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Sammanfattning

Idag minskar den inhemska populationen av pollinerare till foljd av klimatférdndringar och
urbanisering. For att bibehalla den livsviktiga pollineringen anvénds bland annat samhillen av
honungsbin (4pis mellifera), vilket antas kunna péverka de vilda humlorna negativt genom
exempelvis konkurrens om resurser och patogenspridning. I denna studie var syftet att undersoka
hur prevalens av elva patogener som dr vanligt forekomna hos bin skiljde sig mellan vilda humlor
pa olika avstind fran honungsbisamhéllen, hos honungsbin och hos jordhumlor. De tre grupperna
jémfordes ddrefter med varandra. Hypotesen var att prevalensen skulle vara hogre for virus hos
honungsbin medan &vriga patogener var hogre hos humlor. Vidare forvintades prevalensen vara
hogre av virusen hos de vilda humlorna ndrmast honungsbisamhéllena.

Forekomsten jaimfordes med 36 stycken honungsbin for att undersdka potentialen att arten &r
spridningskélla for att dédrefter jamfora prevalensen mellan tvd avstdndsintervall (0 — 500 meter
respektive 1000 — 2000 meter) ifran bikuporna. Vidare anvéndes 37 kommersiella jordhumlor
(Bombus terrestris) for att jamfora med honungsbins prevalens for att detektera skillnader mellan
patogenforekomst hos olika arter av kommersiella pollinerare.

Genom att anvidnda 169 bin extraherades RNA och DNA fran samtliga prover for att undersoka
frekvensen av respektive patogen genom RT-PCR.

Resultatet frén studien kunde inte pavisa en signifikant skillnad i prevalens av samtliga
patogener hos vilda humlor nidrmast honungsbisamhéllena i jimforelse med dom langre ifrén.
Skillnaden i prevalens var dock signifikant hdgre for Black queen cell virus (BQCV), Lake Sinai
virus 1-4 (LSV1-4), Apicystis, Crithidia och Sphaerularia bombi hos honungsbin i jamforelse med
vilda humlor, medan prevalensen var 0 % av SBPV (Slow bee paralysis virus) hos honungsbin men
forekom hos de vilda humlorna. Mellan jordhumlor och honungsbin var skillnaden i prevalens
signifikant hogre for LSV1-4 och Sphaerularia hos honungsbin medan skillnaden var signifikant
hogre hos jordhumlorna av patogenerna Crithidia och SBPV. I flera studier har viruset DWYV visat
kunna spridas mellan honungsbin och humlor, men i och med att DWV saknades i samtliga individer
kunde inget sddant samband undersokas.

Nyckelord: Apis mellifera, Bombus terrestris, vilda pollinerare, patogenprevalens



Abstract

The population of wild pollinators has declined due to climate changes and urbanization. To
maintain the vital pollination of pollination-dependent crops, imported colonies of honeybees (Apis
mellifera) are used, which is assumed to influence the wild population negatively by competition of
resources and spreading of pathogens. The purpose of this study was to determine how the
prevalence of eleven common pathogens differed within wild bumblebees from different distances
from honeybee colonies, but also in honeybees and bumblebees. The three groups were then
compared with each other to detect differences in prevalence of pathogens. The hypothesis for this
study was that the prevalence should be higher among honeybees for viruses, while the rest of the
pathogens are higher in the bumblebees. It was also expected that the prevalence of the viruses was
higher for the wild bumblebees nearest the honeybees.

36 honeybees and 96 wild bumblebees (Bombus pascuroum and Bombus sylvarum) were used in
the comparison and the wild bees were sorted into two groups: those collected 0 — 500 meters from
the colonies and those found 1000 — 2000 meters from the hives. Furthermore, 37 commercial
bumblebees (Bombus terrestris) were used to see differences between two species of commercial
bees in terms of pathogen prevalence.

By using 169 bees, RNA and DNA were extracted from the samples to detect the frequency of
all pathogens by the technique RT-qPCR.

The result did not show any significant difference of prevalence between wild bumblebees nearest
the hives in comparison with those further away. The result did show that it was a significant higher
prevalence of the pathogens Black queen cell virus (BQCV), Lake Sinai virus (LSV1-4), Apicystis,
Crithidia and Sphaerularia bombi in honeybees while the occurrence of SBPV (Slow bee paralysis
virus) was 0 % in honeybees but did occur in wild bees. Between commercial bumblebees and
honeybees, the difference in prevalence was significant higher for LSV1-4 and Sphaerularia in
honeybees, while the difference was significantly higher of the pathogens SBPV and Crithidia in
commercial bumblebees. In several studies, the DWV has been shown to be able to be spread
between honeybees and wild bumblebees, but because the prevalence was zero for all groups of
bees, no such conclusion could be drawn from this study.

Keywords: Apis mellifera, Bombus terrestris, wild pollinators, pathogen prevalence
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1. Inledning

1.1 Bakgrund

Pollinering dr essentiell for ménniskans matproduktion och majoriteten av véxterna
tar hjélp av insekter for pollendverforingen (Borgstrom et al. 2018). Humlor och
bin dr bland de viktigaste pollinatdrerna pa grund av deras effektivitet och éar darfor
viktiga komponenter inom jordbruket. Emellertid minskar andelen pollinerande
insekter drastiskt till f6ljd av bland annat jord-och skogsbruksintensifiering,
utbyggnad av urbana omrdden och klimatférdndringar (Pedersen et al 2020). I
ménga fall placeras diarfor kommersiella humlor och honungsbin ut i landskapen
for att bibehélla den viktiga ekosystemtjdnsten. I och med utplacering av nya arter
1 landskap uppstér istéllet nya hot for de vilda humlorna, bland annat konkurrens
om foda och o6kad patogenforekomst. Det finns ndmligen sjukdomar som
forekommer hos bade honungsbin och humlor, men hur dessa patogener overfors
och om de kan dverforas mellan olika arter &r inte helt klarlagt (Ocepek et al. 2021).

De vanligast forekomna patogenerna som aterfinns hos humlor dr Apicystis
bombi, Crithidia bombi, Nosema bombi och Sphaerularia bombi (Nanetti et al.
2021) medan virusjukdomar som DWV (Deformed wing virus), ABPV (Acute bee
paralysis virus), BQCV (Black queen cell virus), SBV (Sacbrood bee virus) och
LSV (Lake Sinai virus) frimst ar forknippade med honungsbin. Samtliga patogener
har dock detekterats hos bdde humlor och honungsbin i tidigare studier, vilket har
foranlett en oro hos forskare om huruvida kommersiella honungsbin kan oka
forekomsten hos de bilda bestdnden (Nanetti et al. 2021).

Eftersom de vilda bina redan star infor ett flertal hot sa &r det av stor vikt att inte
orsaka fler hot, och dérav kravs reglering av hur importering av honungsbin skots
och regler kring vad som ska goras i fall av smitta (Bernhardsson et al. 2020). I
Sverige har vi idag en lag for hantering av bisjukdomar (SFS 1974:211) med en
tillhérande forordning (SFS 1974:212) som beskriver alla regler och bestimmelser
kring bihilsa for att minska smittspridningen av sjukdomar hos humlor och bin.

Bevakningen av bihilsa sker pa lokal, regional och nationell niva. P& nationell
nivd dr det Jordbruksverket som har hand om arbetet med att detektera
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smittspridning hos honungsbin. Deras arbete gar bland annat ut pd att besluta om
att smittforklara omrdden och utbilda bade lansstyrelserna och tillsynsmédnnen som
jobbar med bihélsa. Det dr sju av Sveriges ldnsstyrelser som har hand om den
regionala bitillsynen for samtliga lén i Sverige och deras uppgift dr att utse hur stora
tillsynsdistrikten ska vara och tillsitta tillsynsmén. Tillsynsménnen jobbar pa en
lokal niva och de jobbar med praktiskt arbete for bevakning av bisjukdomar inom
olika distrikt. Exempelvis dr det tillsynsmadnnen som tar prover for att faststélla
sjukdom vid misstinkt smitta och de har dven rétt till att besluta om forflyttning
eller om bisamhéllet ska forintas om sjukdom kunnat detekteras (Jordbruksverket
2022).

Vidare har Europeiska kommissionen beslutat att alla medlemsldnder ar skyldiga
att ha ett nationellt referenslaboratorium for bihilsa vilket ledde till att Sveriges
lantbruksuniversitet utsdgs till detta hir i Sverige. Deras uppgift ér att diagnostisera
prover som kommer in till laboratoriet och dé i forsta hand de anmélningspliktiga
sjukdomarna amerikans yngelrdta, varroakvalster och trakékvalster (Lundmark
u.a.).

1.2 Syftet

Syftet med studien var att undersoka hur patogenfoérekomsten skiljde sig mellan
vilda humlor beroende pé ndrvaron av kommersiella honungsbin. En hypotes var
att prevalensen av virus skulle vara hogre hos honungsbin @n hos vilda humlorna,
medan patogener i form av protozoer och nematoder skulle vara hogre hos
humlorna. Prevalensen av virusen antogs dessutom vara hogre hos vilda humlor
som befann sig ndrmare honungsbin dn de som hittades lédngre bort.

Vidare undersoktes dven skillnader i patogenforekomst hos kommersiella Apis
mellifera och Bombus terrestris. Detta for att jimfora hur patogenforekomsten
skiljer sig 4t mellan olika arter som lever i kolonier. Precis som for vilda humlor
var hypotesen att prevalensen skulle vara hogre for virussjukdomar hos honungsbin
medan jordhumlor istdllet skulle ha en hogre prevalens av de dvriga patogenerna.

For att testa hypoteserna genomfordes realtids-PCR test av insamlade
honungsbin, vilda humlor och jordhumlor. De vilda humlorna var kategoriserade i
tvd avstandsintervall ifrdn de utplacerade honungsbina for att undersoka hur
ndrvaron av honungsbin mojligen kunde paverka prevalensen hos de vilda
humlorna.
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2. Material och metod

2.1 Proverna

2.1.1 Projektet "Fysiobin 2022”

Proverna som har anvints till detta projekt kommer fran ett storre projekt genomfort
2022. Centrum for miljo- och klimatforskning vid Lunds universitet fick i uppdrag
av Jordbruksverket att studera honungsbins péverkan pad vilda bin ur ett
landskapsekologiskt perspektiv. Studien syftade till att studera hur titheten av
honungsbisamhéllen och avstandet frdn dessa samhéllen paverkade
reproduktionsformagan hos vilda bin (Bernharsson et al. 2022). Alla bin samlades
in frdn atta landskap lokaliserade i Skane. De var klassade som betesmark eller
slatterang i Jordbruksverkets blockdatabas. I varje landskap sattes samhillen med
honungsbin ut vid en punkt med kénd koordinat. Pa avstand 0, 500, 1000 och 2000
meter frdn dessa honungsbisamhillen placerades 1) humlekolonier av mork
jordhumla (Bombus terrestris) och 2) bihotell for solitira bin for att detektera
tatheten av individer vid dessa olika avstind.

2.1.2 Insamlade bin

Totalt anvandes 176 individer fran kolonier, bihotell och inventeringar frén tidigare
beskrivna projektet. Av de insamlade individerna var 40 stycken honungsbin (4Apis
mellifera), 39 morka jordhumlor (Bombus terrestris), 38 stycken haghumlor
(Bombus sylvarum) och 60 stycken akerhumlor (Bombus pascuorum). Hos samtliga
analyserades patogenforekomst av elva vanligt forekommande patogener (se nedan
for information om dessa patogener).

De fyra avstdndsgrupperna slogs vid analyserna samman till tva grupper, 0 — 500
m respektive 1000 — 2000 m, for att undersdka om prevalensen av patogener
minskade med ett dkat avstand frin de utsatta bikuporna.
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2.2 Patogener

2.2.1 Vad ar en patogen

En patogen brukar ofta definieras som en mikroparasit (exempelvis bakterie eller
virus) som ér direkt beroende av en vérd for reproduktion och dverlevnad (Morley
2012). Det &r nér en patogen bdrjat reproducera sig i virden som virdorganismen
anses infekterad. Att vara infekterad av en patogen och att vara sjuk ar tva skilda
aspekter. Om infektion leder till sjukdom beror bland annat pa virdens mottaglighet
och resistens mot infektion, mdngden av patogen i1 védrden, men &ven
virulensforméga. Utdver mangden patogen kan man definiera férekomsten genom
prevalens. Prevalensen anger hur stor andel av en population som visar positivt
resultat for patogenen vid en viss tidpunkt och tar inte hdnsyn till méngden i varje
enskild individ (Pedersen et al. 2020). I denna undersokning ar det prevalensen som
anvénts for att jamfora patogenforekomsten mellan olika arter.

Ett patogen kan Overforas hos bin mellan olika védrdar pd flera sitt. Det kan
exempelvis ske genom sexuell och vertikal Overforing, men &ven genom
direktkontakt eller genom luften. Dessutom kan manga patogener ackumuleras i
avforingen och detta &r en stor faktor till spridningen av patogener till dvriga
bikolonier eller solitdra bin (Pedersen 2020).

Det dr dessutom vanligt att patogener sprids mellan honungsbin genom Varroa
destructor, ett kvalster som spridits fran Apis Cerana till Apis mellifera. Kvalstret
livnér sig pa hemolymfan hos honungsbiet och leder till att biet blir deformerat men
samtidigt kan smittas av flertalet patogener. Utan kontroll av kvalstret kan
honungsbisamhéllen forstdras inom ett fatal &r (Knolhoff et al. 2008).

2.2.2 Virus

Virus dr en infektios mikrob som bestdr av RNA eller DNA omslutet av en
proteinpartikel. For att replikera sig behdver viruset infektera vérdceller, och
overforing sker genom direkt fysisk kontakt eller genom indirekt 6verforing fran

14



exempelvis parasiter. De flesta virus orsakar inte sjukdom, utan lever i sin vérd utan
att medfora ndgon negativ paverkan (Pedersen et al. 2020). Detta kan daremot ocksé
medféra problem i och med att virus kan vara svédra att upptdcka innan
smittspridningen blivit stor. Hos bin &r det frdmst for honungsbin som virus ar ett
hot och det orsakar stora problem for biodlare (Tantillo et al. 2015). I denna
undersokning har sju RNA-virus testats hos samtliga prover for att detektera
prevalensen och jamfora mellan grupper av bin. Eftersom virusen framst associeras
med honungsbin dr detta intressant att testa ur fran smittspridningsperspektiv
mellan honungsbin och vilda humlor. Nedan beskrivs de virus vars forekomst
undersoktes 1 studien.

BQCYV (”Black queen cell virus”)

BCQV ér en av de vanligaste honungsbisjukdomarna i vérlden och detekterades
forst fran doda drottninglarver och prepuppor som fatt morkbruna eller svarta
cellvdggar (Spurny et al. 2017). Larver smittade med viruset far forst en distinkt gul
farg som senare overgar till morkbrun eller svart farg, och larverna far ofta ett
sdckliknande utseende (Ball et al. 1999). Viruset smittar frimst genom vertikal,
social dverforing frn drottningen till avkommorna, men dven fran vuxna till larver
genom kortelsekret. BQCV ér ddrmed framst ett hot inom biuppfodningsindustrin
dd en smittad honungsbidrottning kan fora vidare viruset till stora delar av
samhdllet. Studier har dessutom visat att bin som infekterats av BQCV och Nosema
har hogre mortalitetsrisk (Spurny et al. 2017).

ABPV (“Acute bee paralysis virus”)

I likhet med BQCV sa drabbar ABPV framst honungsbin och tros ha okat i
prevalens pa grund av V. destructor (McMahon et al. 2018). Viruset har en hog
virulens som leder till att firre infekterade puppor Overlever, vilket tros vara
anledningen till att frekvensen &r ldgre for viruset hos bin &n till exempel DWV,
som paverkar vuxna bin och sprider sjukdomen vidare (McMahon et al. 2018).

SBPV (“Slow bee paralysis virus”)

SBPV ér prevalent bdde i honungsbin och i flera arter av humlor, men &r frimst
virulent hos honungsbin genom V. destructor (McMahon et al. 2018). Nér biet
infekterats av viruset blir frambenen forlamade och leder i manga fall till en snabb
dod. T och med detta &r viruset séllsynt i kolonier av honungsbin da smittade
individer inte hinner 6verfora smittan innan de avlider (Pedersen et al. 2020).
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SBV (”’Sacbrood virus”)

SBV ér ett globalt forekommande virus hos fraimst honungsbin som leder till att
drottninglarver misslyckas med forpuppningen och far ett séckliknande utseende.
Precis som for SBPV och ABPV har studier visat att V. destructor dven kan ha en
bidragande faktor till smittspridningen, men bevisen for detta samband ar mindre
in for de Ovriga virusen. SBV har aterfunnits i humlor, men &r mer frekvent
patraffat hos honungsbin och dr darfor frimst associerat med arter inom Apis
(McMahon et al. 2018).

DWYV (“Deformed wing virus”)

DWYV ir ett av de mest prevalenta virusen for honungsbin och leder ofta till att
vuxna bin fir deformerade vingar och missbildade kroppar. Viruset har dven det
visat sig spridas genom V. destructor. DWV aterfinns ocksé hos humlor, kolonier
som solitéra, och studier tyder pa att viruset kan reproducera sig i ménga av dessa
arter (McMabhon et al. 2018).

CBPV (“Chronic bee paralysis virus”)

CBPV, med det fullstindiga engelska namnet ”Chronic bee paralysis virus” &r ett
RNA virus som frimst smittar honungsbin och som orsakar minskning av arbetande
bin i frAmst stora kolonier. Viruset dr vél etablerat globalt sett och karakteriseras av
forlamning, saknad av flygférméga och hérlosa bukar (Dittes et al. 2020).

LSV1-4 (”Lake Sinai virus”)

Virusets uppticktes relativt nyligen och da forst som varianterna LSV1 och LSV2.
Under tidens gang har fler varianter upptickts av viruset och inkluderar bland annat
LSV3 och LSV4 (Daughenbaugh et. al. 2015) vilket samtliga testades i denna
undersokning.

An vet man foga lite om virusets patologi, men i tva studier frdn USA och
Spanien har forekomsten av patogenen hos samhéllen for honungsbin pavisat en
okad risk for kollaps av honungsbikolonier. I flera studier har man dessutom funnit
ett samband med att en hogre prevalens av LSV medfor en ldagre kolonistorlek av
honungsbin (Hou et. al. 2023).
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2.2.3 Protozoer

Protozoer ér encelliga eukaryouta organismer som livnir sig pa mikroorganismer,
dott organiskt material eller pd andra djur. De tre viktigaste protozoerna dr Nosema
bombi, Crithidia bombi och Apicystis bombi som framst forekommer hos humlor
(Pedersen et al. 2020). I denna studie har primers for att detektera komplex av
patogenerna anvints d& bade honungsbin och humlor analyserats och dérav finns
flera arter for samtliga protozoer specifikt for arten.

Apicystis

Apicystis ér en parasit som har hittats i ndrmare 20 arter av Bombus. Apicystis bombi
anses leda till fysiska problem fér humlor som stdrande av fettvdvnader, men dven
till att orsaka minskad reproduktionsframgédng och kommunikation i kolonier.

Studier har ocksé kunnat pdvisa att dodlighet hos arbetande bin 6kar med Apicystis
(Plischuk et al. 2011).

Nosema

Det finns 81 arter av Nosema beskrivna och i Sverige forekommer tre arter,
ndmligen Nosema apis, Nosema ceranae och Nosema bombi. De tva forstndmnda
orsakar framst sjukdomar hos honungsbin medan Nosema bombi ér varianten av
den encelliga organismen som forekommer hos humlor. Det har dock kunnat
konstateras i en studie fran Storbritannien att N. ceranae éven hittats i humlor och
dé paverkat deras dverlevnad och beteende visentligt (Pedersen 2020). Nosema
infektioner sker frimst genom intag av sporer med fédan (Chen 2009). Infektion av
N. apis, N.ceranae och N. bombi leder for bdde humlor och honungsbin till kortare
livsldngd, farre drottningar och mindre kolonier (Chen et al. 2009) (Pedersen et al.
2020).

Chrithidia

Parasiten Crithidia bombi aterfinns 1 baktarmen hos humlor och minskar deras
fitness med upp till 40 % (Cisarovsky et al. 2014). Den smittar framst drottningar
som far svart att etablera en koloni. Om humledrottningen skulle lyckas bilda en
koloni sa &r sannolikheten stor att smittan fors vidare till arbetarna. Smitta av C.
bombi sker badde inom och mellan kolonier och kan bland annat smittas genom
kontaminering av blommor (Yourth et al. 2006).
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2.2.4 Nematoder

Nematoder dr rundmaskar som &r mikroskopiska djur som befinner sig i flertalet
olika miljoer eller som parasiter pa andra djur (Pedersen et al. 2020). Till denna
studie testades en nematod pa samtliga bin, Sphaerularia bombi.

Sphaerularia bombi

Nematoden Sphaerularia bombi paverkar endast drottningar hos humlor och dessa
infekteras nir de Overvintrar i marken. Forokningen av nematoden sker i
hemolymfan och sprids vidare med drottningarnas avforing. Symptomen é&r att
dggstockutvecklingen avstannar och leder till att utvecklingen av nya kolonier
forhindras (Pedersen et al. 2020).

2.3 Dissekering och homogenisering

Syftet med homogeniseringen

Eftersom roren som anvéndes till extraktionerna av nukleinsyra inte rymmer mer
dn 20 mg behdvde honungsbin och humlor dissekeras och homogeniseras (Meeus,
Paxton 2016). Homogenisering innebér att de anvinda komponenterna finfoérdelas
och blandas med varandra och blir enhetlig. Homogenatet anvéndes dérefter till
senare extraktioner av RNA och DNA.

Utforande

Proverna, det vill sdga alla bin, hade forvarats i frys sedan insamlingen och
transporterades frdn Lund till Sveriges lantbruksuniversitet pa torris. Dérefter lades
de in i ett frysrum (-20°C). Nér det var dags att anvidnda proverna togs de ur frysen
och végdes péd en vig med fyra decimalers noggrannhet. Det ir i biets bakdel som
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flest patogener finns ndrvarande (Meeus, Paxton 2016). Darfor dissekerades biet
for att bara anvinda bakdelen till homogeniseringen. Denna lades sedan ner i ett
provror som rymde 2 ml.

Till roren tillsattes en TBS buffert (50 mM TRIS.CL (pH 7.5)/150 mM NaCl)
som hade adderats med RNA250 med en koncentration pd 10 ng/mL och pJET1.2
med en koncentration pa 1 ng/mL. RNA250 anvindes som en passiv kontroll {or
senare Realtids- PCR-analys for att rdkna ut bortfallet av RNA efter arbetets géng.
pJET1.2 hade samma uppgift for DNA:t. For honungsbin tillsattes 500 uL TBS
buffert medan 800 uLL. TBS buffert anvéndes till humlorna. Anledningen till att mer
buffert anvindes till humlorna berodde pé att dessa var storre till storleken dn vad
honungsbina var.

Aven 200 pL glaspirlor med en diameter pA 1 mm adderades till provroren.
Glaspirlornas funktion var att sonderdela biets bakdel vid homogeniseringen och
for att blanda med bufferten.

Direfter anvéndes en “Precellys homogenizer” for att skaka om rdéren med
komponenterna for att frambringa homogenatet. For samtliga 176 prov anvindes
samma program dér proverna skakades 1 1 minut och 30 sekunder (intervall om 30
sekunder, 3 ginger med 5 sekunders paus) pd 8000 rpm. Efter skakningen lades
roren in i en centrifug pd 8000 rpm 1 en minut for att separera vitskan frén bakdelen
och glaspérlorna.

2.4 Extraktion av RNA
Syftet med RNA-extraktionen

For att kunna genomfora en RT-PCR behovde RNA extraheras. Extraktion &r en
metod som anvénds for att separera nukleinsyra fran celler eller vdvnader da det
inte forekommer fritt i ett prov (RISE u.d.). Till detta anvindes "RNeasy® Mini
kit” frdn mérket Qiagen. Genom att anvinda olika buffertlosningar kan RNA renas.
Forst anvidnds en denaturerande guanidin-tiocyanatinnehdllande buffert som
inaktiverar RNA:t s& det halls intakt. Dérefter tillsdtts etanol for att tvétta bort
oonskade biprodukter (Qiagen, 2019). Kitet innehéller bade de buffrar och rér som
behovs for en RNA-extraktion. RNA:t utvanns frdn samtliga prover for att kunna
genomfOra test av virusen.

Utforande

Till RNA extraktionen adderades 100 pL av homogenatet till 1,5 ml provrér med
RLT buffert och DTT. Dérefter pipetterades RLT-blandningen till en Qiagen-
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shredder spin column” med tillhdrande tilldggsror for att darefter centrifugeras pé
7500 rpm i tva minuter. Efter centrifugeringen beholls vitskan 1 uppsamlingsréren
som filtrerats ut och blandades ut med 250 pL 99,7 procentig etanol. Den nya
blandningen pipetterades till en "RNEasy® spin column” med uppsamlingsror for
att centrifugeras pa 10 000 rpm i en minut. Istéllet for att spara vétskan hélldes
den ut ur uppsamlingsroren och tilldggsroret lades 1 uppsamlingsroret pa nytt.
Direfter tillsattes 700 pL av RW1 och tva tvittar med 500 uL. RPE och mellan
varje tillsdttning centrifugerades réren i en minut pa 10 000 rpm.

For att se till att det inte fanns ndgon etanol kvar s centrifugerades roren utan
tillsatt vétska i en minut pa 14 000 rpm. Dérefter lades tilldggsroren fran varje
uppsamlingsror till nya sterila ror infor det sista steget. D4 adderades 50 pL sterilt
vatten (RNase-free water fran Qiagen kitet) till tilldggsroren. Eftersom det dr 1
filtret pa tillaggsroren som RNA:t fanns samlat sa var det viktigt att se till att hela
filtret blottes med vattnet. For att sdkerstélla att hela filtret bl6tts ned pipetterades
vattnet med extra noggrannhet direkt pé filtret och ddrefter inkuberades réren 1
rumstemperatur i fem minuter innan de aterigen centrifugerades pa 10 000 rpm.
Vitskan som ddrefter hamnat i réren var ddrmed det utvunna RNA:t som senare
anvéndes till Real time polymerase chain reaction (RT-PCR).

2.5 Extraktion av DNA

Syftet med DNA-extraktionen

For att testa patogenerna Crithidia, Nosema, Apicystis och Sphaerularia behdvde
DNA utvinnas fran humlorna och honungsbina. Dirfér genomfordes dven
extraktioner av DNA. "DNeasy® Blood & Tissue” fran Qiagen var kiten som
anvéindes. Forst lyserades proverna med Proteinase K for att dérefter tillsétta
bufferts for att DNA:t ska kunna binda till roren. Precis som for extraktionerna av
RNA tvittades de med etanol for att rena DNA:t (Qiagen, 2020).

Utforande

100 pL av homogenatet tillsattes till 1,5 mL provror med 180 pL. Enzymatisk
lyseringsbuffert och vortexades. Dérefter lades provréren pé inkubering pa en
virmeplatta 1 30 minuter pd 37 °C. Nér 30 minuter hade passerat sa adderades forst
25 pL Proteinase-K 16sning och darefter 200 pL AL buffert. Efter varje tillsdttning
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vortexades varje provror for att ddrefter dterigen inkuberas pd viarmeplatta i 30
minuter pa 56 °C.

Efter den andra inkuberingen tillsattes 200 uL 99,7 procentig etanol och ddrmed
paborjades tvittningen av proverna. Vitskan tillsattes ddrefter till en "QIAshredder
spin column” med tillhdrande uppsamlingsror och centrifugerades i en minut pé
8000 rpm. Vitskan som hamnat i uppsamlingsroren kasserades och det tillhdrande
tillaggsroret lades 1 uppsamlingsroren pd nytt. Forst tillsattes AW 1, centrifugerades
pa 8000 rpm i1 en minut, och darefter adderades AW?2 till roren och centrifugerades
pa 14 000 rpm i tre minuter. For att se till att all etanol forsvunnit kordes en
centrifugering utan tillsatt vétska i en minut pa 14 000 rpm.

Nir all etanol antogs vara borta sa lades tilldggsroren i nya sterila provror och
AE buffert pipetterades ner. For honungsbin anvéndes 70 uL AE buffert medan det
for humlorna anvindes 100 pL. Proverna inkuberades dérefter i en minut i
rumstemperatur innan de lades ner for centrifugering en sista gang pa 8000 rpm 1
en minut.

2.6 Kontrollerandet av renhet av DNA och RNA

For att undersoka hur renat extraktionerna av RNA och DNA var anvdndes metoden
spektofotometri som utférdes med hjilp av en Nanodrop. Med Nanodropen kunde
tre specifika vaglangder berdknas. Vid 260 nm har nukleinsyra sin absorbanstopp
och dir kan man utldsa hur mycket DNA/RNA som har utvunnits i enheten ng/ pL.
Nanodropen beridknade ocksa vid vaglingden 280 nm, dér proteiner har sin topp,
och vid 230 nm dér fenoliska foreningar kan detekteras. Om absorbanser var under
2 i intervallen A260/A280 sa indikerade det att proverna var kontanimerade med
proteiner. Om absorbansen var under 2 for intervallet A260/A230 var det en
indikator pd att den var kontaminerad med fenoler.

Innan 2 pL av samtliga prov pipetterades pad Nanodropens analysplatta anvindes
blankprover av ribonukleasfritt vatten for RNA-proverna och AE- bufferten for
DNA-proverna. Nir absorbansen var berdknad 6verférdes RNA och DNA proverna
till frystaliga ror och markerades med etiketter for att kunna skilja varje individs
DNA och RNA ifrdn varandra. Dérefter placerades roren i en frys pd -22 °C innan
RT-PCR testerna genomfordes.
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2.7 RT-PCR

2.7.1 cDNA syntes (omvand transkription)

Syftet med omvind transkription

For att gora det mojligt att testa for RNA-virus 1 RT-PCR sa behovde RNA:t goras
om till cDNA. Detta gjordes genom omvénd transkription.

"M-MuLV Reversed Transcriptase” anvdndes som ett enzym 1 syntesen.
”RiboLock RNase Inhibitor” skyddade RNA fran nedbrytning nér temperaturen
oversteg 55 °C. "Random hexamer primers” funktion var att syntetisera cDNA fran
RNA:t i proverna. Det utvunna cDNA:t kunde anvéndes direkt till realtids-PCR.

Utforande

Forst gjordes en mastermix utan templaten som sedan adderades till PCR- plattorna.
Direfter tillsattes 2 uL. av templaten innan syntesen av cDNA utfordes med T100
Thermal Cycler (Bio Rad). Programmet var utformat pa foljande vis: For att
syntetisera random hexamer primer sd inkuberades proverna i fem minuter pé 25
°C vilket dérefter foljdes av 60 minuter pa 37 °C. Reaktionen avslutas med att
proverna viarmdes upp till 70 °C i fem minuter, vilket slutligen ledde till utvunnet
cDNA.
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2.7.2 RT-PCR

Syftet med RT-PCR

Polymerase chain reaction ér en teknik som bygger pa att kunna amplifiera manga
kopior av ett specifikt segment av DNA for att kunna studera det (Ghannam &
Varacallo, 2023). Med flera kopior ar det exempelvis mojligt att undersoka
patogenforekomst. I denna studie anvédndes kvalitativ PCR-metod, vilket innebér
att det kontrollerades om patogenen forekom eller inte beroende pa om de
amplifierades (Evans et al. 2013). Genom att anvinda en supermix med fargdmne
(SSOFast EvaGreen supermix), primers, templaten och steriliserat vatten kunde
proverna testas for patogenforekomst med hjilp av realtids-PCR.

Utforande

Alla komponenter, exlusive templaten, blandades till en mastermix. For
sekvenserna for de primers som anvéndes, se tabell 1. Dairefter tillsattes forst 18
uL av mastermixern till alla 96 brunnar pé plattan och dérefter adderades 2 uL av
de enskilda templaten i 88 av brunnarna. I de sista 4tta brunnarna tillsattes en
spadningsserie av positiva kontroller for den aktuella patogenen i sju av brunnarna
(1 ng/ ul — 1 fg/ul) medan den sista brunnen spidddes ut med 2 pL ribonukleasfritt
vatten som da fungerade som en negativ kontroll.
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Tabell 1: Sekvenserna (forward och reversed) for samtliga primers for detektering av patogenerna.
RNA250 och pJETI.2 fungerade som passiva kontroller for att kontrollera kvalitetén pd proverna

infor RT-PCR.
Assay Forward Sequence 5"-3° Reversed Sequence 5°-3"
DWV TACTAGTGCTGGTTTTCCTTT CAAGTATCCTTCAAACAATC
BQCV AGTGGCGGAGATGTATGC GGAGGTGAAGTGGCTATATC
ABPV GAGGAAATTTCCAATAAACT GTTTCCACATCATGAAAGG
SBPV GYGCTTTAGTTCAATTRCC ATTATRGGACGTGARAATATAC
CBPV1 CAACCTGCCTCAACACAG AATCTGGCAAGGTTGACTGG
LSV1-4 CGTGCGGACCTCATTTCTTCATGT | CTGCGAAGCACTAAAGCGTT
SBV GCTCTAACCTCGCATCAAC TTGGAACTACGCATTCTCTG
Nosema TATGCCGACGATGTGATATG CACAGCATCCATTGAAAACG
complex
Crithida CTTTTGGTCGGTGGAGTGAT GGACGTAATCGGCACAGTTT
complex
Apicystis CCAGCATGGAATAACATGTAAGG | GACAGCTTCCAATCTCTAGTCG
complex
Sphaerularia | CGGTTAAAAAGCTCGTAGTTGGA | GAAGCCTAGTGCGCACCTAAA
bombi
RNA250 TGGTGCCTGGGCGGTAAAG TGCGGGGACTCACTGGCTG
(kontroll)
pJET1.2 CGAGGTTTAGAGCAAGCTTC ACACTTTATGCTTCCGGCTC
(kontroll)

Efter tillredningen anvidndes instrumentet "CFX Connect Real-Time PCR
Detection System” till att utféra RT-PCR. Protokollet var utformat pé féljande vis:
Forst varmdes plattan upp till 95 °C i 30 sekunder for denaturering av DNA. Det
gor det mojligt for DNA-strdngarna att separera fran varandra och forbereder det
déd for nista steg, ndmligen annealingssteget. Vid temperaturen 58 °C i fem
sekunder blir det mojligt for primers att fasta till DNA-strdngarna. Sista steget i
cykeln var DNA syntetisering som frambringades nér temperaturen okade till 72
°C 1 30 sekunder. De beskrivna cykelstegen upprepades 34 génger for att
astadkomma fler kopior. Nér alla cykler var genomfoérda utfordes en
temperatursidnkning till 65 °C for att dérefter fortsétta upp till 95 °C for att {4 fram
sméltkurvor. Néar programmet hade kort klart kunde man med hjélp av grafer for
samtliga prover notera patogenférekomsten genom att jamfora med kontrollernas
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kurvor. En sméiltpunktskurva anvindes ocksa i analyserna. Detta for att detektera
falska prov. Om ett prov visade topp pa flera temperaturer eller hade en skild
sméltpunkt frén kontrollerna ansags resultatet for provet i fraga vara falskt.

2.7.3 Statistiska Analyser

For att jamfora patogenforekomsten hos proverna som anvéndes i undersékningen
anvéndes prevalens som ett matt pa infektion. Forst jimfordes de vilda humlornas
forekomst med honungsbin for att testa om honungsbin hade hdgre prevalens av
virus och humlorna hade hogre prevalens av Nosema, Crithidia, Apicystis och
Sphaerularia bombi. Darefter testades hypotesen om att prevalensen skulle vara
hogre hos de vilda humlorna som hittades ndrmast honungsbisamhéllena i
jamforelse med de langre ifrdn. Detta for att undersoka om kommersiella
honungsbin kan bidra till 6kad patogenférekomst hos det vilda bestindet.

Slutligen jaimfordes honungsbinas prevalens med kommersiella jordhumlors for
att undersoka om prevalensen var hogre av virusen hos honungsbin én hos andra
kommersiella pollinatérer. I samtliga fall presenterades resultaten i form av
stapeldiagram.

For att undersoka om resultaten var statistiskt signifikant gjordes t-test.
Nollhypotesen var att det inte fanns nadgon signifikant skillnad i patogenférekomst
beroende pa avstandet fran honungsbisamhallena. Mothypotesen var att det fanns
en signifikant skillnad i patogenforekomst mellan grupperna och att prevalensen
var hogre ndrmare honungsbisamhallet. Signifikansnivan som anvéndes i detta fall
var oo = 0,05. For att undersdka hur patogenprevalensen skiljde sig mellan tva
kolonier av olika arter av kommersiella bin gjordes en jamforelse i
patogenforekomst mellan jordhumlor och honungsbin.
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3. Resultat

Efter genomf6rt RT-PCR test kunde samtliga amplifieringskurvor utldsas med en
tillhorande smaltkurva. Flourescenstroskelvardet (RFU) sattes till mellan 100 - 200
for att utesluta falska resultat. Se bilaga 1 — 4 for demonstration for hur dessa kurvor
sag ut. Eftersom de passiva kontrollerna RNA250 och pJET1.2 saknades helt i sju
av proverna uteslots dessa fran analysen. Det ledde till att 169 prover anvéndes till
analysen. 36 stycken Apis mellifera, 37 stycken Bombus terrestris, 96 stycken vilda
humlor (36 stycken Bombus sylvarum och 60 stycken Bombus pascuorum.
Gemensamt for alla individer som testades i studien (honungsbin, vilda humlor och
jordhumlor) var att virusen ABPV, DWV och CBPV saknades helt.

0— 500 meter

Resultatet frdn jamforelsen mellan patogenférekomst hos honungsbin och vilda
humlor pa avstandet 0 — 500 meter ifrdn bikuporna presenteras i figur 1.

I honungsbisamhéllet var prevalensen 0 for patogenen SBPV medan det hos vilda
humlor pa avstdndet 0 - 500 m frdn honungsbisamhaéllet forekom hos 17.1% av
individerna och skillnaden var dirmed statistisk signifikant (p>0,01).100 % av de
insamlade honungsbina bar pa viruset. For de vilda humlorna var det en signifikant
mindre del, 17,1 %, som visade forekomst av viruset. For viruset SBV var
prevalensen signifikant hogre for honungsbin 4n for vilda humlor dd prevalensen
var 36,1 % respektive 8,6 % (p = 0,005). LSV1-4 aterfanns inte i de vilda humlorna
pa avstdndet 0 — 500 meter, men var mer forekommande hos de undersokta
honungsbina dir prevalensen var 44,4 % Det var ingen skillnad i Nosema mellan
honungsbin och vilda humlor pa avstandet 0 — 500 meter (p= 0,309). Daremot var
skillnaden 1 prevalens mellan Crithidia och Apicystis 2,3 respektive 2,4 génger
hogre hos honungsbin @n hos de vilda humlorna (p> 0,05)

Prevalensen for positiva honungsbin av Sphaerularia var 5,8 génger storre
an hos de vilda humlorna pé avstandet 0 — 500 meter (p>0.05).
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Patogenprevalens pa 0 - 500 meter fran honungsbin
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Figur 1: Skillnad i prevalens av elva patogener mellan honungsbin och vilda humlor pa ett avstand
av 0 - 500 meter fran utsatt bikupa. For SBQV, BOCV, SBV, LSV1-4, Crithidia, Apicystis och
Spaerularia var skillnaden signifikant mellan grupperna.

1000 — 2000 meter

Resultatet fran prevalensen mellan honungsbin och vilda humlor pé avstand 1000
— 2000 meter ifran samhillena visas 1 figur 2.

Prevalensen for SBPV var 14,8 % hos vilda humlor och forekom inte alls hos
honungsbin och skillnaden var ddrmed signifikant (p > 0,002). Foérekomsten av
BQCV, SBV och LSV1-4 var 100 %, 36,1 % respektive 44,4 % hos honungsbin av
samtliga virus, medan den var 11,5 %, 4,9 % och 1,6 % for motsvarande patogener
hos de vilda humlorna. Det medforde att prevalensen var 8,7, 7,4 respektive 27,8
ginger hogre hos honungsbin och skillnaden var ddrmed signifikant.

Skillnaden 1 prevalens mellan Nosema hos honungsbin och vilda humlor pa
avstdndet 1000 — 2000 meter visade efter genomfort t-test ingen skillnad mellan
honungsbin och de vilda humlorna (p > 0,309). Patogenerna Crithidia, Apicystis
och Sphaerularia visade didremot pa en signifikant skillnad i patogenforekomst
mellan arterna (0,005, 0,001 respektive 0,012). Prevalensen var 2,3 ginger hogre
hos honungsbin &n hos de vilda humlorna av Crithidia och 2,4 génger hogre {for
Apicystis. Hos de vilda humlorna kunde inga forekomster av Sphaerularia
detekteras.
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Patogenprevalens pa 1000 - 2000 m fran honungsbin
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Figur 2: Skillnad i patogenprevalens av elva patogener mellan honungsbin och vilda humlor pd ett
avstand av 1000 - 2000 meter fran samhdllen av honungsbin. Fér SBPV, BOQCV, SBV, LSVI1-4,
Crithidia, Apicystis och Sphaerularia var skillnaden signifikant.

0 — 500 meter och 1000 — 2000 meter

Jamforelse av prevalensen mellan de vilda humlorna i de tva avstindsintervallen
presenteras i figur 3. Ingen skillnad kunde pédvisas av patogenforekomst mellan de
tvd grupperingarna efter genomfort t-test. Visserligen kan konstateras att
prevalensen var hogre av patogenerna SBPV, BQCV, SBV, Nosema, Crithidia,
Apicystis och Sphaerularia bombi hos vilda humlor nirmast honungsbisamhéillena,
men skillnaden var sd pass liten att det inte gér att utesluta att resultatet uppstatt
utifran en slump. Vidare var prevalensen 0 av LSV 1-4 {6r vilda humlor pa avstandet
0 — 500 meter medan den var 1,6 % langre ifrén for LSV1-4.

28



Skillnader i prevalens pa 0 - 500 m och 1000 - 2000 m
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Figur 3: Skillnaden i patogenprevalens hos vilda humlor pad avstdanden 0 - 500 och 1000 - 2000 m
fran honungsbisamhdllet. Det fanns ingen signifikant skillnad mellan grupperna for ndgon av
patogenerna.

Jordhumlor och honungsbin

Resultatet frdn jamforelsen av prevalens mellan jordhumlor och honungsbin visas i
figur 4. Precis som for 6vriga grupper kunde inte patogenerna ABPV, CBPV och
DWYV detekteras hos jordhumlorna. Dessutom hittades ingen patogenforekomst av
LSV1-4 eller Sphaerularia hos jordhumlorna, vilket aterfanns hos honungsbin.
Med ett t-test kunde det konstateras att skillnaderna var signifikanta for LSV1-4
eller Sphaerularia mellan honungsbin och jordhumlor och att nollhypotesen kunde
forkastas. Prevalensen for SBPV var 0 for honungsbin medan den var 0,243 for
jordhumlorna och skillnaden visade sig vara signifikant (p> 0,001). Férekomsten
av BQCV var 100 % 1 bada grupperna vilket dirmed inte ger ndgon skillnad i andel
positiva mellan honungsbin och jordhumlor i denna undersokning. Prevalensen av
patogenerna SBV, Nosema och Apicystis var hogre 1 gruppen med honungsbin dn
for jordhumlor, men for alla tre patogener visade t-testet att det inte fanns nagon
signifikant skillnad mellan grupperna i forekomsten. Slutligen testades skillnaden i
méngd av Crithidia mellan grupperna vilket visade pd en signifikant skillnad
(p>0,002). Prevalensen var 83,8 % for Crithidia hos jordhumlorna medan den var
50 % for honungsbina.
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Patogenprevalens mellan honungsbin och jordhumlor
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Figur 4: Patogenprevalens hos honungsbin och jordhumlor (kommersiella). Skillnaden i
patogenforekomst var signifikant for patogenerna SBPV, LSV1-4, Crithidia och Sphaerularia
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4. Diskussion

Honungsbin och vilda humlor visade skillnader i prevalens av de patogener som
undersoktes. I bada grupperna av vilda bin kunde en signifikant skillnad i prevalens
detekteras i jamforelse med honungsbin for patogenerna BQCV, SBPV, SBV,
LSV1-4, Crithidia, Apicystis och Sphaerularia. For sex av dessa var prevalensen
hogre for honungsbin. Hypotesen som lades fram var att prevalensen skulle vara
hogre hos honungsbin for virusen medan de dvriga protozoerna och nematoden
skulle ha en hogre prevalens hos vilda humlorna. Det var endast tre virus som visade
en signifikant hogre andel hos honungsbin &n hos vilda humlorna av det totalt sju
testade. Tre av dessa saknades helt hos bade vilda humlor och honungsbin och
SBPV saknades helt hos honungsbin. Att prevalensen av SBPV var 0 hos
honungsbin motsatte hypotesen, men resultatet &r inte helt ovéntat. I
Jordbruksverkets rapport fran 2020 stér det nimligen att SBPV ér relativt séllsynt
hos honungsbin medan det dr vanligare hos humlor, och da framst tradgardshumlor
(Pedersen et al. 2020). Det kan ocksa forklaras utifran informationen som delgivits
tidigare 1 texten av att SBPV sillan hinner spridas i kolonier innan den smittade
individen hunnit avlida. Daremot verkar viruset spridas genom V. destructor, som
ar ett problem hos honungbin, vilket inte forklarar hur viruset sprider sig hos
humlor. Detta pekar mot att kunskapen kring SBPV é&n inte dr helt klarlagd och fler
studier kréavs for att pavisa dess livscykel.

Prevalensen av Crithidia och Apicystis var hogre hos honungsbin vilket inte var
véintat. Nadgot som kan forklara resultaten &r att de primers som anvéndes for
detekteringen av patogenerna var komplex och inte for specifika arter av dessa. For
att undersoka vilken art av patogen som finns hos respektive biart behdver
resultaten skickas pd sekvensering.

Hypotesen var att de vilda humlorna ndrmast honungsbisamhéllena skulle ha en
hogre prevalens av virus vilket inte kunde pavisas fran undersékningen. Det fanns
ingen skillnad 1 prevalens mellan de tva avstandsintervallen av vilda humlor och
resultatet kan dirfor inte visa pa att nirvaro av honungsbin skulle ha en negativ
paverkan pd vilda humlor i form av 6kad patogenforekomst.

Vidare maéste fortsatt forskning goras for att ta reda pd om det dr mojligt att
korssmitta mellan arterna. Det finns 1 dagsldget for fa studier pd detta &mne och
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ddrav dr det svért att dra nagra slutsatser kring huruvida smittan skett mellan
arterna.

Mellan jordhumlor och honungsbin &r skillnaden i prevalensen av SBPV, LSV 1-
4, Crithidia och Sphaerularia signifikant. Bada grupperna dr kommersiella vilket
g0r det intressant att jimfora for vilken grupp som potentiellt kan dverfora smitta
till inhemska bin. Déremot gér det inte att gora en avstdndsbaserad analys fran
jordhumlesamhéllen fran diar de vilda humlorna hittades da samhillen av
jordhumlor sattes ut pd samtliga avstdnd dér de vilda humlorna insamlades.
Didremot gér det att géra en jamforelse av prevalensen mellan jordhumlor och
honungsbin for att se om honungsbisamhillena har en hégre méngd patogener i
jdmforelse med andra samhéllen av andra arter.

Hos honungsbinsamhillena aterfanns LSV1-4 och Sphaerularia vilket saknades

helt hos jordhumlorna. LSV1-4 aterfanns i en prevalens pa 0,016 i gruppen vilda
humlor pa avstdndet 1000 — 2000 meter medan den var 0 pd avstandet 0 — 500 m.
Att det saknas helt i gruppen pa ett ndrmare avstand till honungsbisamhéllet gor att
hypotesen om att kommersiella honungsbin skulle leda till 6kad smittspridning inte
kan styrkas. Da borde i sddana fall prevalensen av LSV 1-4 vara hogre i gruppen av
humlor ndrmast samhéllena. For Sphaerularia var prevalensen 0,029 for gruppen
ndrmast de kommersiella honungsbina medan prevalensen var 0 pd avstdndet 1000
— 2000 meter. Detta skulle kunna tyda pa att smittodverforing skett av honungsbin
till vilda bestdndet. Diaremot ar skillnaden inte signifikant mellan grupperna av
vilda humlor vilket gor att det inte gar att dra den slutsatsen av resultatet.
SBPV saknades helt hos honungsbin vilket forekom pa en prevalens av 0,243 hos
jordhumlorna. I bdda grupperna av vilda humlor kunde SBPV detekteras vilket gor
det mojligt att det dr jordhumlor som bidragit till 6kad smittomédngd hos grupperna.
For att undersoka teorin behdver man utforma undersokningen annorlunda sa att
samhillen av jordhumlor inte sétts ut pd varje avstand dér de vilda humlorna fanns.
Prevalensen av Crithidia var hogre hos jordhumlor &n hos honungsbin. Daremot
var skillnaden inte signifikant och ddrmed kan inte slutsatser dras kring
forekomsten.

Att prevalensen for ABPV, CBPV och DWYV var 0 for honungsbin, jordhumlor
och vilda humlor &r ett tecken pa att patogenerna saknas helt i samtliga omraden.
Ingen patogen aterfanns i endast vilda humlor vilket pekar mot att smittspridningen
sker mellan arter i samma omrade.

I denna undersdkning kunde inte hypotesen om att smittspridningen av patogener
skulle 6ka i ndrvaro av kommersiella bin styrkas. Det finns dock exempel pé
forskning dir man sett detta. I en studie i Kanada, i sydvéstra Ontario, samlades
humlor fran sex platser p4 sommaren mellan dren 2004 och 2005. Malet var att
undersdka hur patogenprevalensen skiljde sig mellan vilda humlor av fyra olika
patogener (Apicystis bombi, Chritidia bombi, Nosema bombi och Locustacarus
buchneri) beroende pa om dom vilda humlorna fangades ndra véxthus dar
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kommersiella humlor anvéndes eller pa ett avstdnd ldngre bort. Resultatet visade
att prevalensen var hogre for Crithidia bombi och Nosema Bombi. Forfattarna
forklarar detta med att dessa patogener kan Gverforas mellan individer genom
blommor och att det genom att pollinera samma blommor innebér att kommersiella
humlor bidragit till den hdgre prevalensen hos de vilda bestdnden. Dir tar de dven
upp en tidigare jimforelse i patogenprevalens mellan kommersiella humlor och
vilda humlor och visar saledes hur patogenprevalensen dr markant hogre for tre av
patogenerna i jimforelse med de vilda humlorna (Colla et.al. 2005). Déremot
saknas data kring patogenprevalensen hos de kommersiella humlorna i den aktuella
studien vilket hade varit bra for att styrka att smittan kommit fran just dessa.

I en artikel som publicerades 2014 beskrivs en undersékning som gjordes pa
honungsbin och ddr man undersdkte mojlig smittspridning till inhemska humlor
och hur DWV och Nosema ceranae hos honungsbin och humlor dr kopplade. De
menar att eftersom prevalensen av DWYV ir signifikant hogre hos honungsbin, och
att humlor och honungsbin infekteras av samma DWV-stammar, kan det pévisa att
Apis med stor sannolikhet kan vara kéllan till patogenférekomsten hos vilda
humlor. For att undersdka om honungsbin kunde korssmitta genomfordes ett
ympningsexperiment av DWV och N. ceranae till utvalda individer ifran arten
Bombus terrestris och man kunde ddrmed konstatera att det fanns en signifikant
skillnad i DWV infektioner efter inokulering jamfort med ett kontrollsamhaélle utan
tillsatt smitta. De kunde, efter insamling och genomftrda tester, konstatera att
prevalensen av DWV blev hogre for dessa humlor och drog ddrmed slutsatsen att
prevalensen hos humlorna berodde p& honungsbinas forekomst (Brown et al.
2014). I denna studie kunde ingen forekomst av DWV dektekteras vilket gor det
svért att dra ndgra slutsatser kring om hypotesen i fraga kan antas stimma eller inte.

Resultatet frdn denna studie kan inte pavisa att importerade honungsbin skulle ha
en negativ paverkan pa vilda humlor med 6kad patogenforekomst da det inte 4r en
styrkt skillnad i prevalens hos individerna nidrmast honungsbisamhillena. Utifrdn
tidigare studier verkar dessutom olika patogener nérvara hos olika arter, vilket gor
det mojligt att spridningen inte sker mellan arter utan inom arterna. Ddremot
forekom ménga av de funna patogenerna hos bade honungsbin och humlor, vilket
skulle motséga att smittspridning inte sker mellan arterna.

Genom fortsatt reglering av kommersiella humlor och honungsbin dér kontroll av
patogenforekomst hos dessa studeras kan smittspridningen minska. Vidare kravs
mer forskning om bdde patogenerna i sig och dess smittvig for att komma
underfund med hur problemet kan 16sas.
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Figur 5: Amplifieringskurvor for Crithidia. Grona kurvorna dr vilda humlor och de roda kurvorna
dr positiva kontroller.
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Figur 6: Amplifieringskurva for Crithidia. Lila kurvorna visar forekomst hos jordhumlor medan de
roda kurvorna dr positiva kontroller.
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Figur 7: Amplifiering av Crithidia. Morkroda kurvor dr forekomsten hos honungsbin och de réda
kurvorna dr positiva kontroller.
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Figur 8: Smdltpunktstoppar for proverna. For samtliga prover dr smdltpunkten vid 85 grader vilket
tyder pd att inget av resultaten var falskt.
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