benyttet. Normaliserte mengde av DNA
er vist 1 figur 3.1. Rektum inneholder mer sopp DNA enn bie DNA i mars. Hoye mengder i april, men
mengden ble lavere fra juni og videre. Midtmage inneholdt lave mengder sopp DNA men mengden okte
1 juni og juli. Mengden gikk ned igjen fra august. Mengden sopp DNA 1i ileum ble lavere fra juli.
Honningmagen hadde en jevn mengde sopp DNA igjennom hele sesongen. Det var ingen signifikant
forskjell i mengden DNA i honningmagen over sesongen. Det var signifikant hoyere mengde DNA 1
midtmagen i juli. Det var signifikant lavere mengde DNA 1i ileum fra august. Det var signifikant lavere

mengder DNA fra juni i rektum. P-Verdier og T-Verdier vist 1 vedlegg tabell D1.
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Figur 3.1: Mengden normalisert sopp DNA i forskjellige tarmdeler over forskjellige maneder. Tarmdeler fra to
forskjellige bikuber er sammenslatt og verdier er oppgitt i log verdier med Standard feil av gjennomsnittet. Bld
strek viser honningmage, oransje strek viser midtmage, gronn viser ileum mens rod viser rektum. * betyr P-verdi
= <0,05, ** betyr P-verdi 0.01 og *** betyr P-verdi = <0,001. I midtmagen var juli signifikant hoyere enn alle
andre maneder (***). I ileum var mars signifikant heyere enn november (¥), april signifikant hoyere enn august
(**) og november (**¥), juni signifikant hoyere enn august (***) og november (**¥) og juli signifikant heyere enn
november (*¥). I rektum var mars signifikant heyere enn juni (*¥), juli (***), august (***) og aovember (***) og

april var signifikant hoyere enn juli (¥), august (***) og november (¥**).

3.3 Dyrkningsuavhengig metode

Det ble forberedt 484 prover til sekvensering, men kun 130 inneholdt nok DNA til sekvensering. Det
var ikke nok DNA 1 midtmage prover fra August, honningmage prover fra april og august eller fra sukker
og nektarprover til sekvensering. Etter normalisering av sekvensene var det 118 prover igjen. Fra de 118
provene ble 2334 OTUer funnet hvor 394 av OTUene ble undersokt og identifisert om mulig med
BLAST og UNITE. De resterende OTUene som ikke ble undersokt tilsvarte 2% av totale sekvenser fra
tarmprovene. Oversikt i vedlegg Tabell E1.
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Av undersokte OTUer var 135 (34,26%) ikke mulig 4 bestemme, disse tilsvarte 12% av totale sekvensene
fra tarmprovene. Av disse hadde 23 OTUer ikke noe likhet med databasene (6,78% av sekvensene), 87
OTUer ble identifisert som ukultiverte isolater (4.11% av sekvensene) og 25 OTUer lot seg ikke
bestemme (1,18% av sekvensen) siden de ble identifisert som forskjellige sopper som ikke hadde noen

sammenheng med hverandre. Blant miljoprovene ble det ble observert haoyest mengde ukjente OTUer

(Vedlegg tabell E1).

Av bestemte OTUer ble 67.5% bestemt ned til arts niva. Iblant OTUene ble det observert bade insekts
og plante patogen sopper og 9 OTUer bestemt som planter mens 7 OTUer viste seg a vare Oomycota.
Disse OTUene ble fjernet fra datasettet siden de ikke horer til soppriket, og 377 OTUer ble igjen. Alle

tarmdelene hadde =298.75% andel soppsekvenser utenom 2 rektum prover 1 fra juni (91,78%) og 1 fra

Juli (89.35%).

3.3.1 Alfa diversitet

For 4 undersoke diversitet innad 1 prover ble det beregnet alfa diversitet. Her ble mengden observerte
arter, Simpsons 1-D og Shannon indeks beregnet, visti tabell 3.1. Det var en hoy diversitet i de forskjellige
tarmdelene i april og juni, utenom honningmagen. Midtmagen og rektum er tarmdelene med hoyest alfa
diversitet hvor rektum hadde hoyest alfa diversitet i juni og juli. Antall observerte arter okte fra mars til
juni og falt etter juli. Det var flest observerte arter i midtmagen i juni mens honningmagen inneholdt
taerrest observerte arter. Rarefaction kurven (rarefaction curve) som vist i vedlegg figur E1 viser at antall

observerte arter flater ut ved 1500 sekvenser, utenom midtmagen 1 juli som flatet ut ved 3500 sekvenser.
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Tabell 3.1: Alfa diversitet i form av observerte arter, Simpsons 1-D og Shannon indeks med standardavvik i

forskjellige tarmdeler over forskjellig tid. Tarmdeler fra to forskjellige bikuber er sammenslétt. n viser antall prover.

n Observerte Shannon

arter Simpsons 1-D indeks
Mars Midtmage 5 2649 0,57+0,13 1,8+0,5
lleum 3 22,4 5,5 0,41+0,13 1,4+£0,6
Rektum 4 22,8+ 8,6 0,42+0,22 1,6+0,7
April Midtmage 7 68,5+ 12,5 0,81 +£0,08 3,5+0,6
lleum 7 42,5+8,8 0,77 +£0,14 3,1+0,8
Rektum 15 78,326 0,78+0,13 3,4+0,8

Juni Honningmage | 1 17,4 +1 0,20+0,01 0,8%+0
Midtmage 13 131,7 £39,5 0,80+0,19 4,1+1,1
lleum 4 93,5+ 23,5 0,77 £0,19 38+1,1
Rektum 3 86,2 +16,4 0,89 +£0,03 42+04
Juli Honningmage | 4 54,2 + 40,2 0,60 + 0,08 2,3+0,2
Midtmage 17 82,9+37,7 0,49 +£0,24 2,1+1,1
lleum 7 71,6 £23,4 0,48 £0,25 2,1+1,1
Rektum 4 85,2+41,8 0,87 £0,05 4,1+0,8

August lleum 1 9,4+1 0,33 +0,01 1,1+0
Rektum 7 16,8 £ 15,5 0,39+0,29 1,4+1,3

November Honningmage | 1 6,614 0,48+0 1+0

Midtmage 1 22+0 0,81+0 2,8+0

lleum 1 28,324 0,47 £0,01 1,4+0

Rektum 1 139+1,1 0,72+0,01 2,320

3.3.2 Beta diversitet

For 4 undersoke diversitet imellom prover ble betadiversitets beregninger utfort i form av Bray-Curits

Principal coordinates analysis (PCoA) plott som vist i figur 3.2. Tarmdelene legger seg forskjellig avhengig

av hvilken maned de er innsamlet. Tarmdelene fra mars og april legger seg langs PC3 aksen. Tarmdelene

fra juni og juli legger seg langs PC1 aksen, mens tarmdelene fra august og november legger seg langs PC2

aksen. De eneste provene som ikke var pavirket av sesong var prover fra pollen og blomster som la seg

mot midten (ikke avbildet i figur 3.2).
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Figur 3.2: Bray-Curtis PCoA plott av sopp diversitet i forskjellige tarmdeler over forskjellige maneder. Bla

prikker viser honningmage, gule prikker viser midtmage, gronne prikker viser illeum mens rede prikker viser

rektum. BIa sirkler viser mars og april, rod sirkel viser juni og juli mens grenn sirkel viser august og november.

3.3.3 Fordeling av sopprekker over sesongen

Fordeling av sopprikene fra tarmdelene 1 mars, april, juni, juli, august og november ble undersokt, vist i

figur 3.3. Det ble observert mest variasjon innen Ascomycoyta og Basidiomycota. Ascomycota dominerte i mars

(81%), april (51%) juni (50%), juli (71%) og august (81%) mens Basidiomycota i november (67%).

Ascomycoyta var observert i november (29%) og Basidionzycota i april (28%), juni (30%) juli (16%) og august

(7%). Rundt 20% av sekvensene var ukjent i mars, april, juni og juli.
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Figur 3.3: Fordeling av sopprikene i prosent. Ascomycota 1 blatt, Basidiomycota 1 rodt, Zycomyeota i gront og sopper
som er ukjent i gratt fra alle tarmdelene 1 mars, april, juni, juli, august og november. Tarmdeler fra to forskjellige

bikuber er sammenslitt n viser antall prover.

Fordeling av sopprikene fra forskjellige tarmdeler i mars, april, juni, juli, august og movember ble
undersokt, vist i figur 3.4. Honningmagen var dominert av Ascomycota 1 juni (97%) og Juli (74%) mens
november var dominert av Basidiomycota (99,5%). I midtmagen dominerte Ascomycota 1 mars (81%), april
(66%), juni (53%) og juli (76%) mens Basidomycota dominerte i november (74%). Det var observert
Basidomycota i juni (28%) og juli (13%) og Ascomycota 1 november (15%). Ascomycota dominerte 1 ileum i
mars (95%), april (73%), juli (77%), august (85%) og november (98%) mens Basidionzycota dominerte 1 juni
(43%). Det var observert Ascomycota i juni (37%) og Basidiomycota i april (19%), juli (10%), og august (14%).
I rektum dominerte Ascomycota 1 mars (72%), juni (38%) og 1 august (80%) mens Basidonzycota dominerte i
april (41%), juli (44%) og i november (94%). Det var observert Ascomycota 1 april (34%), juli (36%) og
Basidomycota i juni (34%).

Fordeling av sopprikene Ascomycota, Basidionycota, Zycomycota blant miljeprover vises 1 vedlegg figur E2.

Mens detaljert innhold per prove vises i vedlegg figur E3 og E4.
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Figur 3.4: Fordeling av sopprikene i prosent. Ascomycota 1 blatt, Basidiomycota 1 rodt, Zycomyeota i gront og sopper

som er ukjent i gratt i forskjellige tarm delene i mars, april, juni, juli, august og november. Tarmdeler fra to

forskjellige bikuber er sammenslatt. n viser antall prover.
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3.3.4 Fordeling av soppklasser over sesongen
Videre ble fordelingen pa klasseniva av Ascomycota undersokt ettersom de eneste klassene som viste noe

torskjell i Basidonycota var Tremellonycetes, Microbotryomycetes og Agaricomycetes. Disse klassene er kjent som
saprofytter, endofytter, mykorrhiza og som plantepatogene. Fordelingen pa klasseniva innen Ascomycota

fra tardelene 1 mars, april, juni, juli, august og november ble undersokt, vist i figur 3.5.

n=12 n=29 n=21 n=32 n=8 n=4
100%
o
20%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%
0%
Mars April Juni Juli August November

m Saccharomycetes m Dothideomycetes m Eurotiomycetes
Taphrinomycetes M Leotiomycetes M Resterende

Figur 3.5: Fordeling av soppklassene Saccharomycetes, Dothideomycetes, Enrotiomycetes, Taphriononycetes, Leotiomycetes og
di resterende sopprekkene slitt sammen innen Ascomycota fra alle tarmdelene i prosent. Tarmdeler fra to
forskjellige bikuber er sammenslatt. Tarmdeler fra to forskjellige bikuber er sammenslitt. n viser antall prover.

Total mengde Ascomycota vises 1 figur 3.3.

Klassen Saccharomycetes dominerte 1 mars (77%), april (70%), august (93%) og november (98%) mens
Dothideomycetes dominerte 1 juni (47%) og juli (85%). Saccharomycetes var observert i juni (24%), Eurotionzycetes

observert i mars (22%) og april (23%) og Taphrinomycetes observert i juni (13%) og juli (8%).
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Figur 3.6: Fordeling av soppklassene Saccharomycetes, Dothideomycetes, Enrotiomycetes, Taphrionomycetes, Leotiomycetes og
di resterende sopprekkene slatt sammen innen Ascomycota i di forskjellige tarmdelene. Tarmdeler fra to

forskjellige bikuber er sammenslatt. n viser antall prever. Total mengde Ascomycota i hele tarmen vises 1 figur 3.4.
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Fordelingen pa klasseniva innen Ascomycota fra forskjellige tarmdeler 1 mars, april, juni, juli, august og
november ble undersekt, vist 1 figur 3.6. Detaljert innhold per prove vises i vedlegg figur E5 og E6. 1
honningmagen dominerte Dothideomycetes 1 juni (92%) og juli (64%) utenom i november hvor Ewurotionzycetes
dominerte (100%), men det var observert Saccharomycetes 1 juli (29%). I midtmagen dominerte
Saccharomycetes 1 mars (89%), april (83%) og november (100%) mens Dothideomycetes dominerte 1 juni (41%)
og juli (91%). Det var observert Saccharomycetes 1 juni (28%), Eurotiomycetes 1 mars (10%) og april (6%),
Tapgriomeetes 1 juni (11%) og juli (6%) og av Leotiomycetes 1 juni (12%). Dothideomycetes var ikke tilstede 1
november. I illeum dominerte Saccharomycetes i mars (72%), april (70%), august (100%) og november (98%)
mens Dothideomycetes dominerte 1 juni (46%) og juli (91%). Saccharomycetes var observert i juni (24%),
Dothideomycetes 1 april (6%). Det var observert Ewurotionzycetes i mars (26%) og april (25%) og av Tapgriomcetes
1juni (19%) og juli (6%). Dothideomycetes var ikke tilstede i august. I rektum dominerte Saccharonsycetes i mars
(66%), april (59%), august (92%) og november (100%) mens Dothideomycetes dominerte 1 juni (44%) og
juli (44%). Saccharomycetes var observert 1 juni (15%) og juli (12%), Eurotiomycetes 1 mars (33%) og april
(33%) og av Tapgriomeetes 1 juni (27%) og juli (38%).

3.3.5 Dominerende OTUer

For sammenligne hvilken OTUer som dominerte i de forskjellige tarmdelene og i pollen, ble et heatmap
laget, vist i figur 3.7. Det var ikke observert noen OTUer som dominerte over alle innsamlings tider. Men
noen OTUer dominerte over kortere perioder. Som Auwureobasidium sp som var observert i storre mengder
1honningmange i juli og i hele tarmen utenom rektum i juli. Candida apicola ble observert i storre i mengder
1 midtmagen og ileum i mars og april. Cryptococcus sp observert storre mengder i ileum i juni. Debaryonzyces
§p observert storre mengder 1 midtmagen 1 april. 2 forskjellige Hanseniaspora uvarum observert storre
mengder i ileum og rektum i august og 1 ileum 1 november. 2 forskjellige Malassezia restricta observert
storre mengder 1 honningmage, midtmage, rektum i november. Malassezia restricta er eneste OTUen som
er observert 1 alle tarmdeler. Malasseziales sp observert storre mengder i honningmange og rektum i
november. Torrubiella sp observert i storre mengder iileum i april og honningmagen i juli. Zygosaccharonzyces
§p observert storre mengder i pollenproven fra april. En OTU uten ingen likhet var observert i storre

mengder i rektum i mars.
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3.4 Dyrkningsavhengig metode

For a fa en oversikt over dyrkbare sopper som var tilstede i tarmen ble tarmdeler fra mars, april, juni og
august benyttet til dyrkning. Det ble dyrket opp 351 isolater som ble sendt til sekvensering. Tilfeldige
isolater viste DNA innhold pa fra ikke malbart til 16,3 ng/ul med Qubit. 311 av isolatene gav sekvenser
fra sekvenseringen. Av disse ble 173 identifisert som hyfesopper og 138 identifisert som gjaersopper. Det
var observert 126 forskjellige isolater fra tarm og miljeprever hvor 63 av isolatene var funnet i tarm
segmenter. Det ble isolert 18 forskjellige isolater fra tarmdelene i mars, 27 forskjellige i april, 23
forskjellige 1 juni og 15 forskjellige i august. 42 av isolatene var unike for tarmene og 21 var delt med

miljeprover i form av blomster, pollen, nektar og sukker.

Det ble oppdaget 35 forskjellige hyfesopp isolater fra tarmene (figur 3.8) hvor 15 av disse var Penicillinm
og 28 forskjellige gjarsopp isolater (figur 3.9) hvor 10 av disse var Candida. Her ble 74.6% av isolatene
bestemt ned til art resten ned til slekt. Under dyrkning 1 juni og august var det observert mye gjarisolater
tra Metschikowia slekten. Det ble oppdaget bade plante og insekts patogene isolater. Full oversikt over

hyfe og gjersopper vises i vedlegg i figur E7 og ES8.
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Figur 3.8: Sirkulert kladogram med bilder over hyfesopp isolater funnet i tarmdeler med dyrkingsavhengig

metode.
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Figur 3.9: Sirkulert kladogram med bilder over gjersopp isolater funnet i tarmdeler med dyrkingsavhengig

metode.
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3.4.1 Sammenligning av isolater over sesong
For 4 undersoke hvor mye av isolatene som ble delt over mars, april, juni og august over alle tarmdelene
sammenslatt og separat ble venndiagrammer laget, vist 1 figur 3.10 og 3.11.

Ap ril Juni Figur 3.10: Viser sammenligning av isolater
fra dyrkningsavhengig metode dyrket opp 1

mars, april, juni og august. Tarmdeler fra 2

Mars August

kuber er sammenslatt.

[0

Total antall isolater: 63

Det var ingen isolater delt over alle manedene, flest isolater var delt imellom nzrliggende méaneder. Hvor
9 isolater var delt mellom mars og april, 6 mellom april og juni og 3 mellom juni og august. 1 isolat var
delt mellom april og august og det var ingen isolater delt mellom mars og august. 1 isolat delt imellom

mars, april og juni.

Ingen isolater var delt i honningmagen. I midtmagen var 4 isolater delt mellom mars og april, 2 isolater
imellom april og juni, 1 isolat delt imellom juni og august, 1 isolat imellom april og august. 1 isolat ble
delt imellom april, juni og august. I ileum var 2 isolater delt imellom mars og april, 2 isolater imellom april
og juni, og ingen isolater delt med august. I rektum var 3 isolater delt imellom mars og april, 2 isolater
imellom april og juni, 1 isolat imellom mars, april og juni og ingen isolater delt med august. Ingen av
tarmdelene hadde isolater som var delt 1 tarmdeler igjennom sesongen. For en detaljert oversikt over
soppisolater funnet i tarmdelene se vedlegg tabell E2 og for isolater funnet i miljoet se vedlegg tabell E3.

Oversikt over hvor mange isolater som var delt med miljo vises i vedlegg figur E9 og detaljert i figur E10.
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Honningmage Midtmage
Juni April Juni

Total antall isolater: 12 Total antall isolater: 31

lleum Rektum
April Juni April Juni

Mars August Mars August

Total antall isolater: 26 Total antall isolater: 25

Figur 3.11: Sammenligner sopp isolater mellom de forskjellige tarmdelene over mars, april, juni og august.

Tarmdeler fra 2 kuber er sammenslatt.

Side 43 av 64



3.5 Sammenligning av dyrkningsavhengige og uavhengige metode

Det ble funnet flere slekter med uavhengig metode enn ved avhengig metode. Men grunnet lave mengder
sopp DNA ble det ikke mulig 4 sekvensere alle tarmdelene med dyrkingsuavhengig metode. Med
dyrkningsavhengige metode var det mulig a dyrke opp isolater fra alle tarmdelene. Det ble observert totalt
132 forskjellige identifiserte soppslekter. Det var ogsa noen OTUer som ikke lot seg bestemme ned til
slekt. Av disse ble det observert 5 forskjellige klasser og 1 familie. Det ble observert 111 slekter, 5 klasser
og 1 familie under dyrkningsuavhengig metode som ikke var observert under dyrknings avhengig. Det
ble observert 12 slekter som ikke ble observert under dyrkningsuavhengig metode og det var delt 9 slekter

delt mellom metodene. Full oversikt over observerte slekter vises 1 vedlegg tabell E4.

Sammenligning av sekvenser fra isolater fra dyrkningsavhengig metode med OTUer fra
dyrkningsuavhengig metode med lokal BLAST ga 8 isolater som matchet med 9 OTUer. Hvor 8 av
OTUene var identifisert likt som isolatene. Den siste OTUen kunne ikke bestemmes med BLAST eller
UNITE og men kunne bestemmes ved 4 sammenligne sekvenser fra dyrkningsavhengig og uavhengig

metode.

Opversikt over delte slekter er visti tabell 3.2. Her ble det observert flest bestemte soppslekter i midtmagen
med uavhengig metode i juni. Juni og april var manedene som inneholdt flest slekter. Rundt halvparten
av observerte slekter under dyrkning var ogsa observert under dyrkningsuavhengig metode. Oversikt
over delte slekter og arter vises i tabell 3.3. Alle slektene observert under dyrking i ileum i april, rektum i

mars og august var delt med uavhengig metode.

Tabell 3.3 viser hvilken identifiserte sopper som var delt. I honningmagen var kun Penicillum slekten delt
1 juni. Lite delt i august utenom i rektum hvor Aspergillus slekten, Hanseniaspora slekten med arten

H. uvarium. Slekten Candida var mest delt, i midtmage, ileum og rektum i mars, april og juni.
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Tabell 3.2: Oversikt over hvor mange forskjellige identifiserte sopp slekter som ble observert og delt under

dyrkningsavhengig og uavhengig metoder. Omrader merket med - hadde ingen prover som ga sekvenset.

Mars April Juni August
Honningmage Uavhengig i i 9 i
Avhengig - 3 3 2
Delt - 1 0
h i 11 4 101 -
Midtmage Uavhengig 9 0
Avhengig 7 4
Delt 5 0
leumn Uavhengig 13 38 60 2
Avhengig 4 6 4
Delt 4 0
Rektum Uavhengig 21 60 46 30
Avhengig 2 2
Delt 2 3

Tabell 3.3: Viser hvilken identifiserte sopper som er delt imellom dyrkningsavhengig og uavhengig metode 1

forskjellige tarmdeler og tid.

Mars April Juni August
Honningmage Penicillium sp
Midtmage Aspergillus sp Candida sp Candida sp
Candida sp Cladosporium sp Meyerozyma sp
Meyerozyma sp Penicillium sp Mucor sp
Candida apicola Meyerozyma sp Penicillium sp
Candida magnoliae Candida apicola Mucor hiemalis
Candida magnoliae Meyerozyma guilliermondii
Meyerozyma guilliermondii
lleum Candida sp Candida sp Aspergillus sp
Penicillium sp Debaryomyces sp Candida sp
Talaromyces sp Penicillium sp Penicillium sp
Candida apicola Candida magnoliae Mucor sp
Aspergillus fumigatus
Candida magnoliae
Mucor hiemalis
Rektum Candida sp Candida sp Candida sp Aspergillus sp
Penicillium sp Cladosporium sp Mucor sp Hanseniaspora sp
Candida apicola Penicillium sp Penicillium sp Hanseniaspora uvarum
Candida magnoliae Penicillium paneum Mucor hiemalis
Candida magnoliae
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Tabell 3.4: Oversikt over soppslektet funnet i dyrkningsuavhengig og avhengige metode som er delt

litteratur. U = Observert under uavhengig metode, A = Observert under avhengig metode og L = Kun

observert i litteratur

Slekt Observert
Alternaria U, A
Ascosphaera U
Aspergillus U A
Aureobasidium U
Candida U, A
Cladosporium U, A
Hanseniaspora U, A
Metschnikowia A
Nosema L
Penicillium U, A
Pichia A
Saccharomyces u
Saccharomycodes u
Schizosaccharomyces L
Zygosaccharomyces U

Mesteparten av soppslektene funnet i bie tarm fra tidligere litteratur ble ogsid observert i denne

masteroppgaven vist 1 tabell 3.4. Det var kun Nosema og Schizosaccharomyces som ikke ble observert.

Alternaria, Aspergillus, Candida, Cladosporium, Hanseniaspora og  Penicillium ble funnet med bade

dyrkingsuavhengig og avhengig metode men Ascosphaera, Aureobasidium, Saccharomyces og Zygosaccharomyces

ble kun observert under uavhenig metode mens Metschnikowia og Pichia ble kun observert under avhengig

metode.
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3.6 Synlig sopp i tarm
Gjer celler ble observert i mars og august i tarmene med LM. Gjzrceller i august var aktive i knoppskyting

vist i figur 3.12, mens ingen hyfevekst var observert i noen av tarmsnittene.
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Figur 3.12: Lysmikroskop bilde tatt ved 400 ganger forstorrelse. a viser tarm fra mars mens b og ¢ viser tarm fra

august. Red boks viser knoppskyting.

Tarmer fra november ble underseokt med SEM. Det ble ikke observert noe gjer eller hyfesopp, eksempel

bilde vises i vedlegg figur F1.

3.7 Antibakteriell testing av sopp isolater
Det ble benyttet 2 isolater av Metschnikowia pulcherrima 2 og 1 isolat av Hanseniaspora uvarnm 2 til
antibakteriel testing imot tre bakterie isolater. Disse isolatene var Escherichia coli k-12, Gilliamella apicola

strain G1 og G5 som ikke inneholder noen antibiotika resistens gener (upublisert data).

Tabell 3.5: Storrelse pd hemming sone i mm dannet av M. puleherrima under dyrket sammen med G. apicola

Gjeer M. pulcherrima G4 M. pulcherrima G5 M. pulcherrima G4 M. pulcherrima G5
Bakterie G. apicola 1 G. apicola 1 G. apicola 5 G. apicola 5
Sone |  3,25+04 1,83 +0,7* 240 1+0

! Dannet rgd ring i hemmingssone

Side 47 av 64



Figur 3.13: Bilde av hemningssone dannet av
M. pulcherrima under antibakteriel testing mot

G. apicola.

H. uvarum hemmet ingen av bakterie isolatene og ingen av gjer isolatene var i stand til 4 hemme veksten
til E. coli. Begge isolatene av M. pulcherrima Klarte 2 hemme vekst av begge isolatene av G. apicola. 1 den
ene hemmingssonen ble redt pigment synlig. Som vist i tabell AB1 sa hadde M. pulcherrima G4 storre
hemmende effekt enn M. pulcherrima G5. Bilde av hemmingssone vises i Figur 3.13 og redt pigment vises

i figur 3.9.
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4.0 Diskusjon

4.1 Sesong variasjon
Soppsamfunn i honningbietarm er et lite undersokt felt og det er ingen studier som tar for seg hvordan

soppsamfunnet forandrer seg over sesongen. Dette er forste undersokelsen som tar for seg
sesongvariasjon av soppflora i honningbietarm. Hovedfunnet fra flere av forsekene viser tydelig at det

ble observert sesongvariasjon av soppflora i de forskjellige tarmdelene i honningbietarmen.

4.1.1 Mengde sopp i tarmdelene over sesongen
Det er tydelig a se at sesongen og den forandrende dietten er viktige faktorer som pavirker mengden

sopp tilstede i de forskjellige tarmdelene 1 honningbietarmene. Det ble observert en variasjon av
mengde sopp tilstede i tarmen over sesongen med qPCR (figur 3.1). Alle tarmdelene utenom
honningmagens viste forskjeller igjennom sesongen. Det var ikke forventet a finne stor variasjon i
mengder sopp tilstede i honningmagen siden det er hurtig temming av honningmagen, og dette gir et
kort opphold av mikroorganismer (Douglas 2015). Midtmagen er tarmdelen hvor det ble observert
minst sopp igjennom sesongen, utenom i juli hvor den var tarmdelen som inneholdt mest sopp. I juli
ble det observert mye av klassen Dothideonsycetes som var dominert av slekten Aureobasidinm.
Aureobasidinm er en vanlig sopp 1 miljoet og er ofte assosiert med planter og nektar (de Vega & Herrera
2012). Aureobasidium har en optimal vekst temperatur pa 25°C (Samson et al. 2010), dette medforer at
Aureobasidinm har en oppblomstring i juli. Dette kan forklare den store mengden observert i tarmene,
siden honningbiene kan fi med seg store mengder av Aureobasidinm fra pollen og nektar. Siden pollen
trenger et lengre oppholdt i midtmagen under fordeyelse (Davis 2004) kan dette forklare den store
mengden sopp observert i juli. De storre mengdene med sopp som er observert i rektum i mars og april
kan skyldes at biene ikke har starter a trekke og dermed fatt temt tarmen. I denne perioden utvides
rektum og holder pa avfallsstoffer og rester etter fordeyelsen (Davis 2004). Dette medferer et hoyere
tarminnhold sammenlignet med resten av sesongen, noe som kan forklare det hoyere innholdet av
sopp. Mens den lavere mengden i rektum fra juni fram til august kan skyldes at biene trekker og

regelmessig temmer rektum (Davis 2004).

Det ble observert lavere mengden sopp i august og november (midtmagen, ileum og rektum)
sammenlignet med starten pa sesongen (figur 3.1). I august er det lavere tilgang pa blomster som gir
mindre tilgang pa ny nektar og pollen. I denne perioden trekker biene i hovedsak pa lyng og spiser
honningdugg pa planteoverflater (Ludvigsen et al. 2015). Pollenet spist under denne perioden er fint
pakket i kuben for 4 hindre vekst av mikroorganismer (Seeley 1995). Men den lavere mengden i november
kan skylles at honningbiene var nylig matet med sterilt sukker. Etter at sukkeret har hatt kontakt med
kuben ble det observert lave mengder sopp siden ingen av sukkerprovene samplet inn inneholdt nok

DNA til sekvensering. Grunnet dette var det ikke mulig 4 sammenligne innhold av observerte arter. Det
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lave innholdet av sopp i tarmene kan forklare hvorfor det ikke ble observert noe sopp under SEM

undersokelsene som ble utfert i november.

4.1.2 Diversitet av sopp i tarmdeler over sesongen
Det ble observert varierende alfa diversitet over sesongen (tabell 3.1). Mengden observerte arter folger

samme monsteret som Simpsons 1-D og Shannon indeks. Under tilfellet det var observert lav Simpsons
1-D og Shannon indeks ble det ogsa observert storre mengder av en eller flere OTUer (figur 3.7). Det
hoye innholdet av disse OTUene vil derfor pavirket Simpsons 1-D og Shannon indeksen negativt 4 gjore

den lavere.

Den lave diversiteten observert i mars skyldes at midtmagen var dominert av Candida apicola, det ble ogsa
observert hoye innhold av C. gpzcola i ileum 1 mars. Det har blitt observert C. apicola flere ganger i bie tarm
(Daniel et al. 2013; Gilliam 1997; Ptaszynska et al. 2016), men ogsa blitt isolert fra blomster, pollen og
nektar (Belisle et al. 2012; Daniel et al. 2013). Under dyrkningsavhengig metode ble C. apicola oppdaget i
sukker fra kubene (vist i vedlegg tabell E3). Siden bier ikke trekker ut og spiser fra blomster i denne

perioden kan det hoye innholdet stamme fra sukkeret fra kuben.

Det ble ogsa observert store mengder av Meyerogyma guilliermondii og Talaromyces sp i ileum 1 mars. Under
dyrkning av pollen i juni ble M. guilliermondii observert, den er ogsa observert i blomster og frukt
(Vadkertiova et al. 2012). Mens Talaromyces sp er navnet pa det aseksuelle stadiet av Penicillinm, som er
veldig vanlig i miljoet (Moore et al. 2011). Det ble observert Penicillinm under dyrkning av sukker i mars.
Det hoye innholdet av Talaromyces kan stamme fra sporer fra Penicillium observert i sukker. Mens
M. guilliermondii kan ha utnyttet sukker i tarmen, og vaert i tarmen igjennom overvintringen. Men alle disse
soppene kan ogsa ha blitt overfort ved oral mating imellom biene under overvintringen (Martinson et al.

2012; Powell et al. 2014).

Rektum i mars inneholdt storre mengder av Eremascus fertilis, som har blitt isolert fra bikube materiale
tidligere (Wynns 2015). Det hoye innholdet kan skyldes bienes kontakt med kuben under overvintringen
(Martinson et al. 2012; Powell et al. 2014). Det ble observert lav diversitet i honningmagen i juni samme
med honningmagen, midtmagen og ileum i Juli hvor tarmdelene ble dominert av _Awureobasidinm.
Aureobasidinm  er vanlig i miljeet og har blitt funnet 1 nektar (de Vega & Herrera 2012), og ble ogsa
observert under dyrkningsavhengig metode i pollen og nektar i april og fra blomster i april og juni (vist i
vedlegg tabell E3). Det ble observert lav diversitet i ileum i august og november sammen med rektum i
august. Denne perioden dominerte Hanseniaspora uvarum som tidligere er observert i nektar (Belisle et al.
2012) og i tarmene til nektar spisende sommerfugler (Ravenscraft et al. 2017). Det hoye innholdet av

Aureobasidinm og H. uvarnm kan ha kommet med nektar og pollen som biene har spist under trekking i
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denne perioden. Siden det kun var 1 ileum i august og 1 honningmage 1 juni som inneholdt nok DNA til

sekvensering er det vanskelig 4 fd en god forstaelse av disse tarmdelene.

Den lave diversiteten i honningmagen og rektum i november skyldes at hoyt innhold av Malassezia restricta.
Som det ogsa ble observert hoyt innhold av i midtmagen i november. Malassezia restricta er assosiert med
hud hos mennesker og dyr, hvor den forsaker flass (Gemmer et al. 2002). Det ble ogsa funnet storre
mengder av slekten Malasseziales 1 honningmagen og rektum i november. Denne soppslekten er ogsa
assosiert med hudsykdommer hos mennesker og dyr (Guého et al. 1996). I november var det kun 1 prove
per tarmdel som inneholdt nok DNA til sekvensering, samtidig som disse 4 tarmdelene kom fra 4
forskjellige individer. Dette lave antallet prover gjor det vanskelig a4 si noe neyaktie om
tarmsammensetningen i november. Siden det hoye innholdet av sopp i honningmagen, midtmagen og
rektum er assosiert med hudpatogene kan dette skylles forurensing i provene. Det hoye innholdet er ogsa
observert hos 3 forskjellige individer. Det ble ikke funnet noe litteratur som snakket om disse soppene i
miljeet, kun assosiert med mennesker og dyr. Biene var ikke i direkte kontakt med mennesker i denne
perioden. Det var ogsa observert lave mengder sopp DNA 1 november (figur 3.1). Dette vil gjore at sma

mengder av forurensinger vil gjore et storre utslag i hva som blir observert.

I periodene hvor biene er innforet i kuben er det en lavere alfa diversitet. I perioden honningbiene starter
a trekke ut av kuben blir alfa diversitet hoyere, spesielt antall observerte arter. Siden undersokelser med
dyrkningsavhengig metode ikke var kvantitative kunne det ikke beregnes Simpsons 1-D og Shannon
indeks. Det ble kun undersokt hvilke sopper som var tilstede 1 tarmen. Antall sopper observert i tarmen
viser samme menster som antall observerte arter fra alfa diverse beregninger fra dyrkningsuavhengig

metode.

Nar biene trekker ut har de tilgang til forskjellige blomster i miljoet som gir en mer variabel tilgang pa
mikroorganismer (Moore et al. 2011). Dette viser at miljo er en viktig faktor i 4 pavirke alfadiversitet. Det
ble ogsa generelt oppdaget hoyere alfadiversitet i midtmagen og rektum. Dette kan forklares med at det
er disse tarmdelene hvor mat og matrester oppholdes over lengre tid. Bade til fordeyelse og oppbevaring

for temning av tarm (Davis 2004; Winston 1991).

Sesongvariasjonen vises ogsa i betadiversiteten hvor diversiteten 1 narliggende maneder samlet seg (figur
3.2). Dette kan forklares med at mars/april, juni/juli og august/november har en lik sammensetning av
OTUer (figur 3.7). Det ble observert det samme meonsteret under dyrkningsavhengige metode hvor det
var nerliggende maneder som delte flest isolater (figur 3.10 og figur 3.11). Siden tarmdelene samlet seg

forskjellig ut fra de forskjellige manedene indikerer dette at sammensetningen er pavirket av sesongen.
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4.2 Sopp i honningbietarm

Det ble observert mange forskjellige soppslekter igjennom sesongen i honningbietarmen (Vedlegg Tabell
E4). Mange av disse har ikke tidligere blitt funnet i honningbietarm. Det er fa studier som tar for seg
soppens rolle i tarmsystemet til honningbien, med unntak av sopper som er patogene for honningbier
(Foley, Kirsten et al. 2014; Fries et al. 2000). Flere av de observerte slektene kan ha viktig roller i

honningbietarmen og i miljoet.

4.2.1 Gjersoppene
Soppslekter tilknyttet gjersopper var observert under dyrkningsavhengige og uavhengige metode

igjennom hele sesongen. Ingen gjaersopper ble observert med SEM i november men det ble observert
gjeerceller med LM 1 mars og August. Det ble observert at gjarcellene var aktive under vekst i form av
knoppskyting 1 August. Dette er en prosess som krever tilgang pa O, (Deacon 2006; Moore et al. 2011).
Dette kan indikere at gjerceller observert i LM i mars har vert etablert 1 tarmen en stund. Gjarcellene
observert i mars kan ogsa stamme fra kubemateriale eller sukker. Men grunnet lavere temperatur i kuben
1 denne perioden (Seeley 1995) vil gjerceller tilstede ikke kunne vare i aktiv vekst (Deacon 2006; Moore
et al. 2011). Siden gjercellene observert 1 tarmene 1 August med LM var under aktiv vekst tyder dette pa
at dem var ferskt konsumert og ikke hatt et lengre opphold i tarmene. Gjar trenger tilgang pa O; for 4
veere 1 aktiv vekst og siden mesteparten av honningbietarmen er anoksisk (Zheng et al. 2017) indikerer
dette at dem er ferskt konsumert. Honningbiene i denne perioden var fortsatt aktive med a trekke ut.

Dette indikerer at disse gjersoppene stamme fra miljoet hvor dem var aktiv i vekst.

Det var observert isolater av gjersopp som hadde antibakteriell effekt mot bakterier som er en del av
kjerne bakterie floraen hos honningbier. Dette kan indikere pa at bakterie vekst i tarmen kan bli hemmet
av sopp tilstede i tarmene. Isolatene av Metschnikowia pulcherrima som hemmet bakteriell vekst var isolert
fra midtmage 1 juni og august sammen med andre isolater i1 slekten Mezschnikowia. Det er kjent at
M. puleherrima produserer et redt pigment med navnet pulcherrimininsyre (Kluyver et al. 1953) som har
en antimikrobiell effekt ved 4 bruke opp tilgjengelig jern for andre mikroorganismer (Sipiczki 2006). Det
er observert en lavere mengder bakterier i midtmagen 1 juni, juli og august (Ludvigsen et al. 2015). Denne
lave bakteriemengden kan skyldes den antibakterielle effekten som er observerte av M. pulcherrima tilstede

i tarmen under denne perioden.
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4.2.2 Hyfesopp
Det ble observert flere soppslekter tilknyttet hyfesopp under dyrkningsavhengige og uavhengige metode,

men ingen ble observert med mikroskopering (LM og SEM). Det var ikke forventet a finne noen
hyfesopp vekst i tarm siden honningbiene var hentet fra friske kuber hvor det ikke har blitt observert
patogene sopper. Siden det ikke ble observert noen hyfesopper under mikroskoperinger tyder dette pa at
hyfesoppene observert under dyrkningsuavhengige og avhengige metode kommer fra hyferester og
sporer i tarmen. Sporer trenger tilgang pa O, for a spire (Madan & Thind 1998; Tacon et al. 1983) mens
mesteparten av honningbietarmen er anoksisk (Zheng et al. 2017). Dette medferer at sporene tilstede i
tarmen vil vaere i dvale. Samtidig er de fleste sopper er mesofile og svart fa er i stand til 4 vokse ved
temperaturer pa 37°C eller hoyere, mange sliter med 4 vokse ved temperaturer pd over 30°C (Deacon
2000). Det ble observert under dyrkning at fa hyfe isolater var i stand til 4 vokse ved 35°C, noe som

indikerer at mye av hyfesoppene ikke var i stand til 4 vokse 1 honningbietarmene.

Flere av hyfesoppene observert fra dyrkningsavhengige og uavhengige metode er tilknyttet plante
patogene. Disse soppene finnes normalt i miljeet og bier blir utsatt for disse og frakter dem videre
ufrivillig. Det er kjent at bier sprer mikroorganismer i miljoet hvor nektarier hos blomster far overfort
mikroorganismer via avferingen til bier (McFrederick et al. 2017). Sporer tilstede 1 bieavforing kan ha en
fordel under spiring siden bieavfering inneholder mye naringsstoffer (Seeley 1995). Dette indikerer at

bier er med pa a spre plantepatogene sopper og andre mikroorganismer rundt i miljoet.

4.2.3 Kjerne soppflora i honningbietarm
Det er kjent at honningbier har en bakteriell kjerneflora som er etablert i hele tarmen utenom

honningmagen. Denne kjernefloraen tilsvarer 95% av bakteriene tilstede i tarmen (Sabree et al. 2012).
Det er kjent fra studier at kjernefloraen har mange viktige roller tilknyttet nedbryting av mat og beskyttelse
imot patogene (Douglas 2015; Guindiiz & Douglas 2009; Rokop et al. 2015). Ingen har tidligere beskrevet
en kjerne soppflora i tarmen hos honningbien. Det ble observert lavere mengder sopp tilstede i
tarmdelene sammenlignet med observert bakterier (Ludvigsen et al. 2015). Dette viser at sopp er mindre
etablert i tarmene til honningbier sammenlignet med bakterier. Samtidig ble det ikke observert noen sopp
arter eller slekter som dominerte igjennom hele sesongen fra dyrkningsuavhengige metode. Samtidig som
det ikke ble observert noen isolater igjennom hele sesongen med dyrkningsavhengige metode. Om det
er en kjerne soppflora 1 honningbietarm utgjor den ikke like mye av sammensetningen som

bakteriefloraen.

Det var observert mest Ascomycota (figur 3.4) igjennom sesongen av disse var det mest Saccharomycetes
(gjersopper) tilstede 1 tarmdelene (figur 3.6) utenom i sommer parten (juni og juli) hvor det var storre
deler av Dothideomycetes (hyfesopper). Det ble observert bade gjersopper (C. apicola, C. magnoliae,
Meyerozyma guilliermondii, M. restricta og Debaryomyces sp) og hytesopper (Cladosporinm sp, Penicillium sp og

Side 53 av 64



Torrubiella sp) som var tilstede 1 storre og mindre mengder igjennom hele sesongen (utenom i november)
1 de forskjellige tarmdelene. Det ble ikke observert noen OTUer som kun var tilstede i 1 tarmdel, men
fordelt over flere tarmdeler. Siden det var kun 1 av hver tarmdel i november som lot seg sekvensere, er
det vanskelig 4 si noe om sammensetningen i november. Det var kun M. restricta som ble observert i alle
tarmdelene igjennom hele sesongen. M. restricta er ikke kjent 1 tarmsystemet hos insekter, utenom noen

fa billearter som lever av trevirke og kjukesopper (Zhang et al. 2003).

Av sopper observert i honningbietarmen vil gjaersoppene vaere soppene som kan utfore mest nytte i
tarmsystemet. De er tilpasset flytende medier og de fleste tdler hoye sukkerkonsentrasjoner (Deacon
2006; Moore et al. 2011), slik som tarminnholdet til honningbien. De produserer essensielle aminosyrer,
vitaminer og steroler samtidig som dem produserer en rekke enzymer som kan resirkulere nitrogen fra
avfallsstoffene til insekter (Bonner 1966). Det er observert blant nektarspisende sommerfugler at de har
en viktig rolle ved a4 danne aminosyrer (Ravenscraft et al. 2017). Noen av gjersoppene observert kan ha
viktige roller 1 tarmsystemet og potensielt vare del av en kjerne soppflora 1 honningbietarmen. Alle
gjersoppene observert tilstede igjennom hele sesongen tiler hoye mengder sukker (Khattab & Kodaki
2016; Samson et al. 2010; Sharma et al. 2005). Dette gjor at dem er i stand til 4 tale og kunne utnytte de
hoye mengdene sukkeret i tarmen. Bade C. apicola og C. magnoliae er brukt til fermentering innen
bioteknologi (Samson et al. 2010). Hvor M. guilliermondii og arter innen Debaryomyces sp produserer storre
mengder vitamin B2 (Riboflavin) (Batra et al. 1973; Gilindiiz & Douglas 2009). Det ma gjores videre
undersokelser for 4 kunne si noe om disse soppene er en del av potensiell sopp kjerneflora og om de har

noen effekt i tarm.

4.3 Metode vurdering

Det ble gjort flere optimaliseringer underveis i masteroppgaven. For 4 ikke tynne ut provene av
honningmage og ileum ble lavere mengder S.T.A.R Buffer benyttet til honningmage og ileum

sammenlignet med midtmagen og rektum siden disse tarmdelene har storre volum.

Det ble funnet primer kombinasjoner til sekvensering som ikke amplifiserte bie DNA fra provene
samtidig som de ikke skulle utelukket noen isolater fra dyrkingen. Samme kriteriet ble lagt til primere
som ble benyttet til gPCR for 4 kvantifisere mengde sopp tilstede i tarmene. Kvantifisering av sopp DNA
kan bli pavirket av at BITS primer som ble benyttet ogsa kan amplifisere plante DNA (Bokulich & Mills
2013). Men ut fra sekvenseringsdataen var det observert en liten andel av sekvensene som hadde

opprinnelse fra planter. Dette tyder pa at kvantifiseringen av sopp med qPCR ikke ble sterkt pavirket.

Litteratursok om temaet i masteroppgaven var utfordrerne. Under lesing av litteratur ble det observert

flere artikler som kom med pastander hvor referanse artikkelen ikke inneholdt pastandene nevnt.
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4.3.1 Sekvensering av sopp
Med bruk av dyrkningsuavhengig metode var det mulig 4 observere flere soppslekter 1 honningbietarm

enn hva som var observert tidligere 1 litteratur. Det ble observert flere forskjellige soppslekter under
dyrkningsuavhengig metode enn ved avhengig metode. Men det ble ogsa oppdaget noen slekter under
dyrkningsavhengig metode som ikke ble observert under dyrkningsuavhengig metode. Dette monsteret
er ogsa observert i undersokelser av soppflora i mennesketarm (Huseyin et al. 2017). Dette viser at bruket
av bade dyrkningsavhengig og uavhengige metoder gjor det mulig 4 observere flere soppslekter enn kun

bruk av en metode.

Noen av slektene observert under dyrkningsuavhengig og avhengig metode ble observert i storre grad
under dyrkningsuavhengig metode. Den storre mengden vil gjore det lettere 4 observere disse under
dyrkning. Under dyrkningsuavhengig metode ble slekten Awureobasidium observert 1 storre mengder i juni
og juli i tarmdelene. Under dyrkningsavhengig metode ble Awureobasidinm ikke observert blant tarmdelene
men kun observert blant miljoprever i april og juni (Vedlegg tabell E3). Under dyrkning av Aureobasidium
ble det observert at de vokste tregere sammenlignet med de andre sopper tilstede. Dette gjorde det
vanskelig 4 isolere Aureobasidium under dyrkning. Det er vanlig at sopper som vokser raskt kan gro over
og hemme andre soppers vekst (Huseyin et al. 2017). Den trege veksten til Awreobasidinm kan forklare
hvorfor de ikke ble observert under dyrkningsavhengig metode, med under dyrkningsuavhengige metode.
Samtidig ble Eremascus fertilis observert under dyrknings uavhengig metode, dette er en sopp som ikke har
blitt observert mange ganger tidligere (Wynns 2015). Dette viser dyrkningsuavhengig metodes evne til 4

observere sopper som ikke er like lett og fa dyrket opp samtidig som det kan observeres sjeldne arter.

Det ble observert slekter under dyrknings avhengigmetode som ikke ble observert under
dyrkningsuavhengig metode. Primere benyttet under dyrkningsuavhengige metode var testet mot alle
isolatene fra dyrkningsavhengig metode. Under denne testen ble DNA fra alle isolatene fra
dyrkningsavhengig metode amplifisert. Dette viser at primere benyttet under dyrkningsuavhengig metode
skulle ogsa kunne gjore det mulig sckvensere disse soppene. Sckvensene til isolatene fra
dyrkningsavhengigmetode ble sammenlignet med sekvensene fra dyrkningsuavhengig metode med lokal
BLAST. Ingen av isolatene som kun ble observert under dyrkningsavhengig metode delte sekvenslikhet
med OTUene. I litteratur har 2 av de observerte slektene (Metschnikowia og Pichia) fra dyrkningen blitt
observert flere ganger 1 honningbie tarm (Batra et al. 1973; Borsuk et al. 2013; Gilliam 1997; Good et al.
2014). Dette indikerer at disse ikke skylles forurensning under dyrkningen. Grunnen til at disse slektene
ikke ble observert kan skylles for lite DNA ekstrahert tarmdelene. Dette indikerer at disse slektene er
tilstede i sma mengder. Som beskrevet i punkt 4.2.1 har Mezschnikowia en antimikrobiell effekt. Noe som
gir de en fordel under dyrkning, som igjen kan forklare de storre mengdene observert. Dette medforer at

dem lettere kan bli observert under dyrkning selv om det er lite tilstede i tarmene.
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Bruk av sekvensering til sopp identifikasjon har sine svakheter. Motsetning til bakteriell 16S sekvenser sa
er ikke ITS databasene like vel etablerte. Mange av sekvensene er ufullstendige eller har ukorrekte
taksonomiske beskrivelse. Det er estimert at rundt 20% av sopp sekvensene 1 International Nucleotide
Sequence Databasen har feil pa artsniva (Nilsson et al. 20006). Dette vises 1 et eksempel hvor et av
soppisolatene fra masteroppgaven ble identifisert som barkbille 1 beste sammenligning av sekvens i
BLAST. Et av de storre svakhetene med identifisering av mange av sekvensene er at databasene
inneholder gamle synonymer etter tidligere navnsettingsregler. Dette medferer at like sopparter blir
identifisert som forskjellig arter eller slekter. Dette medferer mye ekstra arbeid for a bestemme

taksonomisk navn.

Det er vanskeligere 4 fa taksonomiske beskrivelse kun med bruk av ITS1 sekvensering sammenlignet
med hel ITS sekvensering. Dette reflekteres i at rundt 1/3 av undersokte OTUer fra dyrkningsuavhengig
metode ikke kunne bestemmes. Disse OTUer var tilknyttet ukultiverte sopp isolater, sekvenser som ikke
har noe sekvens likhet med databasene eller fikk flere ulike taksonomiske navn som ikke hadde noe
felleskap. Sekvensene som ikke hadde noe likhet med databasene kan skylles at primere benyttet ogsa

amplifisere noen mengder plante DNA og ikke kun sopp DNA.

Av bestemte OTUer ble nesten alle bestemt ned til slekts nivd, men ferre bestemt ned til artsniva
sammenlignet med dyrkningsavhengig metode. Dyrkningsavhengig er lettere 4 fa bestemt ned til artsniva
siden det blir sekvensert storre regioner som hele ITS regionen. Dette gir en bedre oppleselighet til

bestemmelse sammenlignet med I'TS1 regionen.

4.4 Endringer/optimalisering og videre arbeid
Det gjenstar 4 gjore mer statistikk for 4 finne signifikante forskjeller blant diversitetsforskjellene over

sesongen. Det bor benyttet non parametriske tester, grunnet stor variasjon i antall prover tilgjengelig.
Ved videre arbeid er det ogsa en mulighet 4 samle inn flere tarmer som kan gi et okt antall prever som

gjor det lettere og utfore analyser samtidig som det vil gi en okt mengde prover med sopp.

Siden det er observert sa stor sesongvariasjon pa soppfloraen, vil undersokelser fra flere maneder og
igjennom overvintring kunne gi en bedre indikasjon pa sesongvariasjonen. Dette vil gi bedre innblikk
over hvor lenge noen av soppene er observert i tarmen. Dette vil ogsa kunne gi en bedre indikasjon pa

om det er en kjernesoppflora tilstede i tarmen.

For 4 gi en mer noyaktig taksonomiske beskrivelse av isolater kan forskjellige proteinkodende gener
sekvenseres. Dette vil gi en enda bedre opploeselighet til bestemmelse av isolater. Flere av isolatene fra
dyrkingen ble kun bestemt ned til slektsniva, hvor noen av dem hadde delte en lav identitet med

malsekvensen fra databasen (Vedlegg figur E7 og ES8). Dette vil gi en bedre beskrivelse av isolatene.

Side 56 av 64



For a fa et kvantitativt mal pa dyrkningen av sopper over sesongen kan fortynninger for utstrykning
benyttes. Dette sammen med bruk av flere forskjellige medier og temperatur kan ogsa gi flere isolater.
Dette vil gi storre isolat samling som kan benyttes til flere undersekelser videre av isolatenes egenskaper
pé tarmsystemet. For 4 fa en bedre forstielse over soppens antibakterielle effekt i tarmsystemet trengs
det 4 utfore tester med flere soppisolater imot flere bakterieisolater som har opprinnelse fra tarm. Disse
forsekene burde ogsa bli utfert i flytende medier. Samtidig vil undesokelser av kubemateriale kunne hjelpe

med 4 gi en bedre forstaelse over hvor soppen observert i tarmene stammer fra.

Grunnet lave mengder sopp tilstede i bie tarm kan det oppnas bedre resultater under sekvensering med
videre optimalisering av lysering og DNA ekstrasjons prosessene. Grunnet lave mengder DNA var det
flere av tarmprovene som ikke kunne sekvenseres. Ved a optimalisere DNA lysering og ekstraksjon
metoder vil det vaere mulig 4 fa sekvensert flere tarmdeler. Siden soppers cellevegger er vanskelige a lysere
pavirker dette kvaliteten og mengden DNA man kan fa ut av soppprever (Deacon 2006; Moore et al.
2011). Det ble observert en rekke forskjellige lyseringsmetoder benyttet til studier av sopp under lesing
av litteratur. DNA lyserings matrix benyttet under masteroppgaven er basert pa matrixer fra litteratur.

Forsokene 1 litteraturen tok for seg dyrkningsuavhengig sekvensering av sopper i tarm og miljoprover.

Det er mulighet for at andre lyseringsforhold kan oppna bedre resultater. Det kan bli benyttet andre
forhold under lyseringen med FastPrep. Det kan benyttes flere sykler samtidig som disse har lengere eller
kortere lyseringstid. Men det kan ogsa benyttes andre lyserings teknikker som flytende nitrogen og knuse
provene i morter. Det kan benyttes mer sopp spesifikke enzymer under enzymatisk lysering. En annen
viktig faktor som kunne gitt ut mer DNA var 4 benytte hoyere volum av lysat under selve DNA

ekstraksjonsprosessen.
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4.5 Konklusjon

Hovedmalet med oppgaven var 4 undersoke om sesong pavirker soppflorasammensetning i de
forskjellige tarmdelene i honningbietarm. Det ble observert signifikante forskjeller i mengde sopp tilstede
1 alle tarmdelene utenom honningmagen med qPCR. Det ble ogsa observert forskjeller i sammensetning
og diversiteten av soppfloraen over sesongen under dyrkningsuavhengig metode. Under
dyrkningsavhengig metode ble det ikke observert sopper som var delt over hele sesongen, kun
nzrliggende mineder som delte isolater. Det ble observert at forandring av miljo og diet er viktige
faktorer som pavirker variasjonen. Dyrkningsuavhengig metoder har godt potensiale til 4 undersoke
tarmflorasammensetning, men krever optimalisering av metoder tilknyttet DNA ekstraksjon grunnet lave
mengder sopp i tarmene. Men ved 4 bruke bade dyrkningsuavhengig og avhengig metode er det mulig og
observer flere sopparter og slekter noe som gir en bedre forstielse av soppflorasammensetningen i

honningbietarmene.
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Vedlegg

Vedlegg A: Prgve oversikt

Tabell Al: Prove oversikt av tarmdeler. Illumina viser antall prover til illumina og qPCR. Dyrkning viser hvor

mange prover som ble benyttet til dyrkning. LM og SEM viser hvor mange hele tarmer som gikk til mikroskopering.

Maned og kube oversikt lumina  Dyrkning LM SEM
Mars Kube 2 30! 15t 3 -
Kube 3 30! 15t 3 -
April Kube 2 40? 20?2 2 -
Kube 3 40?2 20?2 2 -
Juni Kube 3 40? 202 - -
Kube 5 40? 20?2 - -
Juli Kube 3 40?2 - - -
Kube 5 40? - - -
August Kube 3 40?2 20? 2 -
Kube 5 40?2 20?2 2 -
November Kube 3 40?2 - - 2
Kube 5 40?2 - - 2

1) Tarm delt opp i 3 deler, Midmage, ileum og Rektum.

2) Tarm delt opp i 4 deler, Honningmage, Midmage, ileum og Rektum.

Tabell A2: Prove oversikt av miljoprever. Pollen, sukker og nektar viser antall miljoprever hentet fra kuber.

Illumina viser antall prover tatt ut til Illumina sekvensering og qPCR. Dyrkning viser hvor mange prover benyttet

til dyrkning.
Maned Lokalitet Pollen Sukker Nektar llumina Dyrkning
Mars Kube 2 - 1 - 1 1
Kube 3 - 1 - 1 1
April Kube 2 1 1 - 2 2
Kube 3 1 1 - 2 2
Juni Kube 3 1 - 1 2 2
Kube 5 1 - 1 2 2
Juli Kube 3 1 - - - -
Kube 5 1 - - - -
August Kube 3 1 - - - 1
Kube 5 1 - - - 1
November Kube 3 - 1 - 1 -
Kube 5 - 1 - 1 -
April Selje - - - 2 1
April Hvitveis - - - 2 1
April Hagelerkspore - - - 2 1
Juni Eple - - - 2 1




Vedlegg B: Medie opppskrifter

Tabell B1: Oppskrifter for forskjellige medier

Komponent PDA YMA V8 PDA med sukrose TSA
PDB 24¢ - - 24g -
Gjar ekstrakt - 3g - - -
Malt - 3g - - .
Glukose - 10g - - -
Pepton - 5g - - -
Tomat juice - - 300 ml - -
CaCOs - - 3g - -
Sukrose - - - 150¢g -
TSB - - - - 30g
Agar 20g 20g 20g 20g 20g
Springvann 1 liter 1 liter 700 ml 1 liter 1 liter



Vedlegg C: Primere

Tabell C1: Oversikt over primere benyttet, ssmmen med primer sekvenser.

Navn Mal Sekvens Kilde

BITS ITS ACCTGCGGARGGATCA (Bokulich & Mills 2013)
B58S3 ITS GAGATCCRTTGYTRAAAGTT (Bokulich & Mills 2013)
ITS1-F ITS CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA (Gardes & Bruns 1993)
ITS2 ITS GCTGCGTTCTTCATCGATGC (White et al. 1990)
ITS4 ITS TCCTCCGCTTATTGATATGC (White et al. 1990)
ITS1-F_KYO1 ITS CTHGGTCATTTAGAGGAASTAA (Toju et al. 2012)
ITS2_KYO1 ITS CTRYGTTCTTCATCGDT (Toju et al. 2012)
ITS3_KYO1 ITS AHCGATGAAGAACRYAG (Toju et al. 2012)
ITS4_KYO1 ITS TCCTCCGCTTWTTGWTWTGC (Toju et al. 2012)

fITS7 ITS GAACACAGCGAAATGTGA (IThrmark et al. 2012)
Vitellogenin f Vitellogenin = GTTGGAGAGCAACATGCAGA (Amdam et al. 2004)
Vitellogenin r Vitellogenin  TCGATCCATTCCTTGATGGT (Amdam et al. 2004)
Ilumina colony Ilumina AATGATACGGCGACCACCGAGATCT  Iumina

forward colony

Ilumina colony Nlumina CCAGCAGAAGACGGCATACGAGAT Ilumna

revers colony



Tabell C2: Oversikt over primere benyttet under primer optimalisering. Til denaturering, anealing og elongering
ble det brukt 30 sykler. Alle programmer hadde en aktiverings temperatur pa 95°C i 15 minutter. Denaturering ved
95°C i 30 sekunder. All anealings trinn varte 1 30 sekunder temperaturer vist i tabell. All elongering foregikk ved

72°C, tid vist i tabell. Alle slutt elongering foregikk ved 72°C i 7 minutter.

Mil Primer combo Anealing  Elongering
For / Rev

ITS1 BITS/B58S3 55°C 1 minutt
Hel ITS BITS/ITS4 55°C 1 minutt
Hel ITS BITS/ ITS4_KYOI1 55°C 1 minutt
ITS1 ITS1-F_KYO1/ ITS2_KYO1  47°C 30 sekunder
ITS2 ITS3_KYO1/ ITS4_KYO1 47°C 30 sekunder
ITS2 fITS7/ITS4 52°C 45 sekunder
ITS1 ITS1-F/ITS2 56.1°C 45 sekunder



Tabell C3: Oversikt over primere benyttet til PCR og temperaturprofiler. Til denaturering, anealing og elongering

ble det brukt 30 sykler utenom ved Illumina index PCR som gikk 10 sykler. Alle programmene hadde en aktiverings

temperatur pa 95°C tid vist i tabell. Denaturering ved 95°C i 30 sekunder. Anealing vist i tabell. Elongerings

temperatur var 72°C tid vist i tabell. All slutt elongering foregikk ved 72°C i 7 minutter.

Mal Primer combo Aktiverings  Anealing Elongering
For/Rew
ITS1 BITS/B58S3 15 min 55°C 45 sek
30 sek
Hel ITS BITS/ITS4 15 min 55°C 1 min
30 sek
Vitellogenin Vitellogenin f/ 15 min 54°C 30 sec
Vitellogenin r
30 sek
Illumina index  Illumina index F/ 5 min 55°C 1 min
illumina index R 1 min

Tabell C4: Oversikt over 16 forward (F1-F16) og 36 rewers primerne benyttet (R1-R36). Omridet i gront viser

koloni-amplifiseringsregionen. Omréader i svart viser Illumina sekvenseringsprimer. Omrider i rodt viser unike

ineks primer sekvens. Omrader i blatt er genspesifikke omrider til ITS1 primerne, lyseblatt er BITS primer og

morkeblitt er B58S3 primer.

F1
F2
F3
F4
F5
F6
F7
F8
F9
F10
F11
F12
F13
F14
F15
F16

aatgatacggcgaccaccgagatctacactctttccctacacgacgctctteccgatctagtcaaACCTGCGGARGGATCA
aatgatacggcgaccaccgagatctacactctttccctacacgacgctctteccgatctagttccACCTGCGGARGGATCA
aatgatacggcgaccaccgagatctacactctttccctacacgacgctcttecgatctatgtcaACCTGCGGARGGATCA
aatgatacggcgaccaccgagatctacactctttccctacacgacgctcttecgatctccgtccACCTGCGGARGGATCA
aatgatacggcgaccaccgagatctacactctttccctacacgacgcetcttecgatctgtagagACCTGCGGARGGATCA
aatgatacggcgaccaccgagatctacactctttccctacacgacgctcttecgatctgtccgcACCTGCGGARGGATCA
aatgatacggcgaccaccgagatctacactctttccctacacgacgcetcttecgatctgtgaaaACCTGCGGARGGATCA
aatgatacggcgaccaccgagatctacactctttccctacacgacgctcttecgatetgtggccACCTGCGGARGGATCA
aatgatacggcgaccaccgagatctacactctttccctacacgacgctcettecgatctgtttcgACCTGCGGARGGATCA
aatgatacggcgaccaccgagatctacactctttccctacacgacgctcttecgatcetcgtacgACCTGCGGARGGATCA
aatgatacggcgaccaccgagatctacactctttccctacacgacgcetcttecgatctgagtggACCTGCGGARGGATCA
aatgatacggcgaccaccgagatctacactctttccctacacgacgcetcttccgatctggtagcACCTGCGGARGGATCA
aatgatacggcgaccaccgagatctacactctttccctacacgacgctcttccgatctactgatACCTGCGGARGGATCA
aatgatacggcgaccaccgagatctacactctttccctacacgacgcetcttccgatctatgagcACCTGCGGARGGATCA
aatgatacggcgaccaccgagatctacactctttccctacacgacgctctteccgatctattcctACCTGCGGARGGATCA
aatgatacggcgaccaccgagatctacactctttccctacacgacgctctteccgatctcaaaagACCTGCGGARGGATCA



R1

R2

R3

R4

R5

R6

R7

R8

R9

R10
R11
R12
R13
R14
R15
R16
R17
R18
R19
R20
R21
R22
R23
R24
R25
R26
R27
R28
R29
R30
R31
R32
R33
R34
R35
R36

caagcagaagacggcatacgagatCGTGATgtgactggagttcagacgtgtgctcttccgatctGAGATCCRTTGYTRAAAGTT
caagcagaagacggcatacgagatACATCGgtgactggagttcagacgtgtgctcttccgatctGAGATCCRTTGYTRAAAGTT
caagcagaagacggcatacgagatGCCTAAgtgactggagttcagacgtgtgctcttccgatctGAGATCCRTTGYTRAAAGTT
caagcagaagacggcatacgagatTGGTCAgtgactggagttcagacgtgtgctcttccgatctGAGATCCRTTGYTRAAAGTT
caagcagaagacggcatacgagatCACTCTgtgactggagttcagacgtgtgctcttccgatct GAGATCCRTTGYTRAAAGTT
caagcagaagacggcatacgagatATTGGCgtgactggagttcagacgtgtgctcttccgatctGAGATCCRTTGYTRAAAGTT
caagcagaagacggcatacgagatGATCTGgtgactggagttcagacgtgtgctcttccgatctGAGATCCRTTGYTRAAAGTT
caagcagaagacggcatacgagatTCAAGTgtgactggagttcagacgtgtgctcttccgatct GAGATCCRTTGYTRAAAGTT
caagcagaagacggcatacgagatCTGATCgtgactggagttcagacgtgtgctcttccgatct GAGATCCRTTGYTRAAAGTT
caagcagaagacggcatacgagatAAGCTAgtgactggagttcagacgtgtgctcttccgatct GAGATCCRTTGYTRAAAGTT
caagcagaagacggcatacgagatGTAGCCgtgactggagttcagacgtgtgctcttccgatct GAGATCCRTTGYTRAAAGTT
caagcagaagacggcatacgagatTACAAGgtgactggagttcagacgtgtgctcttccgatct GAGATCCRTTGYTRAAAGTT
caagcagaagacggcatacgagatTTGACTgtgactggagttcagacgtgtgctcttccgatctGAGATCCRTTGYTRAAAGTT
caagcagaagacggcatacgagatGGAACTgtgactggagttcagacgtgtgctcttccgatct GAGATCCRTTGYTRAAAGTT
caagcagaagacggcatacgagatTGACATgtgactggagttcagacgtgtgctcttccgatct GAGATCCRTTGYTRAAAGTT
CaagcagaagacggcatacgagatGGACGGgtgactggagttcagacgtgtgctcttccgatctGAGATCCRTTGYTRAAAGTT
caagcagaagacggcatacgagatCTCTACgtgactggagttcagacgtgtgctcttccgatct GAGATCCRTTGYTRAAAGTT
caagcagaagacggcatacgagatGCGGACgtgactggagttcagacgtgtgctcttccgatctGAGATCCRTTGYTRAAAGTT
caagcagaagacggcatacgagatTTTCACgtgactggagttcagacgtgtgctcttccgatctGAGATCCRTTGYTRAAAGTT
caagcagaagacggcatacgagatGGCCACgtgactggagttcagacgtgtgctcttccgatct GAGATCCRTTGYTRAAAGTT
caagcagaagacggcatacgagatCGAAACgtgactggagttcagacgtgtgctcttccgatctGAGATCCRTTGYTRAAAGTT
CcaagcagaagacggcatacgagatCGTACGgtgactggagttcagacgtgtgctcttccgatctGAGATCCRTTGYTRAAAGTT
caagcagaagacggcatacgagatCCACTCgtgactggagttcagacgtgtgctcttccgatctGAGATCCRTTGYTRAAAGTT
caagcagaagacggcatacgagatGCTACCgtgactggagttcagacgtgtgctcttccgatct GAGATCCRTTGYTRAAAGTT
caagcagaagacggcatacgagatATCAGTgtgactggagttcagacgtgtgctcttccgatct GAGATCCRTTGYTRAAAGTT
caagcagaagacggcatacgagatGCTCATgtgactggagttcagacgtgtgctcttccgatct GAGATCCRTTGYTRAAAGTT
caagcagaagacggcatacgagatAGGAATgtgactggagttcagacgtgtgctcttccgatct GAGATCCRTTGYTRAAAGTT
caagcagaagacggcatacgagatCTTTTGgtgactggagttcagacgtgtgctcttccgatctGAGATCCRTTGYTRAAAGTT
caagcagaagacggcatacgagatTAGTTGgtgactggagttcagacgtgtgctcttccgatct GAGATCCRTTGYTRAAAGTT
caagcagaagacggcatacgagatCCGGTGgtgactggagttcagacgtgtgctcttccgatctGAGATCCRTTGYTRAAAGTT
caagcagaagacggcatacgagatATCGTGgtgactggagttcagacgtgtgctcttccgatctGAGATCCRTTGYTRAAAGTT
caagcagaagacggcatacgagatTGAGTGgtgactggagttcagacgtgtgctcttccgatctGAGATCCRTTGYTRAAAGTT
caagcagaagacggcatacgagatCGCCTGgtgactggagttcagacgtgtgetcttccgatctGAGATCCRTTGYTRAAAGTT
caagcagaagacggcatacgagatGCCATGgtgactggagttcagacgtgtgctcttccgatct GAGATCCRTTGYTRAAAGTT
caagcagaagacggcatacgagatAAAATGgtgactggagttcagacgtgtgctcttccgatctGAGATCCRTTGYTRAAAGTT
caagcagaagacggcatacgagatTGTTGGgtgactggagttcagacgtgtgetcttccgatctGAGATCCRTTGYTRAAAGTT



Tabell C5: Primere benyttet til qPCR og program. Til denaturering, anealing og elongering ble det brukt 30 sykler.
Alle programmene hadde en aktiverings temperatur pa 95°C i 15 minutter. Denaturering ved 95°C i 30 sekunder.

Anealing temperatur vist i tabell i 30 sekunder. All elongering foregikk ved 72°C tid oppgitt i tabell.

Mil Primer combo Anealing Elongation
ITS1 BITS/B58S3 55°C 45 sec
Vitellogenin ~ Vitellogenin f/Vitellogeninr ~ 54°C 30 sec

Figur C1 PO1: Gel bilde fra primer optimalisering, gverste rad med primer kombinasjonen BITS/ITS4,
nederste med kombinasjonen BITS/ITS4_KYO1 og rgd boks indikerer brenner med bie DNA.



Vedlegg D: DNA Kvantifisering

Standard kurve Bie DNA
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Figur D1: Logaritmisk standardkurve for bie DNA

y =-4.0032x + 41.356

R?=0.9989
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Figur D2: Logaritmisk standardkurve for sopp DNA

y =-4.1701x + 43.019
R?=0.9987
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Figur D3: Gelbilde som viser styrke pa band bruk til bibliotek dannelse. Rgd ring viser medium, bla ring viser
sterk mens grgnn ring viser svak. Rgd pil viser medium standard benyttet.



Tabell D1: Viser T-verdier og P-verdier for sammenligning av normalisert DNA i forskjellige tarmdeler over

forskjellige maneder.

Tarmdel | Maned Verdier Mars April Juni Juli August
T-Verdi - -1006 - - -

Juni P-Verdi - 0,999 - - -
T-Verdi - -1469 0,721 - -

° Juli P-Verdi - 0,998 1 - -
< T-Verdi - 0,424 -1431 -1893 .
g” August P-Verdi - 1 0,999 0,963 -
g T-Verdi - 1146 2152 2614 0,721
T | November P-Verdi - 0,999 0,877 0,565 1
T-Verdi -1192 - - - -

April P-Verdi 0,999 - - - -
T-Verdi 0,115 -1307 - - -

Juni P-Verdi 1 0,999 - - -
T-Verdi 5940 -7133 5825 - -

Juli P-Verdi 1,48e-06 1,05e-09 2,80e-06 - -
T-Verdi -1840 0,648 -1955 -7781 -

% August P-Verdi 0,974 1 0,948 2,00E-16 -
% T-Verdi 2965 1773 3080 8906 1125
2 November P-Verdi 0,305 0,982 0,237 2,00E-16 0,999
T-Verdi 1325 - - - -

April P-Verdi 0,999 - - - -
T-Verdi 1876 1325 - - -

Juni P-Verdi 0,966 0,999 - - -
T-Verdi 0,788 0,537 -1089 - -

Juli P-Verdi 1 1,0 0,999 - -
T-Verdi -2987 4312 -4864 -3775 -

August P-Verdi 0,292 0,004 3.78E-04 0,032 -

g T-Verdi 3757 5082 5634 4545 0,770
= November P-Verdi 0,034 1,34E-04 7,94e-06 1,59E-03 1
T-Verdi -1515 - - - -

April P-Verdi 0,997 - - - -
T-Verdi -4556 3041 - - -

Juni P-Verdi 0,002 0,259 - - -
T-Verdi -5460 3945 -0,904 - -

Juli P-Verdi 1,99e-05 0,018 1 - -
T-Verdi -6522 5007 -1967 -1063 -

€ August P-Verdi 4,95e-08 1,91E-04 0,945 0,999 -
§3 T-Verdi 7429 5914 2874 1970 0,907
< November P-Verdi 1,26E-10 1,71E-06 0,367 0,945 1
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Vedlegg E: Sopp fordeling

Tabell E1: Viser fordeling av sekvensene fra dykrnings uavhengig metode pa rekke niva, sammen med
sekvenser som ikke kunne bestemmes med BLAST, sekvenser uten likhet, uidentifiserte soppisolater og antall
som ikke ble bestemt.

Antall % av 424000 % av 48000

OTUer | sekvenser fra tarm sekvenser fra miljg
Ascomycota 125 61,67 49,25
Basidomycota 107 21,77 17,09
Zygomycota 11 2,03 1,78
Ikke bestembare 25 1,18 5,43
Sekvenser uten likhet 23 6,78 0,90
Ukultiverte isolater 87 4,11 7,15
Ikke Bestemt 1941 2,12 12,13
Oomycota 7 0,16 1,64
Planter 9 0,18 4,63
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©
13 80
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2
o 60
(%]
o)
(@]
40
20
0
0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000
Sekvenser
--------- Mars_Midgut = = = Mars_lleum Mars_Rektum April_lleum
--------- April_Midgut =====- April_Rektum Juni_Crop cesceesee Juni_Midgut
= = =Juni_lleum = e==-- Juni_Rektum e Juli_Crop =~ ceeececes Juli_Midgut
= = = Juli_lleum Juli_Rektum August_lleum August_Rektum
November_Crop November_Midgut = = = November_lleum ===<- November_Rektum

Figur E1: Rarefaction kurve som viser antall observerte arter ved gkende mengder sekvenser.
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Figur E2: Viser fordeling av sopprikene Ascomycota, Basidiomycota, Zycomycota og sopper som er ukjent
fra miljgprgver i prosent. P er pollen prgver, Ha er Hagelerkespore, Hv er hvitveis, Se er Selje og Ep er Eple.
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Figur E3: Viser fordeling av sopprikene Ascomycota, Basidiomycota, Zycomycota og sopper som er ukjent
fra forskjellige individer i prosent. Prgver merket med C indikerer honningmage og prgver merket med M

indikerer Midtmage.
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Figur E4: Viser fordeling av sopprikene Ascomycota, Basidiomycota, Zycomycota og sopper som er ukjent
fra forskjellige individer i prosent. Prgver merket med | indikerer ileum og prgver merket med R indikerer

rektum.
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Figur E5: Fordeling av soppklassene Saccharomycetes, Dothideomycetes, Eurotiomycetes,
Taphrionomycetes, Leotiomycetes og de resterende sopprekkene slatt sammen innen Ascomycota fra

forskjellige individer i prosent. Prgver merket med C indikerer honningmage og prgver merket med M
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Figur E6: Fordeling av soppklassene Saccharomycetes, Dothideomycetes, Eurotiomycetes,
Taphrionomycetes, Leotiomycetes og de resterende sopprekkene slatt sammen innen Ascomycota fra

forskjellige individer i prosent. Prgver merket med | indikerer ileum og prgver merket med R indikerer
rektum.
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Figur E7: Sirkulzert kladogram over alle gjeersoppisolatene fra dyrkningsavhengig metode.

Mangler: Metschnikowia sp 1 isolert fra ileum i Kube 5 fra august, Meyerozyma fermentans isolert fra ileum
i Kube 5 fra august, Metschnikowia aff. Pulcherrima 2 isolert fra honningmage i Kube 5 fra august,
Metschnikowia sp 1 isolert fra pollen i Kube 5 fra juni, Metschnikowia chrysoperlae isolert fra pollen i Kube
5 fra juni, Metschnikowia aff. Pulcherrima 1 isolert fra midtmagen i Kube 3 fra juni og Metschnikowia sp 1
isolert fra rektum i Kube 3 fra juni for a danne sekvens sammenstilling med lengde pa over 400bp.
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Figur E8: Sirkulzert kladogram over alle hyfesoppisolatene fra dyrkningsavhengig metode.

Mangler: Mucor piriformis isolert fra midtmagen i Kube 5 i august og Aspergillus sp 2 isolert fra midtmagen i
Kube 3 i august for a8 danne sekvens sammenstilling med lengde pa over 400bp.
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Tabell E2: Oversikt over identifiserte soppisolater funnet i forskjellige tarmdeler og maned funnet under
dyrkningsavhengig metode.

Mars April Juni August
- Candida magnoliae 3 Didymella fabae Hanseniaspora uvarum 2
) Candida sp 1 Metschnikowia sp 2 Hanseniaspora uvarum 3
g Candida sp 3 Penicillium corylophilum 1 Metschnikowia aff. Pulcherrima 2
%o Penicillium corylophilum 3
c
= Penicillium sp 9
2
Talaromyces purpurogenus
Aspergillus aureolatus 2 Candida magnoliae 2 Candida sp 5 Aspergillus sp 2
Candida apicola Candida magnoliae 5 Candida magnoliae 5 Hanseniaspora uvarum 1
Candida magnoliae 1 Cladosporium sp 1 Metschnikowia aff. Pulcherrima 1 Mucor piriformis
Candida sp 1 Penicillium corylophilum 3 Metschnikowia sp 2 Penicillium corylophilum 5
Kodamaea ohmeri Penicillium echinulatum Mucor hiemalis 1 Penicillium sp 13
Penicillium corylophilum 3 Penicillium sp 12 Penicillium sp 13 Pichia fermentans
Penicillium corylophilum 4 Penicillium sp 9 Pichia guilliermondii 2
gﬂ Penicillium roqueforti 1 Pichia guilliermondii 2 Polyporus ciliatus
_g Penicillium sp 8
) Meyerozyma guilliermondii 1
E Meyerozyma guilliermondii 3
Candida apicola Aspergillus fumigatus 1 Aspergillus fumigatus 2 Metschnikowia sp 1
Candida sp 1 Candida apicola Candida magnoliae 5 Paecilomyces sp
Penicillium sp 12 Candida magnoliae 1 Coniochaeta mutabilis Pichia fermentans
Penicillium sp 9 Candida magnoliae 5 Metschnikowia sp 2 Sporobolomyces ruberrimus 1
Phlebia radiata Candida sp 1 Mucor hiemalis 1
Polyporus gayanus Debaryomyces sp Mucor hiemalis 2
Talaromyces purpurogenus Kodamaea ohmeri Penicillium corylophilum 4
Meyerozyma guilliermondii 2 Penicillium sp 13
Meyerozyma guilliermondii 4
Penicillium corylophilum 1
Penicillium corylophilum 2
Penicillium echinulatum
Penicillium roqueforti 1
Penicillium sp 4
Penicillium sp 9
Penicillium sp 12
Penicillium sp 13
S
3
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Mars

April

Juni

Rektum

Tabell E3: Oversikt over identifiserte soppisolater funnet i blomster, pollen, nektar og sukker i forskjellige

Candida apicola
Candida magnoliae 1
Candida magnoliae 4

Candida sp 1
Penicillium citrinum
Penicillium citrinum

Penicillium sp 9

Candida magnoliae 1

Candida magnoliae 3

Candida magnoliae 7

Candida sp 1
Chaetomium sp
Cladosporium cladosporioides

Penicillium sp 9
Penicillium sp 12

Penicillium sp 13

maneder funnet under dyrkningsavhengig metode.

Mars

April

Bjerkandera adusta 1
Candida magnoliae 3

Candida sp 5

Cryptosphaeria ligniota

Metschnikowia sp 1

Metschnikowia sp 2

Mucor circinelloides
Mucor hiemalis 1
Penicillium sp 2

Penicillium sp 9

Juni

Blomst

Aureobasidium pullulans 1
Aspergillus fumigatus 2
Cladosporium sp 1
Cladosporium sp 2
Cryptococcus sp
Cryptococcus tephrensis
Cryptococcus victoriae 1
Cryptococcus victoriae 2
Cryptococcus wieringae
Diaporthe sp
Didymella fabae
Diplodia mutila
Fusarium lateritium
Fusarium sp
Holtermanniella takashimae
Meyerozyma guilliermondii 1
Penicillium atramentosum
Penicillium biourgeianum 1
Penicillium sp 1
Penicillium sp 13
Phoma sp
Rhizopus microsporus
Rhodotorula colostri

Talaromyces columbinus

Alternaria sp
Aspergillus fumigatus 1
Aureobasidium pullulans 1
Bjerkandera adusta 2
Fusarium sp

Mucor hiemalis 1

Aspergillus fumigatus 2
Hanseniaspora uvarum 4

Sporobolomyces ruberrimus 2
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Mars

April Juni

August

- Alternaria sp
Aspergillus fumigatus 2
Aureobasidium pullulans 1
Aureobasidium pullulans 2
Botrytis sp
Candida apicola
Cladosporium sp 2
Cosmospora viridescens
Cystobasidium slooffiae
Discostroma fuscellum
Hormonema prunorum
Metschnikowia chrysoperlae
Metschnikowia sp 1
Metschnikowia sp 2
Meyerozyma guilliermondii 1
Meyerozyma guilliermondii 2
Mucor hiemalis 1
Mucor hiemalis 3
Mucor racemosus

Penicillium biourgeianum 2
Penicillium chrysogenum

Penicillium corylophilum 3

Penicillium corylophilum 4

Penicillium purpurogenum 2

Aspergillus aureolatus 1
Aspergillus niger
Ascosphaera larvis
Aspergillus aureolatus 1
Aspergillus aureolatus 3
Aspergillus fumigatus 1
Aspergillus spelunceus

Candida magnoliae 4
Candida magnoliae 5
Mucor falcatus 1
Mucor falcatus 2
Mucor falcatus 3
Mucor falcatus 3
Penicillium sp 5

Penicillium sp 6

i:) Penicillium sp 9
E Penicillium sp 13
- - Aureobasidium pullulans 1 -
Cryptococcus magnus
Dothideomycetes sp
Metschnikowia sp 2
Rhodotorula colostri
Starmerella bombicola
Valsa nivea
S
E Candida magnoliae 3
§ Metschnikowia sp 2
Aureobasidium pullulans 2 Byssochlamys spectabilis - -
Candida apicola Candida magnoliae 6
Candida magnoliae 2 Candida sp 1
Candida sp 1 Penicillium corylophilum 3
g Candida sp 4 Penicillium purpurogenum 1
a Cladosporium sp 1 Penicillium roqueforti 1
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Mars

April

Juni

August

Penicillium roqueforti 2
Penicillium sp 7
Penicillium sp 9

Penicillium sp 10
Penicillium sp 11
Penicillium sp 12

Penicillium sp 12

Penicillium sp 13
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Pollen ‘ Blomster

Mars Sukker

Tarm

Total antall isolater: 28 Total antall isolater: 58

Tarm Nektar

Blomst

August
August Pollen

Total antall isolater: 49 Total antall isolater: 28

Figur E10: Venndiagram som viser delte soppisolater med miljgprgver i form av sukker, nektar, blomster og
pollen fra di forskjellige manende.
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Tabell E4: Oversikt over 132 soppslekter funnet sammen med OTUer kun bestemt ned til klasse og familie

funnet i tarm med dyrkningsavhengig og uavhengig metode.

1 g&r kun ned til klasse.
2 gar kun ned til familie.

Slekt Uavhengig Avhengig Slekt Uavhengig  Avhengig
Agrocybe X Erythrobasidium X

Alternaria X Eurotiales X

Antennariella X Filobasidium X

Ascosphaera X Fomes X

Aspergillus X X Fusarium X
Aureobasidium X Galerina X

Bjerkandera X Ganoderma X

Boeremia X Gymnopus X

Botrytis X Hanseniaspora X X
Candida X X Helgardia X
Capnobotryella X Heterobasidion X

Chaetomium X Holtermanniella X
Chaetothyriales ! X Hyphodontia X
Chondrostereum X Hypholoma X

Cladosporium X Itersonilia X

Claviceps X Kloeckera X

Coniochaeta X Knufia X

Coniozyma X Kodamaea X
Conocybe X Krasilnikovozyma X

Coprinellus X Lachnum X

Coprinopsis X Leptosphaeria X

Coprinus X Leptospora X

Crepidotus X Leucosporidium X

Crocicreas X Lophiostomataceae ? X
Cryptosphaeria X Lophodermium X
Curvibasidium X Lycoperdon X
Cystobasidium X Malasseziales X
Cystofilobasidium X Melampsora X

Cytospora X Metschnikowia X
Debaryomyces X X Meyerozyma X

Diatrype X Microbotryum X X
Didymella X Microcyclospora X

Dioszegia X Microsphaera X

Dothiorella X Microstroma X

Endosporium X Monilinia X
Entomophthora X Mortierella X

Epicoccum X Eremascus X
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Slekt Uavhengig Avhengig Slekt Uavhengig  Avhengig
Mrakia X Saccharomycodes X

Mucor X X Scoliciosporum X
Muriphaeosphaeria X Scopuloides X

Mutinus X Seimatosporium X

Nectria X Sporidiobolales * X

Neofabraea X Sporidiobolus * X

Nigrograna X Sporobolomyces X X
Paecilomyces X Sporormiella X

Panaeolus X Starmerella X
Paracamarosporium X Steccherinum X
Paraleptosphaeria X Strobilurus X

Parmelia X Sydowia X

Penicillium X X Talaromyces X X
Peniophora X Taphrina X

Phacidium X Tausonia X
Phaeosphaeria X Thekopsora X
Phaeothecoidiella X Tilletiopsis X

Phenoliferia X Torrubiella X

Phlebia X Trichaptum X

Phoma X Tricholoma X

Physcia X Tubaria X

Pichia X Urocystis X

Pleurophoma X Vagicola X

Polyporales? X Valsa X

Polyporus X Venturia X

Psathyrella X Vishniacozyma X
Pseudoplectania X Wallemia X

Pseudozyma X Wickerhamomyces X
Puccinia X Xanthophyllomyces X

Resinicium X Xanthoria X

Rhodotorula X Xylomelasma X
Saccharomyces X Zygosaccharomyces X
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Vedlegg F: SEM

Figur F1: Skanning elektronmikroskop bilde av honningbietarm. (a) er ileum, (b) er midtmagen og (c) er
rektum
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