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A b st r a ct

G ut  mi c r o bi o m e s a r e i n c r e a si n gl y r e c o g ni z e d f o r  m e di ati n g  di v e r s e  bi ol o gi c al a s p e ct s  of t h ei r  h o st s, i n cl u di n g c o m pl e x  b e h a vi o r al
p h e n ot y p e s.  Alt h o u g h  m a n y st u di e s  h a v e r e p o rt e d t h at e x p e ri m e nt al  di s r u pti o n s t o t h e g ut  mi c r o bi al c o m m u nit y r e s ult i n at y pi c al  h o st
b e h a vi o r, st u di e s t h at a d d r e s s  h o w g ut  mi c r o b e s c o nt ri b ut e t o a d a pti v e  b e h a vi o r al t r ait v a ri ati o n a r e r a r e. E u s o ci al i n s e ct s r e p r e s e nt
a  p o w e rf ul  m o d el t o t e st t hi s,  b e c a u s e  of t h ei r si m pl e g ut  mi c r o bi ot a a n d c o m pl e x  di vi si o n  of l a b o r c h a r a ct e ri z e d  b y c ol o n y -l e v el
v a ri ati o n i n  b e h a vi o r al  p h e n ot y p e s.  Alt h o u g h  p r e vi o u s st u di e s r e p o rt c o r r el ati o n al  diff e r e n c e s i n g ut  mi c r o bi al c o m m u nit y a s s o ci at e d
wit h  di vi si o n  of l a b o r,  h e r e,  w e  p r o vi d e e vi d e n c e t h at g ut  mi c r o b e s  pl a y a c a u s al r ol e i n  d efi ni n g  diff e r e n c e s i n f o r a gi n g  b e h a vi o r
b et w e e n E u r o p e a n  h o n e y  b e e s ( A pi s  m ellif e r a ).  W e f o u n d t h at g ut  mi c r o bi al c o m m u nit y st r u ct u r e  diff e r e d  b et w e e n  hi v e - b a s e d  n u r s e
b e e s a n d  b e e s t h at l e a v e t h e  hi v e t o f o r a g e f o r f l o r al r e s o u r c e s.  T h e s e  diff e r e n c e s  w e r e a s s o ci at e d  wit h v a ri ati o n i n t h e a b u n d a n c e  of
i n di vi d u al  mi c r o b e s, i n cl u di n g Bifi d o b a ct e ri u m a st e r oi d e s,  B o m bil a ct o b a cill u s  m elli s, a n d L a ct o b a cill u s  m elli v e nt ri s .  M a ni p ul ati o n s  of c ol o n y
d e m o g r a p h y a n d i n di vi d u al f o r a gi n g e x p e ri e n c e s u g g e st e d t h at  diff e r e n c e s i n g ut  mi c r o bi al c o m m u nit y c o m p o siti o n  w e r e a s s o ci at e d
wit h t a s k e x p e ri e n c e.  M o r e o v e r, si n gl e - mi c r o b e i n o c ul ati o n s  wit h B. a st e r oi d e s , B.  m elli s, a n d L.  m elli v e nt ri s c a u s e d eff e ct s  o n f o r a gi n g
i nt e n sit y.  T h e s e r e s ult s  d e m o n st r at e t h at g ut  mi c r o b e s c o nt ri b ut e t o  di vi si o n  of l a b o r i n a s o ci al i n s e ct, a n d s u p p o rt a r ol e  of g ut
mi c r o b e s i n  m o d ul ati n g  h o st  b e h a vi o r al t r ait v a ri ati o n.

K e y w o r d s: h o n e y  b e e,  mi c r o bi o m e,  b e h a vi o r,  di vi si o n  of l a b o r, f o r a gi n g

I nt r o d u cti o n

G ut  mi c r o bi o m e s a r e e m e r gi n g a s i m p o rt a nt  d ri v e r s a n d  m o d u-

l at o r s of  h o st  p h e n ot y p e [1 ],  wit h e vi d e n c e s u p p o rti n g t h e r ol e

of mi c r o bi o m e s i n  h o st  di g e sti o n a n d  n ut riti o n, i m m u n e  h e alt h,

d e v el o p m e nt, a n d,  m o r e r e c e ntl y,  b e h a vi o r [ 2- 5 ].  O v e r t h e  p a st

d e c a d e , t h e “ mi c r o bi ot a – g ut – b r ai n a xi s” [4 ],  w hi c h  d e s c ri b e s  bi di-

r e cti o n al i nt e r a cti o n s  b et w e e n t h e g ut  mi c r o bi o m e a n d  h o st  b r ai n

a n d  b e h a vi o r,  h a s  d e v el o p e d a s a n i n c r e a si n gl y i m p o rt a nt fi el d

of st u d y  wit h i m pli c ati o n s f o r  u n d e r st a n di n g t h e e c ol o g y a n d

e v ol uti o n of  h o st – mi c r o b e i nt e r a cti o n s a n d a ni m al  b e h a vi o r s.

H o w e v e r, c u r r e nt st u di e s of t h e  mi c r o bi ot a – g ut – b r ai n a xi s a c r o s s

a ni m al t a x a a r e l a r g el y c o r r el ati o n al, a n d c a u s al st u di e s e x pl o ri n g

t h e r el ati o n s hi p  b et w e e n g ut  mi c r o b e s a n d  h o st  b e h a vi o r a r e

r a r e [ 4 ].

T h e f u n cti o n al r el ati o n s hi p  b et w e e n  h o st s a n d t h ei r  mi c r o-

bi o m e v a ri e s a c r o s s  h o st t r ait s. I n  m a n y c a s e s, t hi s r el ati o n-

s hi p i s o bli g at o r y,  w h e r e t h e  mi c r o bi o m e i s  n e c e s s a r y f o r  n o r m al

f u n cti o ni n g of t h e  h o st [ 4 ].  R e c e ntl y, it  h a s  b e e n  p r o p o s e d t h at

g ut mi c r o bi o m e s  pl a y a f a c ult ati v e r ol e i n  h o st  p h e n ot y p e, s u c h

t h at g ut  mi c r o b e s c o nt ri b ut e t o  p h e n ot y pi c v a ri ati o n  b et w e e n

i n di vi d u al s [6 , 7 ].  Alt h o u g h st u di e s i n di c at e t h at g ut  mi c r o b e s

c o nt ri b ut e t o i n di vi d u al v a ri ati o n i n  n o n- b e h a vi o r al  p h e n ot y p e s

[6 ], g ut  mi c r o b e s  m a y al s o  pl a y a n i m p o rt a nt r ol e i n  d ri vi n g

i n divi d u al v a ri ati o n i n  b e h a vi o r al  p h e n ot y p e s [ 6 , 7 ]. I n  p a rti c ul a r,

st u di e s i n di c at e g ut  mi c r o b e s i nf l u e n c e  b e h a vi o r s a s s o ci at e d  wit h

a gi n g a n d s e n e s c e n c e [ 8- 1 1 ] a n d s e v e rit y of  n e u r o d e v el o p m e nt al

di s o r d e r s [ 1 2- 1 4 ], a s  w ell a s a d a pti v e v a ri ati o n s i n  b e h a vi o r al

t rait s, i n cl u di n g v a ri ati o n i n c o g niti o n  b et w e e n i n di vi d u al s of

t h e s a m e s p e ci e s [ 1 5 , 1 6 ], a n d  di et s el e cti o n  b et w e e n i n di vi d u al s

of diff e r e nt s p e ci e s [ 1 7 ].

E u s o ci al i n s e ct s r e p r e s e nt a  p o w e rf ul  m o d el f o r  u n d e r st a n di n g

h o w g ut  mi c r o b e s c o nt ri b ut e t o a d a pti v e  b e h a vi o r al t r ait v a ri ati o n

b e c a u s e of t h ei r r el ati v el y si m pl e a n d st a bl e g ut  mi c r o bi ot a a n d

t h ei r c o m pl e x  di vi si o n of l a b o r [ 1 8- 2 0 ]. E u s o ci al i n s e ct  di vi si o n

of l a b o r i s c h a r a ct e ri z e d  b y  p ol y p h e ni s m  b et w e e n r e p r o d u cti v e

a n d  n o n r e p r o d u cti v e i n di vi d u al s ( r e p r o d u cti v e  di vi si o n of l a b o r),

a s  w ell a s c ol o n y-l e v el  b e h a vi o r al t r ait v a ri ati o n  b et w e e n  n o n-

r e p r o d u cti v e i n di vi d u al s (‘ w o r k e r s”)  p e rf o r mi n g  diff e r e nt t a s k s

( w o r k e r – w o r k e r  di vi si o n of l a b o r) [1 8 , 2 1 ]. I n e u s o ci al i n s e ct s, g ut

mi c r o b e s  h a v e  b e e n s h o w n t o c o nt ri b ut e t o  n at u r al v a ri ati o n

i n  m e m o r y [1 5 ] a n d s o ci al i nt e r a cti o n s [2 2 ]. Li k e wi s e, st u di e s

i n di c at e a n a s s o ci ati o n  b et w e e n g ut  mi c r o bi al c o m m u nit y a n d
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di vi si o n of l a b o r i n e u s o ci al i n s e ct s [ 1 8 , 2 3- 2 6 ].  H o w e v e r,  w h et h e r

g ut mi c r o b e s  pl a y a c a u s al r ol e i n a n y a s p e ct of e u s o ci al i n s e ct

di vi si o n of l a b o r r e m ai n s  u n k n o w n.

W e  u s e t h e E u r o p e a n  h o n e y  b e e, A pi s  m ellif er a, t o i n v e sti g at e

t h e c a u s al r el ati o n s hi p  b et w e e n t h e g ut  mi c r o bi al c o m m u nit y

a n d  di vi si o n of l a b o r.  H o n e y  b e e s a r e a  hi g hl y e u s o ci al i n s e ct

wit h  w ell- c h a r a ct e ri z e d a n d t r a ct a bl e s o ci al  b e h a vi o r s a n d g ut

mi c r o bi ot a.  A s i n ot h e r e u s o ci al i n s e ct s,  h o n e y  b e e s e x hi bit st a bl e

r e p r o d u cti v e  di vi si o n l a b o r  b et w e e n t h e r e p r o d u cti v e  q u e e n a n d

l a r g el y  n o n r e p r o d u cti v e  w o r k e r s [2 7 , 2 8 ].  H o w e v e r,  w o r k e r – w o r k e r

di vi si o n of l a b o r i n  h o n e y  b e e c ol o ni e s i s  d y n a mi c.  T h e t a s k

a n i n di vi d u al  w o r k e r  p e rf o r m s c h a n g e s  d e p e n di n g  u p o n  h e r a g e

a n d t h e  n e e d s of t h e c ol o n y [ 2 1 , 2 7 , 2 8 ]. I n t y pi c al  h o n e y  b e e

c ol o ni e s ,  w o r k e r  b e e s e x hi bit a g e- r el at e d  di vi si o n of l a b o r,  w hi c h

i s  b a s e d o n a  p att e r n of i n di vi d u al  b e h a vi o r al  m at u r ati o n. I n

s u m m e r  m o nt h s, a d ult  w o r k e r  b e e s t y pi c all y li v e 3 – 5  w e e k s a n d

p e rf o r m  n u r si n g ( b r o o d c a r e) a n d/ o r ot h e r  n o n- n u r si n g  b e h a v-

i o r al t a s k s ( e. g., c ell cl e a ni n g, f o o d  p r o c e s si n g, c o m b  b uil di n g,

g u a r di n g) i n t h e  hi v e  d u ri n g t h e fi r st 1 – 3  w e e k s of a d ult lif e

a n d t h e n t r a n siti o n t o f o r a gi n g  b e h a vi o r s o ut si d e of t h e  hi v e

f o r t h e fi n al 1 – 2  w e e k s of t h ei r lif e [ 2 1 , 2 8 ]. I n a d diti o n,  w o r k e r

di vi si o n of l a b o r i s f l e xi bl e a n d r e s p o n si v e t o c h a n gi n g c ol o n y

n e e d s, a n d t h e r ef o r e, t hi s  p att e r n of  b e h a vi o r al  m at u r ati o n  m a y

b e a c c el e r at e d,  d e c el e r at e d, o r e v e n r e v e r s e d i n i n di vi d u al s  b a s e d

o n e xt e r n al s o ci al a n d e n vi r o n m e nt al f a ct o r s [ 2 7 , 2 9- 3 1 ].  Di vi si o n

of l a b o r i n  w o r k e r  h o n e y  b e e s e xt e n d s f u rt h e r, a s  wit hi n e a c h

b e h a vi o r al t a s k g r o u p ( e. g.  n u r s e s, f o r a g e r s) at a n y gi v e n ti m e,

t h e r e i s c o n si d e r a bl e v a ri ati o n i n i n di vi d u al  p r o p e n sit y t o  p e r-

f o r m t h at t a s k [2 8 ]. F o r e x a m pl e, o n c e  b e e s t r a n siti o n t o f o r a gi n g

b e h a vi o r s, t h e y  m a y e x hi bit i n di vi d u al v a ri ati o n i n  p r ef e r e n c e

f o r n e ct a r o r p oll e n [ 3 2 , 3 3 ], e x pl o r at o r y f o o d s c o uti n g  b e h a vi o r

[3 4 ], a n d g e n e r al f o r a gi n g i nt e n sit y ( a m o u nt of f o r a gi n g t ri p s

p e rf o r m e d) [3 5 ].  H o n e y  b e e  w o r k e r  di vi si o n of l a b o r t h u s i n v ol v e s

i n di vi d u al v a ri ati o n i n  b ot h t h e r at e of  b e h a vi o r al  m at u r ati o n

a n d i nt e n sit y of t a s k  p e rf o r m a n c e, a n d  w e  u s e d  b ot h of t h e s e

i m p o rt a nt  m e a s u r e s of  h o n e y  b e e  w o r k e r  di vi si o n of l a b o r i n o u r

st u d y [ 3 6 ].

T h e  h o n e y  b e e g ut  mi c r o bi al c o m m u nit y,  m o st of  w hi c h

r e si d e s i n t h e  hi n d g ut, i s  w ell- c h a r a ct e ri z e d a n d r el ati v el y si m pl e,

c o m p o s e d of ∼ 1 0 – 2 0  diff e r e nt s p e ci e s of f a c ult ati v el y a n a e r o bi c

a n d mi c r o a e r o p hili c  h o st- a d a pt e d  b a ct e ri a  wit hi n t h e t a x o n o mi c

g r o u p s of A cti n o m y c et e s (Bifi d o b a ct eri u m ), L a ct o b a cill a c e a e (B o m bil a c-

t o b a cill u s Fi r m- 4 a n d L a ct o b a cill u s Fi r m- 5), G a m m a pr ot e o b a ct eri a

(Gilli a m ell a a n d Fri s c h ell a ), Al p h a pr ot e o b a ct eri a (B art o n ell a a n d

B o m b ell a ), a n d B et a pr ot e o b a ct eri a (S n o d gr a s s ell a ) [2 0 ]. F u rt h e r m o r e,

t h e i n di vi d u al  m e m b e r s of t h e  h o n e y  b e e g ut  mi c r o bi ot a a r e

c o n si st e ntl y  p r e s e nt,  b ut  diff e r i n a b u n d a n c e a c r o s s  diff e r e nt

i n di vi d u al s a n d  p o p ul ati o n s of  h o n e y  b e e s [2 0 ].  Of  p a rti c ul a r

i nt e re st, t h e c o m p o siti o n of  h o n e y  b e e g ut  mi c r o bi al c o m m u niti e s

c a n  b e e x p e ri m e nt all y  m a ni p ul at e d.  All s p e ci e s c a n  b e c ult u r e d

[3 7 ] a n d  u s e d t o i n o c ul at e y o u n g  b e e s [2 2 , 3 8 ],  w h o  m u st

a c q ui r e t h ei r  mi c r o bi ot a f r o m ol d e r  b e e s o r  hi v e  m at e ri al s [ 3 9 ].

F u rt h e r m o r e,  p r e vi o u s st u di e s i n di c at e a n a s s o ci ati o n  b et w e e n

t h e g ut  mi c r o bi al c o m m u nit y a n d v a ri o u s a s p e ct s of  di vi si o n of

l a b o r i n t h e  h o n e y  b e e [2 3- 2 5 , 4 0 , 4 1 ].  B e c a u s e of t h e s e att ri b ut e s of

t h e h o n e y  b e e g ut  mi c r o bi ot a, it i s a g r e at  m o d el f o r  u n d e r st a n di n g

t h e c a u s al eff e ct s of g ut  mi c r o b e s o n c o m pl e x  h o st  b e h a vi o r s.

W e t o o k a d v a nt a g e of t h e s e  b e h a vi o r al a n d  mi c r o bi al f e at u r e s

t o  d et e r mi n e  w h et h e r g ut  mi c r o b e s  pl a y a c a u s al r ol e i n  h o n e y

b e e  di vi si o n of l a b o r.  T o  d o t hi s,  w e: (i)  m e a s u r e d  diff e r e n c e s i n

g ut  mi c r o bi al c o m m u nit y  b et w e e n  n u r s e a n d f o r a g e r  b e e s, (ii)

i d e ntifi e d s p e cifi c  mi c r o b e s a s s o ci at e d  wit h t h e s e  diff e r e n c e s,

a n d (iii)  p e rf o r m e d i n o c ul ati o n st u di e s c o u pl e d  wit h  b e h a vi o r al

a s s a y s t o  d et e r mi n e t h e c a u s al eff e ct s of s o m e of t h e s e s p e cifi c

mi c r o b e s o n  w o r k e r  b e e  b e h a vi o r al  m at u r ati o n r at e a n d f o r a gi n g

i nt e n sit y.

M at e ri al s  a n d  m et h o d s
A ni m al  h u s b a n d r y

H o n e y  b e e c ol o ni e s  w e r e  m a n a g e d  u si n g st a n d a r d  b e e k e e pi n g

t e c h ni q u e s at t h e  U ni v e r sit y of Illi n oi s  B e e  R e s e a r c h F a cilit y i n

U r b a n a, I L.  H o n e y  b e e s i n t hi s a r e a a r e a g e n eti c  mi xt u r e of

s u b s p e ci e s,  p ri m a ril y A pi s  m ellif er a li g u sti c a a n d c ar ni c a s u b s p e ci e s.

T o r e d u c e g e n eti c v a ri ati o n  b et w e e n  w o r k e r s i n t h e c ol o ni e s  u s e d

f o r t h e si n gl e- c o h o rt c ol o n y ( S C C),  bi g- b a c k c ol o n y a n d si n gl e-

mi c r o b e i n o c ul ati o n st u di e s ( d e s c ri b e d  b el o w),  w e  u s e d  b e e s

d e ri v e d f r o m  q u e e n s t h at  w e r e e a c h i n st r u m e nt all y i n s e mi n at e d

wit h s p e r m f r o m a  diff e r e nt si n gl e  d r o n e ( S DI) ( S DI  q u e e n r e a ri n g

a n d i n s e mi n ati o n s  w e r e  p e rf o r m e d  b y S u e  C o b e y,  H o n e y  B e e

I n s e mi n ati o n S e r vi c e,  W a s hi n gt o n St at e  U ni v e r sit y, a n d  D r  O s m a n

K aft a n o gl u,  A pi m a y e  U S A).

T y pi c al c ol o ni e s  a n d  n u r s e/f o r a g e r c oll e cti o n s

T o  b e gi n t o i n v e sti g at e  w h et h e r g ut  mi c r o bi ot a i nf l u e n c e  h o n e y

b e e  di vi si o n of l a b o r,  w e c o m p a r e d g ut  mi c r o bi al c o m m u niti e s

b et w e e n  n u r s e a n d f o r a g e r  b e e s a c r o s s 3  h o n e y  b e e c ol o ni e s,

e a c h  wit h a t y pi c al a g e- st r u ct u r e a n d e a c h  h e a d e d  b y a n S DI

q u e e n.  W e  di d  n ot k n o w t h e e x a ct a g e s of  b e e s,  b ut  b e c a u s e

h o n e y  b e e  w o r k e r  di vi si o n of l a b o r i s a g e- r el at e d,  n u r s e s  u s e d i n

t h e s e st u di e s  w e r e li k el y y o u n g ( ∼ 1  w e e k of a g e),  w h e r e a s f o r a g e r s

w e r e ol d e r ( > 3  w e e k s of a g e) [ 2 1 , 4 2 ]. F o r all c oll e cti o n s,  n u r s e s

w e r e i d e ntifi e d a s t h o s e a cti v el y f e e di n g  b r o o d o n a  b r o o d f r a m e,

a n d f o r a g e r s  w e r e i d e ntifi e d a s t h o s e r et u r ni n g t o t h e  hi v e  wit h

p oll e n l o a d s o n t h ei r  hi n d l e g s o r  h a vi n g a  di st e n d e d a b d o m e n

b e c a u s e of  n e ct a r l o a d s [ 2 7 , 4 3 ]. S a m pl e si z e f o r all 1 6 S r R N A

g e n e a m pli c o n s e q u e n ci n g st u di e s  w a s 1 0  b e e s  p e r  b e h a vi o r al

t a s k g r o u p  p e r c ol o n y a s i n [ 4 4 ].  All  b e e s  u s e d i n 1 6 S r R N A g e n e

a m pli c o n s e q u e n ci n g a n al y s e s  w e r e  w a s h e d o n c e  wit h 1 2. 5 %

bl e a c h i n  w at e r a n d t wi c e  wit h  d o u bl e  d ei o ni z e d  w at e r a n d f l a s h

f r o z e n.  All s a m pl e s  w e r e st o r e d at − 8 0 ◦ C  u ntil f u rt h e r a n al y si s.

Si n gl e - c o h o rt c ol o ni e s

T o i n d e p e n d e ntl y  d et e r mi n e t h e eff e ct s of  w o r k e r a g e a n d  b e h a v-

i o r al t a s k o n g ut  mi c r o bi al c o m m u nit y,  w e c o n st r u ct e d 2 S C C

r e pli c at e s i n t h e s u m m e r of 2 0 2 0. S C C s a r e c ol o ni e s e x cl u si v el y

c o m p o s e d of i n di vi d u al s of t h e s a m e a g e, a n d a r e  u s e d t o  di s s o ci-

at e a g e f r o m  b e h a vi o r [ 2 7 , 2 9- 3 1 ].  W e c oll e ct e d S C C  n u r s e s a n d

f o ra g e r s at 2 ti m e p oi nt s — a s t y pi c al- a g e  n u r s e s a n d  p r e c o ci o u s

f o r a g e r s at ∼ 1  w e e k of a g e a n d a s o v e r- a g e  n u r s e s a n d t y pi c al-

a g e f o r a g e r s at 3  w e e k s of a g e — a s  p r e vi o u sl y  d e s c ri b e d [ 2 7 , 2 9- 3 1 ].

W e t h e n  u s e d t h e s e  b e e s i n 1 6 S r R N A g e n e a m pli c o n s e q u e n ci n g.

F ull  d et ail s of t h e s e  m et h o d s c a n  b e f o u n d i n t h e S u p pl e m e nt a r y

M et h o d s.

Bi g - b a c k c ol o ni e s

T o a s s e s s t h e eff e ct of f o r a gi n g e x p e ri e n c e o n  w o r k e r  h o n e y  b e e

g ut  mi c r o bi al c o m m u niti e s,  w e c o nt r oll e d f o r  b e h a vi o r al st at e

w hil e  m a ni p ul ati n g f o r a gi n g e x p e ri e n c e.  T o  d o t hi s,  w e e st a b-

li s h e d 3 “ bi g- b a c k c ol o ni e s” i n t h e s u m m e r of 2 0 2 1 a s  p r e vi-

o u sl y  d e s c ri b e d [ 3 0 , 4 3 , 4 5 ].  Bi g- b a c k c ol o ni e s a r e c o m p o s e d of a

si n gl e- a g e c o h o rt i n  w hi c h s o m e i n di vi d u al s c a n l e a v e t h e c ol o n y,

w h e r e a s ot h e r s c a n n ot  b e c a u s e of t h e  p r e s e n c e of a t hi c k  pl a sti c

t a g o n t h ei r  b a c k s [ 4 3 , 4 5 ].  T hi s all o w s f o r t h e c o m p a ri s o n of  b e e s

s h o wi n g a n i n cli n ati o n t o f o r a g e ( att e m pti n g t o l e a v e t h e  hi v e,

“i n a cti v e f o r a g e r s”) t o t h o s e t h at a r e f r e el y a bl e t o f o r a g e (“ a cti v e
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f o r a g e r s”).  W e c oll e ct e d a cti v e f o r a g e r s,  n u r s e s, a n d i n a cti v e f o r-

a g e r s f o r 1 6 S r R N A g e n e a m pli c o n s e q u e n ci n g at 1 0  d a y s of a g e.

F ull  d et ail s of t h e s e  m et h o d s c a n  b e f o u n d i n t h e S u p pl e m e nt a r y

M et h o d s.

G ut  mi c r o bi ot a  D N A e xt r a cti o n,  1 6 S r R N A g e n e
a m pli c o n s e q u e n ci n g  a n d  a n al y si s

D N A  w a s e xt r a ct e d f r o m c o m bi n e d  mi d- a n d  hi n d- g ut s of i n di-

vi d u al  b e e s  u si n g a  D N e a s y P o w e r S oil P r o  D N A i s ol ati o n kit ( Qi a-

g e n), f oll o wi n g  m a n uf a ct u r e r’ s i n st r u cti o n s.  T h e  h y p e r v a ri a bl e

V 4 r e gi o n of t h e 1 6 S r R N A g e n e  w a s a m plifi e d  b y P C R i n t ri pli-

c at e s, a n d s a m pl e s  w e r e  p o ol e d a n d s e q u e n c e d o n a  Mi S e q s y s-

t e m (Ill u mi n a)  wit h 2 × 2 5 0 b p  p ai r e d- e n d r e a d s.  R a w s e q u e n c e s

f r o m a d diti o n al t y pi c al c ol o n y s a m pl e s of a  p r e vi o u sl y  p u bli s h e d

d at a s et  w e r e r et ai n e d f r o m [ 4 0 ] a n d  u n d e r w e nt t h e s a m e  bi oi n-

f o r m ati c pi p eli n e a s o u r  d at a. S e q u e n c e s  w e r e  p r o c e s s e d  u si n g

QII M E 2 a n d  D A D A 2 [ 4 6 ], a n d  A S V s  w e r e t a x o n o mi c all y cl a s si-

f i e d  u si n g t h e  B E E x a ct  d at a b a s e [4 7 ].  A S V s t h at  w e r e t a x o n o mi-

c all y i d e ntifi e d a s a  b e e- s p e cifi c g e n u s  b y t h e  B E E x a ct  d at a b a s e,

b ut  w e r e  u n cl a s sifi e d at t h e s p e ci e s l e v el,  w e r e s u b s e q u e ntl y

cl a s sifi e d t o s p e ci e s l e v el if  p o s si bl e,  u si n g  N C BI  m e g a B L A S T.

T o e sti m at e t h e a b u n d a n c e of i n di vi d u al  h o n e y  b e e- a s s o ci at e d

mi c r o bi al s p e ci e s i n e a c h s a m pl e, t h e r e a d c o u nt s f o r all  A S V s

t h at  m at c h e d t h e s a m e s p e ci e s  w e r e c o m bi n e d, a n d t h e s e  w e r e

u s e d t o c al c ul at e r el ati v e a n d a b s ol ut e a b u n d a n c e s of s el e ct

t a x a ( S u p pl e m e nt a r y  M et h o d s). F o r t h e a n al y si s of s e q u e n ci n g

d at a,  w e f oll o w e d a n al y s e s o utli n e d i n [ 4 8 ], i n cl u di n g  u si n g cl r-

t ra n sf o r m ati o n s of r a w r e a d c o u nt s f o r e a c h s a m pl e i n  b et a

di v e r sit y a n al y s e s, a n d  A n al y si s of  C o m p o siti o n of  Mi c r o bi o m e s

wit h  Bi a s  C o r r e cti o n ( A N C O M- B C) [ 4 9- 5 1 ] o n r a w r e a d c o u nt s

t o e sti m at e t h e  diff e r e nti al r el ati v e a b u n d a n c e s of i n di vi d u al

mi c r o bi al s p e ci e s  b et w e e n s a m pl e s (“ r el ati v e a b u n d a n c e”).  T o e sti-

m at e a b s ol ut e  b a ct e ri al s p e ci e s a b u n d a n c e s i n i n di vi d u al s a m pl e s

(“ a b s ol ut e a b u n d a n c e”),  w e  q u a ntifi e d t h e  b a ct e ri al l o a d i n e a c h

s a m pl e  u si n g  q u a ntit ati v e P C R ( q P C R) a n d  m ulti pli e d it  b y t h e

r el ati v e a b u n d a n c e ( p r o p o rti o n) of e a c h s p e ci e s i n e a c h s a m pl e, a s

i n  p r e vi o u s st u di e s [2 2 , 2 3 ]. F ull  d et ail s of  D N A e xt r a cti o n, a m pli-

c o n s e q u e n ci n g a n d a n al y si s c a n  b e f o u n d i n t h e S u p pl e m e nt a r y

M et h o d s.

Si n gl e - mi c r o b e i n o c ul ati o n s

T o i d e ntif y eff e ct s of i n di vi d u al  mi c r o b e s o n  b e h a vi o r, i n t h e

s u m m e r of 2 0 2 1  w e t r e at e d g r o u p s of  n e wl y e n cl o s e d  b e e s,  w h o

e m e r g e d  u n d e r st e ril e l a b c o n diti o n s,  wit h eit h e r a n i n o c ul u m of

a  mi c r o b e of i nt e r e st ( Bifi d o b a ct eri u m a st er oi d e s, B o m bil a ct o b a cill u s

m elli s, a n d L a ct o b a cill u s  m elli v e ntri s ) o r st e ril e f o o d i n o r d e r t o  p r o-

d u c e  b e e s  w h o s e g ut  mi c r o bi al c o m m u niti e s  w e r e c o m p o s e d of a

si n gl e  h o n e y  b e e- a s s o ci at e d  mi c r o b e ( si n gl e- mi c r o b e i n o c ul at e d)

o r  n o  h o n e y  b e e- a s s o ci at e d  mi c r o b e s (“ mi c r o bi ot a- d e pl et e d,”  hi s-

t o ri c all y r ef e r r e d t o i n t hi s  w a y  b e c a u s e  b e e s l a c ki n g t y pi c al

h o n e y  b e e  mi c r o bi ot a a r e  n ot c o m pl et el y  mi c r o b e-f r e e [ 3 8 , 5 2 ]),

r e s p e cti v el y, f oll o wi n g  m o difi e d  m et h o d s f r o m [ 3 8 , 5 2 ].  W e t h e n

u s e d t h e s e  b e e s i n  b e h a vi o r al a s s a y s ( d e s c ri b e d  b el o w). F ull  d et ail s

of t h e s e  m et h o d s c a n  b e f o u n d i n t h e S u p pl e m e nt a r y  M et h o d s.

Alt h o u g h si n gl e- mi c r o b e i n o c ul ati o n s  d o  n ot r e p r e s e nt a  n at-

u r al g ut  mi c r o bi al c o m m u nit y,  w e c h o s e t hi s a p p r o a c h  b e c a u s e it

w o ul d li k el y all o w f o r t h e  m o st c o nt r ol o v e r  mi c r o bi al c o m m u nit y

c o m p o siti o n a c r o s s r e pli c at e s.  T hi s i s  b e c a u s e i n o c ul ati o n s  wit h

m ulti pl e  mi c r o b e s  m a y r e s ult i n v a ri ati o n i n  mi c r o bi al c o m m u nit y

st r u ct u r e  b et w e e n i n di vi d u al s, g r o u p s, a n d/ o r r e pli c at e s  b e c a u s e

h o n e y  b e e g ut  mi c r o bi al c o m m u nit y st r u ct u r e i s s h a p e d  b y  b ot h

e n vi r o n m e nt al a n d g e n eti c f a ct o r s [ 2 0 , 3 9 , 5 3 ].

F o r a gi n g  a s s a y s  a n d  a n al y si s  u si n g  b a r c o d e d
b e e s

T o i d e ntif y t h e eff e ct s of si n gl e- mi c r o b e i n o c ul ati o n s o n  h o n e y

b e e  w o r k e r  di vi si o n of l a b o r,  w e  u s e d a n a ut o m at e d  b e h a vi o r al

t r a c ki n g s y st e m (“ b C o d e”) t h at  u s e s a c u st o m  m at ri x  b a r c o d e,

e n a bli n g t h e  u ni q u e i d e ntifi c ati o n of i n di vi d u al  b e e s [ 5 4 ], t o t r a c k

h o n e y  b e e  b e h a vi o r.  Alt h o u g h  n u r si n g  b e h a vi o r s a r e  diffi c ult t o

q u a ntif y a n d t r a c k i n a c ol o n y s etti n g, a s it i s  n ot  p o s si bl e t o

o b s e r v e  w h at o c c u r s  w h e n a  b e e  h a s i n s e rt e d it s  h e a d i nt o a c ell

i n t h e  h o n e y c o m b t o vi sit a l a r v a [5 5 ], t h e “ b C o d e” s y st e m all o w s

f o r d et ail e d t r a c ki n g of  n at u r all y o c c u r ri n g f o r a gi n g a cti vit y i n

t h e fi el d, f o r  b e e s li vi n g i n c ol o ni e s [ 5 6 ].  W e  u s e d t h e “ b C o d e”

s y st e m t o t r a c k f o r a gi n g t ri p s  p e rf o r m e d  b y i n di vi d u al  b e e s, a n d

u s e d t hi s i nf o r m ati o n t o a s s e s s v a ri ati o n i n  b e h a vi o r al  m at u r ati o n

r at e a n d f o r a gi n g i nt e n sit y, a s  w ell a s t h e  n u m b e r of f o r a g e r s i n

e a c h t r e at m e nt g r o u p.  T o a c hi e v e a f ull e r  u n d e r st a n di n g of t h e

eff e ct s of g ut  mi c r o bi ot a o n  di vi si o n of l a b o r, f ut u r e  d e v el o p m e nt

of t e c h ni q u e s t o a ut o m ati c all y  m o nit o r  n u r si n g  b e h a vi o r  will  b e

n e c e s s a r y t o st u d y t h e eff e ct s of  mi c r o b e s o n t hi s i m p o rt a nt

b e h a vi o r.

T o  p e rf o r m t h e s e st u di e s,  w e g a v e a n e q u al  n u m b e r ( ∼ 1 0 0) of

b e e s f r o m 1 si n gl e- mi c r o b e i n o c ul at e d g r o u p a n d a c o r r e s p o n d-

i n g  mi c r o bi ot a- d e pl et e d g r o u p i n di vi d u all y  u ni q u e  b a r c o d e s, a n d

pl a c e d t h e s e 2 g r o u p s t o g et h e r i n a n e x p e ri m e nt al  d o u bl e- c o h o rt

c ol o n y i n o r d e r t o a s s e s s t h e r el ati v e eff e ct s of t h e 2  diff e r e nt

i n o c ul ati o n t r e at m e nt s o n  b e h a vi o r al  m at u r ati o n r at e a n d f o r a g-

i n g i nt e n sit y f o r  b e e s li vi n g i n a c o m m o n c ol o n y e n vi r o n m e nt.

W e  u s e d a n e nt r a n c e  m o nit o r [ 5 6 , 5 7 ] t o t r a c k i n di vi d u al  b e e s’

e nt e ri n g a n d l e a vi n g t h e  hi v e f r o m t h e o ut si d e f r o m 0 5: 0 0 t o 2 1: 0 0

d ail y f o r a t ot al of 6  d a y s, a n d a  b a r c o d e  d et e ct o r [ 5 4 ], f li g ht

a cti vit y d et e ct o r [ 5 6 , 5 7 ], a n d s u b s e q u e nt a n al y s e s t o i d e ntif y

f o ra g e r s a n d f o r a gi n g t ri p s. F ull  d et ail s of t h e s e  m et h o d s c a n  b e

f o u n d i n t h e S u p pl e m e nt a r y  M et h o d s.

T o c o m p a r e  b e h a vi o r al  m at u r ati o n r at e  b et w e e n t r e at m e nt

g r o u p s ( si n gl e- mi c r o b e i n o c ul at e d,  mi c r o bi ot a- d e pl et e d) i n e a c h

e x p e ri m e nt ( B. a st er oi d e s , B.  m elli s , a n d L.  m elli v e ntri s ),  w e c o m p a r e d

t h e a g e at o n s et of f o r a gi n g f o r  b e e s i n e a c h t r e at m e nt g r o u p [ 2 9 ,

5 8 ].  T o a s s e s s v a ri ati o n i n f o r a gi n g  b e h a vi o r s,  w e c o m p a r e d t h e

n u m b e r of f o r a g e r s i n e a c h t r e at m e nt g r o u p o n e a c h e x p e ri m e nt al

d a y, c o m p a r e d f o r a gi n g i nt e n sit y ( p r o p o rti o n of t ot al f o r a gi n g

t ri p s  p e rf o r m e d)  b et w e e n t r e at m e nt g r o u p s a n d i n di vi d u al s o n

e a c h e x p e ri m e nt al  d a y,  q u a ntifi e d t h e  d e g r e e of s k e w i n f o r a gi n g

i nt e n sit y a m o n g all  w o r k e r s  u si n g  Gi ni c o effi ci e nt s [3 5 , 5 9 ] f o r

e a c h e x p e ri m e nt al c ol o n y a c r o s s all  d a y s a n d e a c h e x p e ri m e nt al

c ol o n y o n e a c h  d a y, a n d  d et e r mi n e d  w hi c h s p e cifi c  b e e s  p e r-

f o r m e d t h e  m aj o rit y (> 5 0 %) of t h e f o r a gi n g t ri p s f o r e a c h e x p e ri-

m e nt al c ol o n y o n e a c h  d a y (“ elit e f o r a g e r s” [ 3 5 , 5 9 ]). F ull  d et ail s of

t h e s e m et h o d s c a n  b e f o u n d i n t h e S u p pl e m e nt a r y  M et h o d s.

St ati sti c al  a n al y si s

All st ati sti c al a n al y s e s  w e r e  p e rf o r m e d i n  R ( v 4. 2. 0) [ 6 0 ]. F o r all

a n al y s e s, a s s u m pti o n s ( e. g.  n o r m alit y,  h o m o g e n eit y of v a ri a n c e s)

w e r e c h e c k e d  b ef o r e st ati sti c al a n al y si s.  G ut  mi c r o bi al c o m m u-

nit y  b et a  di v e r sit y  w a s a n al y z e d  u si n g P e r m ut ati o n  M A N O V A s

wit h 9 9 9  p e r m ut ati o n s (“ a d o ni s 2,” v e g a n [ 6 1 ]) o n cl r-t r a n sf o r m e d

(“t ra n sf o r m,”  mi c r o bi o m e [ 6 2 ]) r a w r e a d c o u nt s, f oll o w e d  b y P ai r-

wi s e P e r m ut ati o n  M A N O V A s  wit h 9 9 9  p e r m ut ati o n s a n d F D R P

v al u e a dj u st m e nt (“ p ai r wi s e. a d o ni s,”  p ai r wi s e A d o ni s [ 6 3 ]), a n d

vi s u ali z e d u si n g  p ri n ci p al c o m p o n e nt s a n al y si s ( P C A; “ o r di n at e,”

p h yl o s e q [ 6 4 ])  wit h  Ait c hi s o n  di st a n c e (“ di st a n c e,”  p h yl o s e q [6 4 ]).

T h e r el ati v e a b u n d a n c e of i n di vi d u al  mi c r o b e s  w a s a n al y z e d

u si n g r a w r e a d c o u nt s a n d  A N C O M- B C  wit h F D R a dj u st m e nt
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(“ a n c o m b c 2,”  A N C O M B C [5 0 , 5 1 ])  wit h t a s k a s a fi x e d eff e ct a n d

c ol o n y a s r a n d o m eff e ct.  T o c o m p a r e t h e a b s ol ut e a b u n d a n c e

of i n di vi d u al  mi c r o b e s, P e r m ut ati o n  A N O V A s  w e r e  u s e d  wit h

9 9 9  p e r m ut ati o n s (“ p e r m. a n o v a,”  R V Ai d e M e m oi r e [ 6 5 ]), a n d P v a l-

u e s  w e r e a dj u st e d f o r  m ulti pl e c o m p a ri s o n s (“ p. a dj u st”  wit h F D R

a dj u st m e nt).  A g e at o n s et of f o r a gi n g  d at a ( u si n g e a c h i n di vi d u al

b e e’ s 1 st  d a y of f o r a gi n g)  w e r e a n al y z e d  u si n g a  C o x P r o p o rti o n al

H a z a r d s  m o d el (“ c o x p h,” s u r vi v al [ 6 6 ]), st r atifi e d b y r e pli c at e [2 9 ,

5 8 ], a n d  d e pi ct e d a s s u r vi v al  pl ot s  u si n g t h e c u m ul ati v e  p r o p o r-

ti o n of  b e e s f r o m e a c h t r e at m e nt g r o u p t h at  w e r e i d e ntifi e d a s

f o r a g e r s o n e a c h  d a y. P r o p o rti o n s of f o r a gi n g t ri p s  p e r i n di vi d u al

a n d l a st  d a y of f o r a gi n g  d at a  w e r e c h e c k e d f o r o utli e r s (“i d e n-

tif y _ o utli e r s,” r st ati x [ 6 7 ]) a n d  w e r e a n al y z e d a s g e n e r ali z e d li n e a r

mi x e d- eff e ct s m o d el s (“ gl m e r,” l m e 4 [ 6 8 ])  wit h l o g- n o r m al  di st ri-

b uti o n s a n d  n A G Q  = 0, i n o c ul ati o n t r e at m e nt a n d  d a y a s  m ai n

f a ct o r s, a n d r e pli c at e a n d i n di vi d u al a s r a n d o m f a ct o r s, f oll o w e d

b y “ A n o v a” ( c a r [ 6 9 ]) t o  d et e r mi n e  m ai n f a ct o r si g nifi c a n c e, a n d

“ e m m e a n s” ( e m m e a n s [7 0 ])  wit h  T u k e y’ s P v al u e a dj u st m e nt f o r

p ai r wi s e c o m p a ri s o n s. Li n e a r  mi x e d- eff e ct s  m o d el s (“l m e r,” l m e 4

[6 8 ])  wit h i n o c ul ati o n t r e at m e nt a n d  d a y a s  m ai n f a ct o r s, a n d

r e pli c at e a s r a n d o m f a ct o r s, f oll o w e d  b y “ A n o v a” ( c a r [ 6 9 ]) t o

d et e r mi n e m ai n f a ct o r si g nifi c a n c e, a n d “ e m m e a n s” ( e m m e a n s

[7 0 ])  wit h  T u k e y’ s P v al u e a dj u st m e nt f o r  p ai r wi s e c o m p a ri s o n s

w e r e  u s e d i n t h e r e m ai ni n g  b e h a vi o r al a n al y s e s.  Gi ni c o effi ci e nt s

w e r e c al c ul at e d  u si n g “ Gi ni” ( D e s c T o ol s [ 7 1 ]).

R e s ult s
N u r s e s  a n d f o r a g e r s  diff e r i n g ut  mi c r o bi al
c o m m u nit y c o m p o siti o n

T o  b e gi n t o i n v e sti g at e  w h et h e r g ut  mi c r o b e s i nf l u e n c e  h o n e y

b e e  di vi si o n of l a b o r,  w e c o m p a r e d g ut  mi c r o bi al c o m m u niti e s

b et w e e n  n u r s e a n d f o r a g e r  b e e s,  w hi c h r e p r e s e nt 2 of t h e c a n o ni-

c al  b e h a vi o r al t a s k g r o u p s i n  h o n e y  b e e  di vi si o n of l a b o r, a s  w ell a s

2  di s c r et e ti m e  p oi nt s i n  b e h a vi o r al  m at u r ati o n [ 2 1 ].  N u r s e s a n d

f o ra g e r s  diff e r  m a r k e dl y i n  p h y si ol o g y [ 2 7 , 7 2- 7 7 ],  n e u r o a n at o m y

[7 8 ],  n e u r o c h e mi st r y [3 4 , 7 9 , 8 0 ], g e n e e x p r e s si o n [3 1 , 8 1 ], a n d

g e n e r e g ul ati o n [ 5 8 , 8 2- 8 4 ].  T h e r ef o r e,  w e r e a s o n e d t h at t e sti n g f o r

diff e r e n c e s i n g ut  mi c r o bi al c o m m u nit y  b et w e e n t h e s e 2  b e h a v-

i o r al t a s k g r o u p s  w o ul d  b e a  p o w e rf ul  w a y t o t e st f o r a s s o ci ati o n s

b et w e e n g ut  mi c r o bi al c o m m u nit y v a ri ati o n a n d  di vi si o n of l a b o r.

W e  p e rf o r m e d 1 6 S r R N A g e n e a m pli c o n s e q u e n ci n g o n g ut

s a m pl e s f r o m  n u r s e s a n d f o r a g e r s f r o m 3  u n r el at e d  h o n e y b e e

c ol o ni e s a n d r e a n al y z e d,  u si n g  u p d at e d  m et h o d s [ 4 6 , 8 5 ], a si mil a r

d at a s et f r o m a  p r e vi o u sl y  p u bli s h e d st u d y t h at  u s e d a  diff e r e nt

1 6 S r R N A g e n e a m pli c o n s e q u e n ci n g  m et h o d a n d  di d  n ot r e p o rt

diff e r e n c e s i n g ut  mi c r o bi al c o m m u niti e s  b et w e e n  n u r s e s a n d

f o r a g e r s [4 0 ].  W e f o u n d t h at  n u r s e s a n d f o r a g e r s  diff e r e d si g nif-

i c a ntly i n g ut  mi c r o bi al c o m m u nit y st r u ct u r e i n  b ot h t h e  p r e vi-

o u sl y  p u bli s h e d  d at a s et ( Fi g. 1 A ) a n d o u r  n e w  d at a s et (Fi g. 1 B ),

c o nf i r mi n g  p r e vi o u s fi n di n g s t h at  n u r s e s a n d f o r a g e r s  diff e r i n g ut

mi c r o bi al c o m m u nit y st r u ct u r e [ 2 3 , 2 5 ].  T o g et h e r, t h e s e fi n di n g s

i n di c at e t h at g ut  mi c r o bi al c o m m u nit y  diff e r e n c e s a r e a s s o ci at e d

wit h  di vi si o n of l a b o r a c r o s s st u di e s, i n d e p e n d e nt of s e q u e n ci n g

m et h o d.

U si n g o nl y o u r  n e w  d at a s et,  w e  n e xt s o u g ht t o i d e ntif y i n di-

vi d u al  mi c r o b e s t h at  diff e r e d i n a b u n d a n c e  b et w e e n  n u r s e a n d

f o r a g e r  b e e s t o i d e ntif y c a n di d at e  mi c r o b e s s p e cifi c all y a s s o ci-

at e d  wit h  di vi si o n of l a b o r.  B e c a u s e  mi c r o b e s c a n v a r y  b et w e e n

i n di vi d u al s i n r el ati v e a n d/ o r a b s ol ut e a b u n d a n c e, a n d  b e c a u s e

b ot h of t h e s e  m e a s u r e s of  bi ol o gi c al  di v e r sit y  m a y c o nt ri b ut e

t o e c o s y st e m f u n cti o ni n g [ 8 6- 8 9 ],  b ut t h ei r r el ati v e eff e ct s o n

h o st b e h a vi o r a r e c u r r e ntl y  u n k n o w n [ 2 3 , 5 0 ],  w e r e a s o n e d t h at

u si n g b ot h of t h e s e a b u n d a n c e  m e a s u r e s  w o ul d gi v e  u s a  w ell-

r o u n d e d s e n s e of i n di vi d u al  mi c r o b e s t h at a r e a s s o ci at e d  wit h

h o n e y  b e e  di vi si o n of l a b o r. S p e cifi c all y,  w e  p e rf o r m e d a r el ati v e

a b u n d a n c e a n al y si s ( A N C O M- B C [ 4 9- 5 1 ]) t h at a c c o u nt s f o r t h e

c o m p o siti o n al n at u r e of 1 6 S r R N A g e n e a m pli c o n s e q u e n ci n g  d at a

a n d  u s e s r el ati v e a b u n d a n c e  m e a s u r e s t o e sti m at e t h e t r u e  mi c r o-

bi al c o m p o siti o n of e a c h g ut ( h e r e aft e r r ef e r r e d t o a s “ r el ati v e

a b u n d a n c e”). S e p a r at el y,  w e c o m bi n e d  q P C R  wit h 1 6 S r R N A g e n e

a m pli c o n s e q u e n ci n g  d at a a n al y s e s [ 2 2 , 2 3 ] t o e sti m at e t h e a b s o-

l ut e a b u n d a n c e of i n di vi d u al  mi c r o bi al t a x a i n e a c h g ut (“ a b s ol ut e

a b u n d a n c e,” a n al y z e d vi a P e r m ut ati o n  A N O V A).  W e f o u n d t h at 8

i n di vi d u al g ut  mi c r o b e s si g nifi c a ntl y  diff e r e d i n  b ot h r el ati v e a n d

a b s ol ut e a b u n d a n c e  b et w e e n  n u r s e s a n d f o r a g e r s,  w h e r e a s t ot al

b a ct e ri al a b u n d a n c e  di d  n ot  diff e r  b et w e e n g r o u p s ( Fi g. 1 C a n d  D ,

S u p pl e m e nt a r y  T a bl e 1 , T a bl e 1 ).  T h e s e r e s ult s i n di c at e t h at  n u r s e

a n d f o r a g e r  b e e s  diff e r si g nifi c a ntl y i n t h ei r g ut  mi c r o bi al c o m-

m u niti e s.  T h e y al s o i d e ntif y c a n di d at e  mi c r o b e s t h at  m a y  b e

a s s o ci at e d  wit h  di vi si o n of l a b o r.

Diff e r e n c e s i n g ut  mi c r o bi al c o m m u nit y
c o m p o siti o n  b et w e e n  n u r s e s  a n d f o r a g e r s  a r e
i n d e p e n d e nt  of  diff e r e n c e s i n  a g e,  b ut li k el y
r e s ult f r o m  diff e r e n c e s i n  b e h a vi o r
U n d e r t y pi c al c ol o n y c o n diti o n s,  n u r s e s a n d f o r a g e r s  diff e r i n

c h r o n ol o gi c al a g e a s  w ell a s  b e h a vi o r, a n d eit h e r of t h e s e  dif-

f e r e n c e s c o ul d e x pl ai n t h e o b s e r v e d  diff e r e n c e s i n g ut  mi c r o bi al

c o m m u nit y.  B e c a u s e  w o r k e r  h o n e y  b e e  di vi si o n of l a b o r i s f l e xi bl e

a n d r e s p o n si v e t o c h a n gi n g c ol o n y  n e e d s, s o m e y o u n g e r i n di vi d-

u al s  will  b e gi n t o f o r a g e at a n e a rl y a g e if a c ol o n y e x p e ri e n c e s a

s h o rt a g e of ol d e r  b e e s [ 2 7 , 2 9- 3 1 ]. Li k e wi s e, a s h o rt a g e of y o u n g e r

b e e s will c a u s e  b e e s t o c o nti n u e t o a ct a s  n u r s e  b e e s  d e s pit e

a d v a n ci n g c h r o n ol o gi c al a g e [ 2 7 , 2 9- 3 1 ].  T o  d et e r mi n e  w h et h e r

t h e g ut  mi c r o bi al  diff e r e n c e s  b et w e e n  n u r s e s a n d f o r a g e r s  d e p e n d

o n  diff e r e n c e s i n  b e h a vi o r a n d/ o r a g e,  w e e x pl oit e d t hi s a d a p-

ti v e  pl a sti cit y t o c r e at e S C C s, a  w ell- e st a bli s h e d e x p e ri m e nt al

a p p r o a c h t h at s e p a r at e s t h e s e 2 f a ct o r s [ 2 7 , 3 0 , 4 3 ]. I n 2 S C C

r e pli c at e s,  w e c o m p a r e d g ut  mi c r o bi al c o m m u niti e s  b et w e e n a g e-

m at c h e d  n u r s e a n d f o r a g e r  b e e s at 2 ti m e p oi nt s:  w h e n t h e y  w e r e

a b o ut 1  w e e k of a g e ( r e p r e s e nti n g t y pi c al- a g e  n u r s e s a n d  p r e c o-

ci o u s f o r a g e r s) a n d  w h e n t h e y  w e r e 3  w e e k s of a g e ( r e p r e s e nti n g

o v e r- a g e  n u r s e s a n d t y pi c al- a g e f o r a g e r s).

A g e- m at c h e d t y pi c al- a g e  n u r s e s a n d  p r e c o ci o u s f o r a g e r s  di d

n ot si g nifi c a ntl y  diff e r i n g ut  mi c r o bi al c o m m u nit y st r u ct u r e

(Fi g. 2 A , S u p pl e m e nt a r y Fi g. 1 A ),  w h e r e a s a g e- m at c h e d o v e r-

a g e  n u r s e s a n d t y pi c al- a g e f o r a g e r s  di d ( Fi g. 2 B , S u p pl e m e n-

t a r y Fi g. 1 B ). Si mil a r r e s ult s  w e r e o bt ai n e d f o r t h e a b u n d a n c e

of i n di vi d u al  mi c r o bi al t a x a:  n o  mi c r o b e s  diff e r e d i n a b u n d a n c e

b et w e e n t y pi c al- a g e  n u r s e s a n d  p r e c o ci o u s f o r a g e r s a c r o s s  b ot h

S C C r e pli c at e s ( Fi g. 2 C a n d E , S u p pl e m e nt a r y Fi g. 1 C a n d E ,

S u p pl e m e nt a r y  T a bl e s 2 a n d 3 ),  w h e r e a s 4  mi c r o b e s  diff e r e d i n

r el ati v e a b u n d a n c e a n d 3  mi c r o b e s  diff e r e d i n a b s ol ut e a b u n-

d a n c e  b et w e e n o v e r- a g e  n u r s e s a n d t y pi c al- a g e f o r a g e r s a c r o s s

b ot h S C C r e pli c at e s ( Fi g. 2 D a n d F , S u p pl e m e nt a r y Fi g. 1 D a n d F ,

S u p pl e m e nt a r y  T a bl e s 2 a n d 3 ). I n a d diti o n, t h e t ot al a b s ol ut e

a b u n d a n c e of  b a ct e ri a  diff e r e d  b et w e e n a g e- m at c h e d t y pi c al- a g e

n u r s e s a n d  p r e c o ci o u s f o r a g e r s i n o n e c ol o n y r e pli c at e ( Fi g. 2 E

a n d S u p pl e m e nt a r y Fi g. 1 E ), a n d  b et w e e n a g e- m at c h e d o v e r- a g e

n u r s e s a n d t y pi c al- a g e f o r a g e r s a c r o s s  b ot h c ol o n y r e pli c at e s

(Fi g. 2 F a n d S u p pl e m e nt a r y Fi g. 1 F ).  O v e r all, t h e s e fi n di n g s

i n di c at e t h at a g e- d e p e n d e nt  diff e r e n c e s i n  b e h a vi o r al st at e

a r e a s s o ci at e d  wit h  diff e r e n c e s i n g ut  mi c r o bi al c o m m u niti e s

b et w e e n  n u r s e s a n d f o r a g e r s.
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Fi g u r e  1. N u r s e s a n d f o r a g e r s f r o m t y pi c al  h o n e y  b e e c ol o ni e s  diff e r i n g ut  mi c r o bi al c o m m u nit y. ( A,  B)  N u r s e s a n d f o r a g e r s  diff e r e d i n o v e r all g ut

mi c r o bi al c o m m u nit y st r u ct u r e. ( A)  R e a n al y z e d  d at a f r o m  K a p h ei m et al . [4 0 ].  T w o- w a y  p e r m ut ati o n  M A N O V A  u si n g  Ait c hi s o n  di st a n c e, t a s k:

F 1, 3 8 = 1. 5, R 2 = 0. 0 4, P = . 0 1 6; c ol o n y: F 4, 3 8 = 1. 7, R 2 = 0. 1 7, P = . 0 0 1, t a s k ∗ c ol o n y: F 2, 3 8 = 1. 2, R 2 = 0. 0 6, P = . 1 0 0. N = 1 – 1 2  b e e s/ c ol o n y, 5 c ol o ni e s. ( B)  N e w  d at a.

T w o- w a y  p e r m ut ati o n  M A N O V A  u si n g  Ait c hi s o n  di st a n c e, t a s k: F 1, 5 9 = 4. 3, R 2 = 0. 0 7, P = . 0 0 1;  C ol o n y: F 2, 5 9 = 2. 3, R 2 = 0. 0 7, P = . 0 0 1, t a s k ∗ c ol o n y: F 2, 5 9 = 1. 2,

R 2 = 0. 0 4, P = . 1 4 4. N = 1 0  b e e s/ c ol o n y, 3 c ol o ni e s.  D e pi ct e d a s P C A  pl ot s. L o w e r c a s e l ett e r s i n l e g e n d s  d e n ot e st ati sti c all y si g nifi c a nt g r o u p s. ( C)  N u r s e s

a n d f o r a g e r s  diff e r e d i n r el ati v e a b u n d a n c e of 4 i n di vi d u al  mi c r o bi al s p e ci e s ( n e w  d at a o nl y).  D e pi ct e d a s st a c k e d  b a r  pl ot s,  wit h e a c h  b a r r e p r e s e nt i n g

a si n gl e  b e e’ s g ut  mi c r o bi al c o m m u nit y.  A st e ri s k s i n l e g e n d: ∗ , P ≤ . 0 5, ∗ ∗ , P ≤ . 0 1,  A N C O M- B C  b et w e e n  n u r s e s a n d f o r a g e r s. S e e S u p pl e m e nt a r y  T a bl e 1

f o r all P v al u e s. ( D)  N u r s e s a n d f o r a g e r s  diff e r e d i n a b s ol ut e a b u n d a n c e of 4 i n di vi d u al  mi c r o bi al s p e ci e s  b ut  n ot i n t h e t ot al  n o r m ali z e d  n u m b e r of 1 6 S

r R N A g e n e c o pi e s ( n e w  d at a o nl y). 1 0 × n u m b e r of 1 6 S r R N A g e n e c o pi e s, c al c ul at e d  b y  m ulti pl yi n g t h e r el ati v e a b u n d a n c e e a c h  mi c r o b e i n e a c h

s a m pl e ( d et e r mi n e d t h r o u g h 1 6 S r R N A g e n e a m pli c o n s e q u e n ci n g)  b y t h e  n o r m ali z e d  n u m b e r of 1 6 S r R N A g e n e c o pi e s i n t h e s a m pl e ( d et e r mi n e d

t h r o u g h  q P C R).  D e pi ct e d a s  d ot  pl ot s  wit h all  d at a  p oi nt s  pl ott e d, li n e r e p r e s e nt s  m e di a n, N = 1 0  b e e s/ c ol o n y, 3 c ol o ni e s. ∗ , P ≤ . 0 5, ∗ ∗ , P ≤ . 0 1,

p e r m ut ati o n  A N O V A t e st  b et w e e n  n u r s e s a n d f o r a g e r s. S e e S u p pl e m e nt a r y  T a bl e 1 f o r all P v a l u e s.
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Fi g u r e  2. A g e- m at c h e d  n u r s e s a n d f o r a g e r s  diff e r i n g ut  mi c r o bi al c o m m u nit y. ( A,  B)  A g e- m at c h e d t y pi c al- a g e  n u r s e s a n d  p r e c o ci o u s f o r a g e r s f r o m a n

S C C  di d  n ot  diff e r i n g ut  mi c r o bi al c o m m u nit y st r u ct u r e at a b o ut 1  w e e k of a g e ( A),  b ut a g e- m at c h e d o v e r- a g e  n u r s e s a n d t y pi c al- a g e f o r a g e r s

si g nifi c a ntl y  diff e r e d i n g ut  mi c r o bi al c o m m u nit y st r u ct u r e at 3  w e e k s of a g e ( B). 1  w e e k: t w o- w a y  p e r m ut ati o n  M A N O V A  u si n g  Ait c hi s o n  di st a n c e,

t a s k: F 1, 3 9 = 0. 9, R 2 = 0. 0 2, P = . 5 1 9; s o u r c e c ol o n y: F 1, 3 9 = 2. 6, R 2 = 0. 0 6, P = . 0 0 4, t a s k ∗ c ol o n y: F 1, 3 9 = 1. 2, R 2 = 0. 0 3, P = . 2 9 6. N = 1 0  b e e s/ s o u r c e c ol o n y, 2

s o u r c e c ol o ni e s. 3  w e e k s: t w o- w a y  p e r m ut ati o n  M A N O V A  u si n g  Ait c hi s o n  di st a n c e, t a s k: F 1, 7 9 = 6. 5, R 2 = 0. 0 7, P = . 0 0 1; s o u r c e c ol o n y: F 3, 7 9 = 1. 8, R 2 = 0. 0 6,

P = . 0 0 1, t a s k ∗ c ol o n y: F 3, 7 9 = 1. 2, R 2 = 0. 0 4, P = . 0 8 4. N = 1 0  b e e s/ s o u r c e c ol o n y, 4 s o u r c e c ol o ni e s.  D e pi ct e d a s P C A  pl ot s. L o w e r c a s e l ett e r s i n l e g e n d s

d e n ot e st ati sti c all y si g nifi c a nt g r o u p s. ( C,  D)  A g e- m at c h e d t y pi c al- a g e  n u r s e s a n d  p r e c o ci o u s f o r a g e r s f r o m a n S C C  di d  n ot  diff e r i n r el ati v e a b u n d a n c e

of i n di vi d u al  mi c r o bi al s p e ci e s ( C),  w h e r e a s a g e- m at c h e d o v e r- a g e  n u r s e s a n d t y pi c al- a g e f o r a g e r s  diff e r e d i n r el ati v e a b u n d a n c e of 5 i n di vi d u al

mi c r o bi al s p e ci e s at 3  w e e k s of a g e ( D).  D e pi ct e d a s st a c k e d  b a r  pl ot s,  wit h e a c h  b a r r e p r e s e nti n g a si n gl e  b e e’ s g ut  mi c r o bi al c o m m u nit y.  A st e ri s k s i n

l e g e n d: ∗ , P ≤ . 0 5, ∗ ∗ , P ≤ . 0 1,  A N C O M- B C  b et w e e n  n u r s e s a n d f o r a g e r s. S e e S u p pl e m e nt a r y  T a bl e 2 f o r all P v al u e s. ( E, F)  A g e- m at c h e d t y pi c al- a g e  n u r s e s

a n d  p r e c o ci o u s f o r a g e r s f r o m a n S C C  di d  n ot  diff e r i n a b s ol ut e a b u n d a n c e of i n di vi d u al  mi c r o bi al s p e ci e s  b ut  di d  diff e r i n t h e t ot al  n o r m ali z e d

n u m b e r of 1 6 S r R N A g e n e c o pi e s ( E),  w h e r e a s a g e- m at c h e d o v e r- a g e  n u r s e s a n d t y pi c al- a g e f o r a g e r s  diff e r e d i n a b s ol ut e a b u n d a n c e of 6  mi c r o bi al

s p e ci e s a n d t h e t ot al  n u m b e r of 1 6 S r R N A g e n e c o pi e s at 3  w e e k s of a g e ( F). 1 0 × n u m b e r of 1 6 S r R N A g e n e c o pi e s, c al c ul at e d  b y  m ulti pl yi n g t h e

r el ati v e a b u n d a n c e e a c h  mi c r o b e i n e a c h s a m pl e ( d et e r mi n e d t h r o u g h 1 6 S r R N A g e n e a m pli c o n s e q u e n ci n g)  b y t h e  n o r m ali z e d  n u m b e r of 1 6 S r R N A

g e n e c o pi e s i n t h e s a m pl e ( d et e r mi n e d t h r o u g h  q P C R).  D e pi ct e d a s  d ot  pl ot s  wit h all  d at a  p oi nt s  pl ott e d, li n e r e p r e s e nt s  m e di a n, N = 1 0  b e e s/ s o u r c e

c ol o n y, 2 s o u r c e c ol o ni e s ( 1  w e e k) o r 4 s o u r c e c ol o ni e s ( 3  w e e k s). ∗ , P ≤ . 0 5, ∗ ∗ , P ≤ . 0 1,  p e r m ut ati o n  A N O V A t e st  b et w e e n  n u r s e s a n d f o r a g e r s. S e e

S u p pl e m e nt a r y  T a bl e 2 f o r all P v a l u e s.
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T a bl e 1. S u m m a r y t a bl e of i n di vi d u al  mi c r o b e a b u n d a n c e r e s ult s.

R el ati v e  a b u n d a n c e A b s ol ut e  a b u n d a n c e

Mi c r o b e T y pi c al c ol o ni e s S C C  R e pli c at e  1

( we e k  3)

S C C  R e pli c at e  2

( we e k  3)

T y pi c al c ol o ni e s S C C  R e pli c at e  1

( we e k  3)

S C C  R e pli c at e  2

( we e k  3)

A c et o b a ct er a c e a e L o w e r a b u n d a n c e L o w e r a b u n d a n c e L o w e r a b u n d a n c e L o w e r a b u n d a n c e

B art o n ell a s p p . L o w e r a b u n d a n c e

B. a st er oi d e s L o w e r a b u n d a n c e L o w e r a b u n d a n c e

Bifi d o b a ct eri u m

c or y n ef or m e

Hi g h e r a b u n d a n c e

B o m b ell a a pi s

Fri s c h ell a p err ar a L o w e r a b u n d a n c e

Gilli a m ell a a pi c ol a Hi g h e r a b u n d a n c e Hi g h e r a b u n d a n c e

L a ct o b a cill u s s p p . Hi g h e r a b u n d a n c e

L a ct o b a cill u s a pi s Hi g h e r a b u n d a n c e

L a ct o b a cill u s

h el si n g b or g e n si s

Hi g h e r a b u n d a n c e

L a ct o b a cill u s

k ull a b er g e n si s

Hi g h e r a b u n d a n c e Hi g h e r a b u n d a n c e

A pil a ct o b a cill u s

k u n k e ei

B o m bil a ct o b a cill u s

m ellif er

B.  m elli s Hi g h e r a b u n d a n c e Hi g h e r a b u n d a n c e Hi g h e r a b u n d a n c e

L.  m elli v e ntri s Hi g h e r a b u n d a n c e Hi g h e r a b u n d a n c e Hi g h e r a b u n d a n c e Hi g h e r a b u n d a n c e Hi g h e r a b u n d a n c e

S n o d gr a s s ell a al vi L o w e r a b u n d a n c e L o w e r a b u n d a n c e L o w e r a b u n d a n c e

Ar s e n o p h o n u s s p p .

Kl e b si ell a s p p . Hi g h e r a b u n d a n c e Hi g h e r a b u n d a n c e Hi g h e r a b u n d a n c e Hi g h e r a b u n d a n c e Hi g h e r a b u n d a n c e

Li m o sil a ct o b a cill u s

s p p .

Mi xt a s p p . Hi g h e r a b u n d a n c e

Mi c r o b e s t h at si g nifi c a ntl y  diff e r e d i n r el ati v e (l eft) a n d a b s ol ut e ( ri g ht) a b u n d a n c e  m e a s u r e s i n  n u r s e s r el ati v e t o f o r a g e r s i n t y pi c al c ol o ni e s a n d i n di vi d u al
S C C r e pli c at e s.  Hi g h e r a b u n d a n c e,  hi g h e r i n a b u n d a n c e i n  n u r s e s r el ati v e t o f o r a g e r s. L o w e r a b u n d a n c e, l o w e r i n a b u n d a n c e i n  n u r s e s r el ati v e t o f o r a g e r s.

T o g et h e r, r e s ult s f r o m t y pi c al- a g e  n u r s e s a n d f o r a g e r s ( y o u n g

n u r s e, ol d f o r a g e r; Fi g. 1 ) a n d 3- w e e k ol d a g e- m at c h e d  n u r s e s

a n d f o r a g e r s (Fi g. 2 D a n d F , S u p pl e m e nt a r y Fi g. 1 D a n d F ) i n di c at e

t h at of t h e  h o n e y  b e e- a s s o ci at e d  mi c r o b e s, B.  m elli s ( p r e vi o u sl y

L a ct o b a cill u s  m elli s ) a n d L.  m elli v e ntri s w e r e c o n si st e ntl y (i. e. i d e n-

tifi e d i n 3 o r  m o r e a n al y s e s a c r o s s t h e 2 a b u n d a n c e  m e a s u r e s)

m o r e a b u n d a nt i n  n u r s e s r el ati v e t o f o r a g e r s ( T a bl e 1 ),  w h e r e a s

A c et o b a ct er a c e a e a n d S n o d gr a s s ell a al vi w e r e c o n si st e ntl y l e s s a b u n-

d a nt i n  n u r s e s r el ati v e t o f o r a g e r s ( T a bl e 1 ).  A c r o s s S C C s al o n e,

B . a st er oi d e s s h o w e d l o w e r r el ati v e a b u n d a n c e i n o v e r- a g e  n u r s e s

c o m p a r e d  wit h t y pi c al- a g e f o r a g e r s ( T a bl e 1 ) a n d Gilli a m ell a a pi c ol a

s h o w e d  hi g h e r a b s ol ut e a b u n d a n c e i n o v e r- a g e  n u r s e s c o m p a r e d

wit h t y pi c al- a g e f o r a g e r s ( T a bl e 1 ). S u c h r o b u st a s s o ci ati o n s  hi g h-

li g ht t h e s e 6  mi c r o b e s a s c a n di d at e  mi c r o b e s  w h o s e a b u n d a n c e s

m a y  h a v e c a u s al eff e ct s o n  di vi si o n of l a b o r i n  h o n e y  b e e s. I n a d di-

ti o n, Kl e b si ell a s p p., a t a x o n o mi c g r o u p  n ot t y pi c all y c o n si d e r e d a

h o n e y  b e e- a s s o ci at e,  w a s  m o r e a b u n d a nt i n o v e r- a g e  n u r s e s c o m-

p a r e d  wit h t y pi c al- a g e f o r a g e r s ( Fi g s 1, 2 , S u p pl e m e nt a r y Fi g. 1 ,

a n d T a bl e 1 ).  T hi s  mi c r o bi al s p e ci e s g r o u p  h a s  p r e vi o u sl y  b e e n

f o u n d t o  b e  p r e v al e nt i n  n u r s e  b e e s a n d, a s a n e n vi r o n m e nt all y

d e ri v e d  p ot e nti al  p at h o g e n t o  b e e s,  w a s li k el y  pi c k e d  u p o ut si d e

of t h e  hi v e  b y f o r a g e r s a n d  di s s e mi n at e d t o  n u r s e s  wit hi n t h e  hi v e

[2 3 ].  A s  p r e vi o u sl y s u g g e st e d, it  m a y a c c u m ul at e i n t h e g ut s of

n u r s e s,  w hi c h a r e t y pi c all y  h e a vi e r a n d s u p p o rt  hi g h e r  b a ct e ri al

l o a d s t h a n f o r a g e r g ut s [2 3 ].  T hi s  p o s si bilit y i s c o n si st e nt  wit h

o u r fi n di n g t h at Kl e b si ell a w a s a b s e nt i n t y pi c al- a g e  n u r s e s a n d

p r e c o ci o u s f o r a g e r s  b ut  p r e s e nt i n o v e r- a g e  n u r s e s a n d t y pi c al-

a g e f o r a g e r s, li k el y i n di c ati n g t h at Kl e b si ell a w a s i n a d v e rt e ntl y

i nt r o d u c e d t o t h e c ol o n y aft e r 1  w e e k, at  w hi c h ti m e it  b e g a n a c c u-

m ul ati n g i n t h e g ut s of o v e r- a g e  n u r s e s,  w h o  h a v e  hi g h e r  b a ct e ri al

l o a d s t h a n t y pi c al- a g e f o r a g e r s (Fi g. 2 a n d S u p pl e m e nt a r y Fi g. 1 ).

T h e l a c k of g ut  mi c r o bi al c o m m u nit y  diff e r e n c e s  b et w e e n 1-

w e e k ol d S C C  n u r s e s a n d f o r a g e r s s u g g e st s t h at  diff e r e n c e s i n

b e h a vi o r al  m at u r ati o n r at e a r e  n ot a s s o ci at e d  wit h  diff e r e n c e s

i n g ut  mi c r o bi al c o m m u nit y c o m p o siti o n.  R at h e r, t h e o b s e r v e d

g ut  mi c r o bi al c o m m u nit y  diff e r e n c e s  b et w e e n o v e r- a g e  n u r s e s

a n d t y pi c al- a g e f o r a g e r s s u g g e st t h at a s s o ci ati o n s  b et w e e n g ut

mi c r o bi al c o m m u nit y c o m p o siti o n a n d  b e h a vi o r al t a s k  d e p e n d o n

w o r k e r e x p e ri e n c e,  p o s si bl y, a s ot h e r s  h a v e s u g g e st e d,  b e c a u s e of

t a s k- r el at e d  diff e r e n c e s i n e n vi r o n m e nt,  di et, a n d/ o r  m et a b oli c

n e e d s [ 2 3- 2 5 ].  B e c a u s e S C C s a r e c o m p o s e d of  b e e s of a si n gl e-

a g e c o h o rt, 3- w e e k ol d S C C s a r e c o m p o s e d of  b e e s t h at  h a v e

b e e n  p e rf o r mi n g t h ei r r e s p e cti v e t a s k s f o r  p r ol o n g e d  p e ri o d s ( 1 –

2  w e e k s l o n g e r) c o m p a r e d  wit h 1- w e e k ol d S C C s.  T h e r ef o r e,  w e

h y p ot h e si z e d t h at f a ct o r s r el at e d t o t a s k e x p e ri e n c e, i n cl u di n g

h o st  p h y si ol o gi c al a n d e n vi r o n m e nt al f a ct o r s,  pl a y a n i m p o rt a nt

r ol e i n g ut  mi c r o bi al c o m m u nit y c o m p o siti o n. I n t h e  n e xt s e c-

ti o n,  w e t e st e d t hi s  b y  m a ni p ul ati n g f o r a gi n g e x p e ri e n c e  b e c a u s e

f o r a g e r s e x p e ri e n c e  diff e r e nt e n vi r o n m e nt al c o n diti o n s t h a n i n-

hi v e  b e e s [ 2 3- 2 5 ], a n d f o r a gi n g e x p e ri e n c e i s k n o w n t o  h a v e st r o n g

eff e ct s o n  h o st  p h y si ol o g y, i n cl u di n g  b e h a vi o r,  b r ai n c h e mi st r y,

b r ai n st r u ct u r e, a n d  b r ai n g e n e e x p r e s si o n [ 5 9 , 7 9 , 9 0 , 9 1 ].
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F o r a gi n g e x p e ri e n c e i nf l u e n c e s g ut  mi c r o bi al
c o m m u nit y st r u ct u r e,  w h e r e a s  b e h a vi o r al st at e
i nf l u e n c e s t h e  a b u n d a n c e  of  m o st i n di vi d u al
mi c r o b e s

I n o r d e r t o  d et e r mi n e  w h et h e r f o r a gi n g e x p e ri e n c e i nf l u e n c e s

h o n e y  b e e g ut  mi c r o bi al c o m m u nit y c o m p o siti o n,  w e c o nt r oll e d

f o r f o r a gi n g  b e h a vi o r al st at e  w hil e  m a ni p ul ati n g f o r a gi n g e x p e-

ri e n c e.  T o  d o t hi s,  w e c r e at e d “ bi g- b a c k c ol o ni e s” i n  w hi c h s o m e

f o r a g e r s  w e r e f r e el y a bl e t o l e a v e t h e c ol o n y (“ a cti v e f o r a g e r s”),

w h e r e a s ot h e r  b e e s,  w h o a p p e a r e d at t h e e nt r a n c e a n d s h o w e d

a n i n cli n ati o n t o f o r a g e,  w e r e  p r e v e nt e d f r o m e v e r l e a vi n g t h e

hi v e  b e c a u s e of t h e  p r e s e n c e of a t hi c k  pl a sti c t a g o n t h ei r  b a c k s

(“i n a cti v e f o r a g e r s”) [4 3 , 4 5 ].  W e  w e r e t h u s a bl e t o c o m p a r e  b e e s of

t h e s a m e a g e t h at  w e r e i n t h e s a m e f o r a g e r  b e h a vi o r al st at e,  b ut

diff e r e d i n f o r a gi n g e x p e ri e n c e.

W e f o u n d t h at i n a cti v e f o r a g e r s  di d  n ot  diff e r f r o m  n u r s e s,

b ut diff e r e d f r o m a cti v e f o r a g e r s, i n g ut  mi c r o bi al c o m m u nit y

st r u ct u r e ( Fi g. 3 A ).  T hi s fi n di n g i n di c at e s t h at f o r a gi n g e x p e ri e n c e

pl a y s a n i m p o rt a nt r ol e i n  d efi ni n g  diff e r e n c e s i n g ut  mi c r o bi al

c o m m u nit y st r u ct u r e.

W h e n  w e c o m p a r e d t h e a b u n d a n c e of i n di vi d u al t a x a  b et w e e n

a g e- m at c h e d a cti v e a n d i n a cti v e f o r a g e r s,  w e f o u n d t h at  u n cl a s-

sifi e d L a ct o b a cill u s s p p.  w e r e  hi g h e r i n r el ati v e a n d a b s ol ut e a b u n-

d a n c e i n i n a cti v e f o r a g e r s c o m p a r e d  wit h a cti v e f o r a g e r s, L a ct o-

b a cill u s a pi s w a s  hi g h e r i n r el ati v e a b u n d a n c e i n i n a cti v e f o r a g e r s

c o m p a r e d  wit h a cti v e f o r a g e r s, a n d B.  m elli s w a s l o w e r i n r el ati v e

a b u n d a n c e i n i n a cti v e f o r a g e r s c o m p a r e d  wit h a cti v e f o r a g e r s

(Fi g. 3 B a n d  C , S u p pl e m e nt a r y  T a bl e 4 ). I n a d diti o n, i n a cti v e f o r-

a g e r s  h a d a  hi g h e r a b s ol ut e a b u n d a n c e of t ot al  b a ct e ri a c o m p a r e d

wit h a cti v e f o r a g e r s ( Fi g. 3 C ).  T hi s eff e ct s e e m s t o  b e  d ri v e n  b y

a l o w a b s ol ut e t ot al a b u n d a n c e i n t h e a cti v e f o r a g e r s, a s t h e

i n a cti v e f o r a g e r s  h a d a  m e di a n a b s ol ut e t ot al a b u n d a n c e si mil a r

t o f o r a g e r s i n t y pi c al c ol o ni e s a n d 3- w e e k ol d S C C s ( S u p pl e-

m e nt a r y T a bl e s 1 – 4 ).  T h e r ef o r e, alt h o u g h i n a cti v e f o r a g e r s a r e

u n a bl e t o l e a v e t h e c ol o n y t o  d ef e c at e,  diff e r e n c e s i n g ut  mi c r o bi al

c o m m u nit y  b et w e e n i n a cti v e a n d a cti v e f o r a g e r s a r e  u nli k el y t o

b e  b e c a u s e of a n  u n h e alt h y a c c u m ul ati o n of  b a ct e ri al c ell s i n

i n a cti v e f o r a g e r g ut s.

T h e o b s e r v e d  diff e r e n c e i n L a ct o b a cill u s s p p . a b u n d a n c e

b et w e e n i n a cti v e a n d a cti v e f o r a g e r s  m at c h e s o u r e a rli e r fi n di n g

t h at t hi s t a x o n o mi c g r o u p  d e c r e a s e s i n a b s ol ut e a b u n d a n c e

b et w e e n  n u r s e s a n d f o r a g e r s i n t y pi c al c ol o ni e s ( Fi g. 1 D ),

i n di c ati n g t h at t hi s  mi c r o b e g r o u p  m a y  b e a s s o ci at e d  wit h

f o r a gi n g e x p e ri e n c e. I n o u r e a rli e r a n al y s e s B.  m elli s w a s  hi g h e r i n

r el ati v e a n d a b s ol ut e a b u n d a n c e  m e a s u r e s i n  n u r s e s c o m p a r e d

wit h f o r a g e r s ( Fi g s 1 a n d 2 , S u p pl e m e nt a r y Fi g. 1 , a n d T a bl e 1 ).

Alt h o u g h w e  di d  n ot fi n d a n eff e ct o n a b s ol ut e a b u n d a n c e  h e r e,

it i s s u r p ri si n g t h at B.  m elli s i s  hi g h e r i n r el ati v e a b u n d a n c e i n

a cti v e f o r a g e r s c o m p a r e d  wit h i n a cti v e f o r a g e r s.  Alt h o u g h all of

o u r a n al y s e s s u p p o rt a c o n n e cti o n  b et w e e n B.  m elli s a n d  di vi si o n

of l a b o r, t hi s r el ati o n s hi p  m a y  b e  m o r e c o m pl e x t h a n o ri gi n all y

c o n si d e r e d f r o m  n u r s e/f o r a g e r r e s ult s al o n e.  T h e ot h e r  di vi si o n

of l a b o r a s s o ci at e d  mi c r o b e s ( T a bl e 1 )  di d  n ot  diff e r i n a b u n d a n c e

b et w e e n i n a cti v e a n d a cti v e f o r a g e r s.

O v e r all, t h e s e r e s ult s s u g g e st t h at t h e a b u n d a n c e of s o m e

mi c r o b e s i s  d et e r mi n e d  b y t h e e x p e ri e n c e of f o r a gi n g o ut si d e of

t h e  hi v e,  w h e r e a s t h e a b u n d a n c e of  m o st i n di vi d u al  mi c r o b e s

i s  d efi n e d  b y  b e h a vi o r al st at e.  T o g et h e r  wit h o u r S C C r e s ult s,

w hi c h i n di c at e t h at  diff e r e n c e s i n t h e a b u n d a n c e of i n di vi d-

u al g ut  mi c r o b e s  m a y  b e  d e p e n d e nt  u p o n  w o r k e r e x p e ri e n c e

(Fi g. 2 D a n d F , S u p pl e m e nt a r y Fi g. 1 D a n d F ),  w e s p e c ul at e t h at

h o n e y  b e e g ut  mi c r o b e s a n d f o r a gi n g  b e h a vi o r s i nt e r a ct t h r o u g h

a f e e d b a c k  m o d el. F o r e x a m pl e, g ut  mi c r o b e s  m a y c h a n g e i n a b u n-

d a n c e  b e c a u s e of f o r a gi n g e x p e ri e n c e,  p o s si bl y i n c r e m e nt all y ( a n d

t h u s i n di s c e r ni bl y) at fi r st a n d  b uil di n g  wit h  m o r e e x p e ri e n c e, a n d

t hi s c h a n g e i n g ut  mi c r o bi al c o m m u nit y  m a y t h e n a ct t o s u p p o rt

h o st f o r a gi n g  b e h a vi o r s [ 7 , 2 5 ]. I n t h e  n e xt s e cti o n,  w e t e st t h e

l att e r p a rt of t hi s  m o d el  b y a s s e s si n g t h e eff e ct s of i n o c ul ati o n

wit h i n di vi d u al  mi c r o b e s o n  h o st f o r a gi n g  b e h a vi o r.

I n o c ul ati o n  wit h i n di vi d u al  mi c r o b e s  aff e ct s
g r o u p -  a n d i n di vi d u al -l e v el f o r a gi n g i nt e n sit y

T o  d et e r mi n e if g ut  mi c r o b e s  pl a y a c a u s al r ol e i n  h o n e y  b e e

di vi si o n of l a b o r,  w e  p e rf o r m e d si n gl e- mi c r o b e i n o c ul ati o n s  wit h

3 o ut of t h e 6 i n di vi d u al  h o n e y  b e e  mi c r o b e s r o b u stl y a s s o ci at e d

wit h  di vi si o n of l a b o r a s  d e s c ri b e d a b o v e: B. a st er oi d e s , B.  m elli s , a n d

L.  m elli v e ntri s (S u p pl e m e nt a r y Fi g. 2 A – C ). I n a d diti o n t o t h e st r o n g

p att e r n s of a s s o ci ati o n r e p o rt e d a b o v e,  w e c h o s e t h e s e 3  mi c r o b e s

b e c a u s e of B. a st er oi d e s ’ k n o w n eff e ct s o n  h o st  p h y si ol o g y  wit h

li n k s t o  b e h a vi o r, t h e  hi g h  m et a b oli c o ut p ut a s s o ci at e d  wit h t a x a

i n L a ct o b a cill a c e a e [3 8 ],  b e c a u s e g ut  mi c r o bi al  m et a b olit e s li k el y

c o nt ri b ut e t o t h e  mi c r o bi ot a – g ut – b r ai n a xi s [ 4 ], a n d  b e c a u s e of

t h e s e 3 s p e ci e s’  p r e vi o u sl y  p u bli s h e d a s s o ci ati o n s  wit h  h o n e y  b e e

b e h a vi o r al t a s k [ 2 3- 2 5 , 4 0 ].  T h e r ef o r e,  w e r e a s o n e d t h at t h e s e 3

s p e ci e s r e p r e s e nt e d st r o n g c a n di d at e s t o t e st f o r c a u s al eff e ct s

o n  h o n e y  b e e  di vi si o n of l a b o r.  T o  d o t hi s,  w e  u s e d a n a ut o m at e d

b e h a vi o r al t r a c ki n g s y st e m [ 5 4 ] t o  d et e r mi n e t h e eff e ct of i n o c ul a-

ti o n wit h t h e s e 3  mi c r o b e s o n r at e of  b e h a vi o r al  m at u r ati o n ( a g e

at o n s et of f o r a gi n g),  n u m b e r of f o r a g e r s, a n d f o r a gi n g i nt e n sit y

( a m o u nt of f o r a gi n g t ri p s  p e rf o r m e d  b y a g r o u p o r i n di vi d u al)

[3 6 ].  O u r r e s ult s i n di c at e eff e ct s  w e r e o nl y  p r e s e nt  d u ri n g t h e

f i r st 2 — o ut of 6 — d a y s of  b e h a vi o r al t r a c ki n g, f o r r e a s o n s t h at  w e

s p e c ul at e a b o ut i n t h e  Di s c u s si o n.

B. a st er oi d e s i n o c ul at e d b e e s  di d  n ot  diff e r f r o m  mi c r o bi ot a-

d e pl et e d  b e e s i n  b e h a vi o r al  m at u r ati o n r at e ( Fi g. 4 A ) a c r o s s e x p e r-

i m e nt al c ol o n y r e pli c at e s,  b ut  di d  diff e r i n f o r a gi n g i nt e n sit y.  A s a

g r o u p, B. a st er oi d e s i n o c ul at e d  b e e s  p e rf o r m e d t h e  m aj o rit y of t h e

f o r a gi n g t ri p s f o r t h e c ol o n y o n t h e 1 st a n d 2 n d  d a y s of  b e h a vi o r al

t r a c ki n g ( Fi g. 4 B a n d S u p pl e m e nt a r y  T a bl e 5 ).  T h e s e g r o u p-l e v el

eff e ct s w e r e  n ot  b e c a u s e of a  diff e r e n c e i n  n u m b e r of f o r a g e r s

b et w e e n i n o c ul at e d a n d  mi c r o bi ot a- d e pl et e d  b e e s ( Fi g. 4 C a n d

S u p pl e m e nt a r y  T a bl e 5 ).  R at h e r t h e y  w e r e at l e a st  p a rtl y  b e c a u s e

of a  diff e r e n c e i n i n di vi d u al-l e v el f o r a gi n g i nt e n sit y, a s i n di vi d u al

B. a st er oi d e s i n o c ul at e d f o r a g e r s  p e rf o r m e d a  m aj o rit y of t h e f o r-

a gi n g t ri p s f o r t h e c ol o n y o n t h e 1 st  d a y of  b e h a vi o r al t r a c ki n g

(Fi g. 4 D a n d S u p pl e m e nt a r y  T a bl e 5 ). Li k e wi s e, B . a st er oi d e s e x p e r-

i m e nt al c ol o ni e s  di s pl a y e d a  d e g r e e of s k e w i n f o r a gi n g i nt e n sit y

a m o n g i n di vi d u al s ( T a bl e 2 ) a n d B . a st er oi d e s i n o c ul at e d  b e e s r e p-

r e s e nt e d a  hi g h e r  p r o p o rti o n of “ elit e f o r a g e r”  b e e s, i. e., a s m all

s u b s et of f o r a g e r s t h at  p e rf o r m e d ≥ 5 0 % of t h e c ol o n y’ s f o r a gi n g

t ri p s [ 3 5 , 5 9 ], r el ati v e t o  mi c r o bi ot a- d e pl et e d  b e e s o n t h e 1 st a n d

2 n d d a y s of  b e h a vi o r al t r a c ki n g ( Fi g. 4 E , S u p pl e m e nt a r y  T a bl e 5 ).

Si mil a r t o B. a st er oi d e s i n o c ul at e d  b e e s, B.  m elli s i n o c ul at e d

b e e s  di d  n ot  diff e r f r o m  mi c r o bi ot a- d e pl et e d  b e e s i n  b e h a vi o r al

m at u r ati o n r at e ( Fi g. 5 A ). I n c o nt r a st, at t h e g r o u p l e v el, B .  m elli s

i n o c ul at e d  b e e s  di d  n ot  diff e r f r o m  mi c r o bi ot a- d e pl et e d  b e e s i n

f o r a gi n g i nt e n sit y ( Fi g. 5 B a n d S u p pl e m e nt a r y  T a bl e 5 ) o r n u m b e r

of f o r a g e r s (Fi g. 5 C a n d S u p pl e m e nt a r y  T a bl e 5 ).  R at h e r, B .  m elli s

i n o c ul ati o n i nf l u e n c e d i n di vi d u al-l e v el f o r a gi n g i nt e n sit y, a s B.

m elli s i n o c ul at e d  b e e s  p e rf o r m e d a  mi n o rit y of f o r a gi n g t ri p s

f o r t h e c ol o n y o n t h e 1 st a n d 2 n d  d a y s of  b e h a vi o r al t r a c ki n g

(Fi g. 5 D a n d S u p pl e m e nt a r y  T a bl e 5 ).  A d diti o n all y, B .  m elli s i n o c-

ul ati o n c a u s e d a s k e w i n f o r a gi n g i nt e n sit y  b et w e e n i n di vi d u al

f o r a g e r s (T a bl e 2 ), a s B .  m elli s i n o c ul at e d  b e e s r e p r e s e nt e d a l o w e r

p r o p o rti o n of elit e f o r a g e r s t h a n  mi c r o bi ot a- d e pl et e d  b e e s o n

D
o

w
nl

o
a
d
e
d fr

o
m 

htt
ps://

ac
a
d
e

mic.
o
u
p.c

o
m/is

m
ej/

articl
e/

1
8/

1/
wr

a
e
0
3
0/

7
6
1
4
8
5
7 

by 
g
u
est 

o
n 

0
2 

M
ay 

2
0
2
4

https://academic.oup.com/ismej/article-lookup/doi/10.1093/ismejo/wrae030#supplementary-data
https://academic.oup.com/ismej/article-lookup/doi/10.1093/ismejo/wrae030#supplementary-data
https://academic.oup.com/ismej/article-lookup/doi/10.1093/ismejo/wrae030#supplementary-data
https://academic.oup.com/ismej/article-lookup/doi/10.1093/ismejo/wrae030#supplementary-data
https://academic.oup.com/ismej/article-lookup/doi/10.1093/ismejo/wrae030#supplementary-data
https://academic.oup.com/ismej/article-lookup/doi/10.1093/ismejo/wrae030#supplementary-data
https://academic.oup.com/ismej/article-lookup/doi/10.1093/ismejo/wrae030#supplementary-data
https://academic.oup.com/ismej/article-lookup/doi/10.1093/ismejo/wrae030#supplementary-data
https://academic.oup.com/ismej/article-lookup/doi/10.1093/ismejo/wrae030#supplementary-data
https://academic.oup.com/ismej/article-lookup/doi/10.1093/ismejo/wrae030#supplementary-data
https://academic.oup.com/ismej/article-lookup/doi/10.1093/ismejo/wrae030#supplementary-data
https://academic.oup.com/ismej/article-lookup/doi/10.1093/ismejo/wrae030#supplementary-data
https://academic.oup.com/ismej/article-lookup/doi/10.1093/ismejo/wrae030#supplementary-data


G ut  mi c r o bi ot a aff e ct  h o n e y  b e e f o r a gi n g | 9

Fi g u r e  3. A g e- m at c h e d i n a cti v e a n d a cti v e f o r a g e r s  diff e r i n g ut  mi c r o bi al c o m m u nit y st r u ct u r e,  b ut  n ot t h e a b u n d a n c e of i n di vi d u al  mi c r o b e s. ( A)

A g e- m at c h e d  n u r s e s a n d i n a cti v e f o r a g e r s  w e r e si mil a r i n g ut  mi c r o bi al c o m m u nit y st r u ct u r e,  w h e r e a s a g e- m at c h e d a cti v e a n d i n a cti v e f o r a g e r s

diff e r e d i n g ut  mi c r o bi al c o m m u nit y st r u ct u r e.  T w o- w a y  p e r m ut ati o n  M A N O V A  u si n g  Ait c hi s o n  di st a n c e, t a s k: F 2, 8 6 = 1. 8, R 2 = 0. 0 4, P = . 0 1 1; c ol o n y:

F 2, 8 6 = 6. 0, R 2 = 0. 1 2, P = . 0 0 1, t a s k ∗ c ol o n y: F 4, 8 6 = 0. 8, R 2 = 0. 0 3, P = . 8 8 3. N = 1 0  b e e s/ c ol o n y, 3 c ol o ni e s.  D e pi ct e d a s P C A  pl ot. L o w e r c a s e l ett e r s i n l e g e n d s

d e n ot e st ati sti c all y si g nifi c a nt g r o u p s a s  d et e r mi n e d  b y  p ai r wi s e  p e r m ut ati o n  M A N O V A. ( B)  A g e- m at c h e d i n a cti v e a n d a cti v e f o r a g e r s  di d  n ot  diff e r i n

t h e r el ati v e a b u n d a n c e of i n di vi d u al  mi c r o bi al s p e ci e s ( B).  D e pi ct e d a s st a c k e d  b a r  pl ot s,  wit h e a c h  b a r r e p r e s e nti n g a si n gl e  b e e’ s g ut  mi c r o bi al

c o m m u nit y.  A st e ri s k s i n l e g e n d: ∗ , P ≤ . 0 5, ∗ ∗ , P ≤ . 0 1,  A N C O M- B C  b et w e e n i n a cti v e a n d a cti v e f o r a g e r s. S e e S u p pl e m e nt a r y  T a bl e 4 f o r all P v al u e s. ( C)

A g e- m at c h e d i n a cti v e a n d a cti v e f o r a g e r s  di d  n ot  diff e r i n a b s ol ut e a b u n d a n c e of i n di vi d u al  mi c r o bi al s p e ci e s  b ut  di d  diff e r i n t h e t ot al  n o r m ali z e d

n u m b e r of 1 6 S r R N A g e n e c o pi e s. 1 0 × n u m b e r of 1 6 S r R N A g e n e c o pi e s, c al c ul at e d  b y  m ulti pl yi n g t h e r el ati v e a b u n d a n c e e a c h  mi c r o b e i n e a c h

s a m pl e ( d et e r mi n e d t h r o u g h 1 6 S r R N A g e n e a m pli c o n s e q u e n ci n g)  b y t h e  n o r m ali z e d  n u m b e r of 1 6 S r R N A g e n e c o pi e s i n t h e s a m pl e ( d et e r mi n e d

t h r o u g h  q P C R).  D e pi ct e d a s  d ot  pl ot s  wit h all  d at a  p oi nt s  pl ott e d, li n e r e p r e s e nt s  m e di a n, N = 1 0  b e e s/ c ol o n y, 3 c ol o ni e s. ∗ , P ≤ . 0 5, ∗ ∗ , P ≤ . 0 1,

p e r m ut ati o n  A N O V A t e st  b et w e e n i n a cti v e a n d a cti v e f o r a g e r s. S e e S u p pl e m e nt a r y  T a bl e 4 f o r all P v a l u e s.

t h e 2 n d  d a y of  b e h a vi o r al t r a c ki n g ( Fi g. 5 E a n d S u p pl e m e nt a r y

T a bl e 5 ).

Si mil a r t o B. a st er oi d e s a n d B.  m elli s i n o c ul at e d  b e e s, L.  m el-

li v e ntri s i n o c ul at e d  b e e s  di d  n ot  diff e r f r o m  mi c r o bi ot a- d e pl et e d

b e e s i n  b e h a vi o r al  m at u r ati o n r at e ( Fi g. 6 A ).  H o w e v e r, L. m elli v e n-

tri s i n o c ul at e d  b e e s  h a d a n o p p o sit e eff e ct o n f o r a gi n g i nt e n-

sit y f r o m B. a st er oi d e s i n o c ul at e d  b e e s: a s a g r o u p, L.  m elli v e n-

tri s i n o c ul at e d  b e e s  p e rf o r m e d t h e  mi n o rit y of f o r a gi n g t ri p s
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Fi g u r e  4. B e e s i n o c ul at e d  wit h B. a st er oi d e s d o  n ot  diff e r f r o m  mi c r o bi ot a- d e pl et e d  b e e s i n  b e h a vi o r al  m at u r ati o n ( a g e at o n s et of f o r a gi n g),  b ut  d o

diff e r i n f o r a gi n g i nt e n sit y. ( A) B. a st er oi d e s i n o c ul at e d  b e e s  di d  n ot  diff e r f r o m  mi c r o bi ot a- d e pl et e d  b e e s i n a g e at o n s et of f o r a gi n g.  C o x  p r o p o rti o n al

h a z a r d s, z = − 0. 3 3 1, P = . 7 4 1. ( B) B. a st er oi d e s i n o c ul at e d f o r a g e r s, a s a g r o u p,  p e rf o r m e d t h e  m aj o rit y of f o r a gi n g t ri p s f o r t h e c ol o n y o n t h e 1 st a n d 2 n d

d a y s of  b e h a vi o r al t r a c ki n g. Li n e a r  mi x e d eff e ct s  m o d el, t r e at m e nt: F 1, 3 3 = 2 1. 2, P < . 0 0 1,  d a y: F 5, 3 3 = 0, P = 1, t r e at m e nt ∗ d a y: F 5, 3 3 = 2. 0, P = . 1 0 7. S e e

S u p pl e m e nt a r y  T a bl e 5 f o r  p ai r wi s e c o m p a ri s o n s. ( C) B. a st er oi d e s i n o c ul at e d  b e e s r e p r e s e nt e d a si mil a r  n u m b e r of f o r a g e r s a s  mi c r o bi ot a- d e pl et e d

b e e s o n all  d a y s of  b e h a vi o r al t r a c ki n g. Li n e a r  mi x e d eff e ct s  m o d el, t r e at m e nt: F 1, 3 3 = 0. 4, P = . 5 2 7,  d a y: F 5, 3 3 = 1 2. 1, P < . 0 0 1, t r e at m e nt∗ d a y: F 5, 3 3 = 0. 1,

P = . 9 8 2. S e e S u p pl e m e nt a r y  T a bl e 5 f o r  p ai r wi s e c o m p a ri s o n s. ( D) I n di vi d u al B. a st er oi d e s i n o c ul at e d f o r a g e r s  p e rf o r m e d a  m aj o rit y of f o r a gi n g t ri p s f o r

t h e c ol o n y t h e 1 st  d a y of  b e h a vi o r al t r a c ki n g.  G e n e r ali z e d li n e a r  mi x e d eff e ct s  m o d el  wit h l o g- n o r m al  di st ri b uti o n, t r e at m e nt: χ 2 = 4. 9 8 5, P = . 0 2 6,  d a y:

χ 2 = 3 8 2. 9 3 3, P < . 0 0 1, t r e at m e nt∗ d a y: χ 2 = 2 6. 3 1 5, P < . 0 0 1. S e e S u p pl e m e nt a r y  T a bl e 5 f o r  p ai r wi s e c o m p a ri s o n s. ( E) B. a st er oi d e s i n o c ul at e d  b e e s

r e p r e s e nt e d a  hi g h e r  p r o p o rti o n of elit e f o r a g e r s t h a n  mi c r o bi ot a- d e pl et e d  b e e s o n t h e 1 st a n d 2 n d  d a y s of  b e h a vi o r al t r a c ki n g. Li n e a r  mi x e d eff e ct s

m o d el, t r e at m e nt: F 1, 3 3 = 1 5. 8, P < . 0 0 1,  d a y: F 5, 3 3 = 0, P = 1, t r e at m e nt ∗ d a y: F 5, 3 3 = 3. 2, P = . 0 2 0. S e e S u p pl e m e nt a r y  T a bl e 5 f o r  p ai r wi s e c o m p a ri s o n s. ( A)

D e pi ct e d a s s u r vi v al  pl ot.  All ot h e r  d at a  d e pi ct e d a s  b o x  pl ot s  wit h  d at a  p oi nt s  pl ott e d, t hi c k  h o ri z o n al li n e r e p r e s e nt s  m e di a n, x r e p r e s e nt s  m e a n,

w hi s k e r s r e p r e s e nt t h e  mi ni m u m a n d  m a xi m u m v al u e s, N = 4 c ol o ni e s.  A st e ri s k s  u s e d t o  d e n ot e c o m p a ri s o n s  b et w e e n t r e at m e nt g r o u p s o n e a c h  d a y

o nl y: ∗ , P ≤ . 0 5, ∗ ∗ , P ≤ . 0 0 1.

f o r t h e c ol o n y o n t h e 1 st a n d 2 n d  d a y s of  b e h a vi o r al t r a c k-

i n g (Fi g. 6 B a n d S u p pl e m e nt a r y  T a bl e 5 ).  T hi s g r o u p-l e v el eff e ct

w a s  n ot  b e c a u s e of a  diff e r e n c e i n  n u m b e r of f o r a g e r s  b et w e e n

i n o c ul at e d a n d  mi c r o bi ot a- d e pl et e d  b e e s (Fi g. 6 C a n d S u p pl e m e n-

t a r y T a bl e 5 ).  R at h e r, it  w a s at l e a st  p a rtl y  b e c a u s e of a  diff e r e n c e

i n i n di vi d u al-l e v el f o r a gi n g i nt e n sit y, a s i n di vi d u al L.  m elli v e ntri s

i n o c ul at e d f o r a g e r s  p e rf o r m e d a  mi n o rit y of t h e f o r a gi n g t ri p s

f o r t h e c ol o n y o n t h e 2 n d  d a y of  b e h a vi o r al t r a c ki n g ( Fi g. 6 D a n d

S u p pl e m e nt a r y  T a bl e 5 ). Li k e wi s e, L. m elli v e ntri s c ol o ni e s  di s pl a y e d

a  d e g r e e of s k e w i n f o r a gi n g i nt e n sit y  b et w e e n i n di vi d u al f o r a g e r s

(T a bl e 2 ), a n d L. m elli v e ntri s b e e s r e p r e s e nt e d a l o w e r  p r o p o rti o n

of elit e f o r a g e r s t h a n  mi c r o bi ot a- d e pl et e d  b e e s o n t h e 2 n d  d a y of

b e h a vi o r al t r a c ki n g ( Fi g. 6 E a n d S u p pl e m e nt a r y  T a bl e 5 ).

O v e r all, t h e s e r e s ult s i n di c at e t h at i n o c ul ati o n  wit h i n di vi d u al

g ut  mi c r o b e s i s s uffi ci e nt t o c a u s e i n c r e a s e s o r  d e c r e a s e s i n

f o r a gi n g i nt e n sit y  b et w e e n  w o r k e r  b e e s at  b ot h t h e g r o u p- a n d

i n di vi d u al- l e v el.

Di s c u s si o n

H e r e,  w e s h o w t h at t h e g ut  mi c r o bi ot a c o r r el at e s  wit h, a n d  pl a y s

a n i m p o rt a nt r ol e i n,  m o d ul ati n g f o r a gi n g  b e h a vi o r i n t h e  h o n e y

b e e. S p e cifi c all y, o u r r e s ult s i n di c at e t h at  diff e r e n c e s i n  h o n e y

b e e g ut  mi c r o bi al c o m m u niti e s i nf l u e n c e  h o n e y  b e e  di vi si o n of

l a b o r  b y aff e cti n g f o r a gi n g i nt e n sit y,  b ut  n ot r at e of  b e h a vi o r al

m at u r ati o n.  T hi s c o n cl u si o n i s s u p p o rt e d  b y  b ot h  mi c r o b e a b u n-

d a n c e a n d  b e h a vi o r al r e s ult s: B. a st er oi d e s w a s  hi g h e r i n r el ati v e

a b u n d a n c e i n f o r a g e r s c o m p a r e d  wit h  n u r s e s, a n d i n o c ul ati o n

wit h t hi s s p e ci e s c a u s e d  b e e s t o  h a v e i n c r e a s e d f o r a gi n g i nt e n sit y

c o m p a r e d  wit h  mi c r o bi ot a- d e pl et e d c o nt r ol s. Si mil a rl y, B.  m elli s

a n d L.  m elli v e ntri s w e r e l o w e r i n a b u n d a n c e i n f o r a g e r s c o m-

p a r e d  wit h  n u r s e s, a n d i n o c ul ati o n  wit h eit h e r of t h e s e s p e ci e s

c a u s e d  b e e s t o  h a v e  d e c r e a s e d f o r a gi n g i nt e n sit y c o m p a r e d  wit h

mi c r o bi ot a- d e pl et e d c o nt r ol s.

F r o m a t e c h ni c al  p e r s p e cti v e, t h e o b s e r v ati o n t h at si n gl e-

mi c r o b e i n o c ul ati o n s c a n c a u s e eit h e r a n i n c r e a s e o r a  d e c r e a s e
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T a bl e 2. Gi ni c o effi ci e nt s f o r e a c h e x p e ri m e nt al c ol o n y  d e pi ct e d i n Fi g s 4 – 6 .

T e st  mi c r o b e C ol o n y r e pli c at e O v e r all c ol o n y

Gi ni c o effi ci e nt

D a y  1  Gi ni

c o eff i ci e nt

D a y  2  Gi ni

c o eff i ci e nt

D a y  3  Gi ni

c o eff i ci e nt

B. a st er oi d e s 1 0. 3 7 6 0. 0 5 6 0. 1 1 6 0. 4 2 5

B. a st er oi d e s 2 0. 3 6 2 0. 3 5 2 0. 3 2 0. 2 7 8

B. a st er oi d e s 3 0. 4 1 5 0. 1 3 3 0. 4 4 5 0. 3 6 8

B. a st er oi d e s 4 0. 3 0 5 0. 1 9 9 0. 3 0 3 0. 2 4 2

B.  m elli s 1 0. 3 3 9 0. 1 3 0. 3 2 0. 3 0 4

B.  m elli s 2 0. 4 5 9 0. 3 0 4 0. 4 5 3 0. 3 5 5

B.  m elli s 3 0. 3 1 N A N A 0. 3 1

B.  m elli s 4 0. 3 0 2 0. 1 2 6 0. 2 3 0. 3 6 3

L.  m elli v e ntri s 1 0. 3 9 8 0. 1 8 6 0. 2 7 1 0. 3 6 5

L.  m elli v e ntri s 2 0. 2 8 3 N A N A 0. 2 8 1

L.  m elli v e ntri s 3 0. 4 1 9 0. 1 6 7 0. 3 8 6 0. 4 1 5

L.  m elli v e ntri s 4 0. 3 9 1 0. 1 7 4 0. 4 5 3 0. 2 6 7

Gi ni c o effi ci e nt s, r e p r e s e nti n g t h e  d e g r e e  of s k e w i n f o r a gi n g i nt e n sit y  b et w e e n i n di vi d u al f o r a gi n g  b e e s,  w h e r e 0 r e p r e s e nt s c o m pl et e e q u alit y i n f o r a gi n g
i nt e n sit y  b et w e e n i n di vi d u al s a n d 1 r e p r e s e nt s c o m pl et e i n e q u alit y i n f o r a gi n g i nt e n sit y  b et w e e n i n di vi d u al s,  m e a s u r e d f o r e a c h e x p e ri m e nt al c ol o n y a c r o s s
all  d a y s ( “ O v e r all  C ol o n y  Gi ni  C o effi ci e nt ”), a n d f o r e a c h e x p e ri m e nt al c ol o n y  o n e a c h i n di vi d u al  d a y ( “ D a y  X  Gi ni  C o effi ci e nt ”).  N A s r e p r e s e nt  d a y s wit h  b a d
w e at h e r i n  w hi c h f o r a gi n g  di d  n ot  o c c u r.

i n f o r a gi n g i nt e n sit y i n di c at e s t h at it i s  u nli k el y t h at t h e r e s ult s

r e p o rt e d  h e r e a r e  b e c a u s e of a n a rtif a ct of t h e  mi c r o bi ol o gi c al o r

b e h a vi o r al  m et h o d s  w e  u s e d. I n a d diti o n, t h e c o n g r u e n c e of o u r

mi c r o b e a b u n d a n c e ( Fi g s 1, 2 a n d T a bl e 1 ) a n d  b e h a vi o r al r e s ult s

(Fi g s 4 – 6 ) i n di c at e t h at si n gl e- mi c r o b e i n o c ul ati o n s, alt h o u g h t h e y

d o n ot r e p r e s e nt  n at u r al g ut  mi c r o bi al c o m m u nit y v a ri ati o n s,

p r o vi d e a  u s ef ul  m et h o d f o r  d et e r mi ni n g  h o w i n di vi d u al g ut

mi c r o b e s i nf l u e n c e  h o st  p h e n ot y p e s.

O v e r all, o u r  b e h a vi o r al r e s ult s s h o w t h e st r o n g e st eff e ct s o n

t h e 1 st a n d 2 n d  d a y s of  b e h a vi o r al t r a c ki n g, i n di c ati n g t h at t h e

m o st r o b u st eff e ct s of g ut  mi c r o bi ot a o n  b e h a vi o r o c c u r  wit hi n

t h e 1 st f e w  d a y s aft e r t h e i n o c ul ati o n  p e ri o d.  W e s u s p e ct t h at

t hi s i s  b e c a u s e of c h a n gi n g s o ci al  d y n a mi c s i n t h e e x p e ri m e nt al

h o n e y  b e e c ol o ni e s o v e r t h e 6- d a y  b e h a vi o r al t r a c ki n g  p e ri o d.

Alt h o u g h e x p e ri m e nt al  b e e s f r o m t h e  diff e r e nt i n o c ul ati o n t r e at-

m e nt g r o u p s  h a d  b ot h e st a bli s h e d a n d  diff e r e nt g ut  mi c r o bi al

c o m m u niti e s  w h e n t h e e x p e ri m e nt al c ol o ni e s  w e r e  m a d e ( S u p-

pl e m e nt a r y Fi g. 2 A – C ), it i s li k el y t h at c h a n g e s i n t h ei r g ut  mi c r o-

bi al c o m m u nit y c o m p o siti o n o c c u r r e d aft e r c ol o n y f o r m ati o n.

W e  b eli e v e t hi s o c c u r r e d  b e c a u s e of “ h o m o g e ni z ati o n”  b et w e e n

i n di vi d u al s t h r o u g h t r o p h all a xi s, t h e s h a ri n g of g ut f l ui d s t h at

c o nt ai n  n ut riti v e a n d si g n ali n g  m ol e c ul e s, a n d/ o r c ol o ni z ati o n

b y  mi c r o b e s a c q ui r e d f r o m t h e c ol o n y e n vi r o n m e nt o r  n o n e x-

p e ri m e nt al  b e e s.  T h e r ef o r e, o n l at e r e x p e ri m e nt al  d a y s, i n o c-

ul ati o n t r e at m e nt g r o u p s  m a y  h a v e  n o l o n g e r  diff e r e d i n g ut

mi c r o bi al c o m m u nit y c o m p o siti o n, t h u s  w e a k e ni n g t h e eff e ct s

of i n o c ul ati o n t r e at m e nt o n  b e h a vi o r.  C h a n g e s i n c ol o n y  d y n a m-

i c s, s u c h a s t h e  p o ol of a v ail a bl e f o r a g e r s,  m a y al s o a c c o u nt

f o r  w e a k  b e h a vi o r al eff e ct s o b s e r v e d l at e r i n t h e e x p e ri m e nt.

F o r a gi n g i s a n e n e r g eti c all y c o stl y t a s k a n d i s a s s o ci at e d  wit h

hi g h  m o rt alit y c o m p a r e d  wit h i n- hi v e  b e h a vi o r s [ 9 2- 9 4 ]. I n d e e d,

a c r o s s all t y p e s of e x p e ri m e nt al c ol o ni e s i n o u r st u di e s, f o r a g e r s

t h at  b e g a n f o r a gi n g e a rl y  d u ri n g t h e  b e h a vi o r al t r a c ki n g  p e ri o d

h a d a n e a rli e r l a st  d a y of f o r a gi n g ( w hi c h li k el y c o r r e s p o n d s

wit h  d a y of  d e at h [ 3 6 , 5 8 ]; S u p pl e m e nt a r y Fi g. 2 D – F ).  T hi s i n di-

c at e s t h at o u r e x p e ri m e nt al c ol o ni e s  h a d a t y pi c al  hi g h f o r a g e r

t u r n o v e r.

W e o b s e r v e d  diff e r e n c e s i n f o r a g e r t u r n o v e r  b et w e e n i n o c ul a-

ti o n t r e at m e nt g r o u p s i n s o m e of o u r e x p e ri m e nt al c ol o ni e s. I n t h e

c a s e of B.  m elli s e x p e ri m e nt al c ol o ni e s, o nl y  mi c r o bi ot a- d e pl et e d

f o r a g e r s t h at  b e g a n f o r a gi n g o n t h e 1 st  d a y  h a d a si g nifi c a ntl y e a r-

li e r l a st  d a y of f o r a gi n g c o m p a r e d  wit h l at e r f o r a g e r s (S u p pl e m e n-

t a r y Fi g. 2 E ). I n a d diti o n,  mi c r o bi ot a- d e pl et e d elit e f o r a g e r s  h a d

a si g nifi c a ntl y e a rli e r 1 st  d a y of f o r a gi n g c o m p a r e d  wit h B.  m elli s

i n o c ul at e d elit e f o r a g e r s (S u p pl e m e nt a r y Fi g. 2 G ).  T h e s e r e s ult s

i n di c at e t h at i n B.  m elli s e x p e ri m e nt al c ol o ni e s, f o r a g e r t u r n o v e r

w a s a s s o ci at e d  wit h t r e at m e nt s u c h t h at  mi c r o bi ot a- d e pl et e d

f o r a g e r s  h a d t h ei r f o r a gi n g c a r e e r at y o u n g e r a g e s c o m p a r e d

wit h B.  m elli s i n o c ul at e d f o r a g e r s.  A si mil a r  b ut  n o n si g nifi c a nt

t r e n d i n elit e f o r a g e r o n s et  w a s al s o o b s e r v e d i n L.  m elli v e ntri s

c ol o ni e s ( S u p pl e m e nt a r y Fi g. 2 G ).  W e s u g g e st t h at t hi s li k el y

a c c o u nt s f o r t h e ( n o n si g nifi c a nt) s wit c h i n g r o u p-l e v el a n d elit e

f o r a gi n g i nt e n sit y s e e n o n t h e l at e r e x p e ri m e nt al  d a y s i n B.  m elli s

(Fi g. 5 B a n d E ) a n d L. m elli v e ntri s (Fi g. 6 B a n d E ),  b ut  n ot B . a st er oi d e s

(Fi g. 4 ) e x p e ri m e nt al c ol o ni e s.

P r e vi o u s st u di e s r e p o rt e d c o r r el ati o n al  diff e r e n c e s i n g ut

mi c r o bi al c o m m u nit y a s s o ci at e d  wit h  h o n e y  b e e  b e h a vi o r al

t a s k [ 2 3- 2 5 ] a n d  b e h a vi o r al  m at u r ati o n [4 1 ].  T h e s e st u di e s al s o

r e p o rt e d a s s o ci ati o n s of Bifi d o b a ct eri u m , B.  m elli s , a n d L.  m elli v e ntri s

wit h  b e h a vi o r al t a s k [ 2 3 , 2 5 ] a n d o nt o g e n y [2 4 ], s u p p o rti n g a li n k

b et w e e n t h e s e  mi c r o b e s a n d  di vi si o n of l a b o r i n  h o n e y  b e e s.

H e r e  w e f o u n d t h at B.  m elli s a n d L.  m elli v e ntri s w e r e  hi g h e r i n

a b u n d a n c e i n  n u r s e s c o m p a r e d  wit h f o r a g e r s,  m at c hi n g r e s ult s

f r o m  p r e vi o u s st u di e s [ 2 3 , 2 5 ].  H o w e v e r, alt h o u g h  w e f o u n d t h at

B . a st er oi d e s w a s  hi g h e r i n r el ati v e a b u n d a n c e i n t y pi c al- a g e

f o r a g e r s r el ati v e t o o v e r- a g e  n u r s e s, r e s ult s i n  p r e vi o u s st u di e s

[2 3 , 2 5 ] f o u n d t h at Bif i d o b a ct eri u m w a s  hi g h e r i n r el ati v e [ 2 5 ] a n d

a b s ol ut e a b u n d a n c e [ 2 3 ] i n  n u r s e s c o m p a r e d  wit h f o r a g e r s.  T hi s

diff e r e n c e  m a y  b e  b e c a u s e of t h e  diff e r e n c e i n t a x o n o mi c l e v el

u s e d i n a n al y si s  b et w e e n t h e s e st u di e s a n d o u r s, a s  w e f o u n d t h at

ot h e r Bifi d o b a ct eri u m s p e ci e s  w e r e  hi g h e r i n a b u n d a n c e i n  n u r s e s

c o m p a r e d  wit h f o r a g e r s (t r e n d i n Fi g s 1 C – D a n d 2 D , si g nifi c a nt

i n Fi g. 2 F ). I n a d diti o n, t h e s e st u di e s f o u n d a n i n c r e a s e i n S. al vi

wit h a g e [ 2 4 ], a n d a  hi g h e r a b u n d a n c e of Gilli a m ell a a n d Kl e b si ell a

a s s o ci at e d wit h  n u r s e s [ 2 3 ],  w hi c h  m at c h o u r a b u n d a n c e r e s ult s

(T a bl e 1 ).  H e r e,  w e  p r o vi d e e vi d e n c e t h at at l e a st s o m e of t h e s e

g ut mi c r o b e s  pl a y a c a u s al r ol e i n  d efi ni n g  b e h a vi o r al  diff e r e n c e s

b et w e e n  h o n e y  b e e s.  T h e r ef o r e, t h e c o n g r u e n c e of o u r a b u n d a n c e

r e s ult s  wit h ot h e r st u di e s i n di c at e t h at o u r  b e h a vi o r al r e s ult s a r e

li k el y g e n e r ali z a bl e a c r o s s  p o p ul ati o n s of  h o n e y  b e e s.

O u r fi n di n g s a r e c o n si st e nt  wit h a  p r e vi o u sl y  p r o p o s e d  m o d el

i n w hi c h  p o siti v e f e e d b a c k i nt e r a cti o n s c a u s e a d a pti v e c h a n g e s

i n  b ot h g ut  mi c r o bi al c o m m u nit y c o m p o siti o n a n d  h o st  b e h a vi o r

[2 5 ].  U n d e r t hi s  m o d el,  w e s p e c ul at e t h at g ut  mi c r o b e s c o ul d

c h a n g e i n a b u n d a n c e  b e c a u s e of ti m e s p e nt f o r a gi n g, li k el y i n

a s s o ci ati o n  wit h e n vi r o n m e nt al e x p o s u r e a n d/ o r c h a n g e s i n  di et

a n d  m et a b oli c  n e e d s.  A c c o r di n g t o t hi s s p e c ul ati o n, t h e c h a n g e

i n g ut  mi c r o bi al c o m m u nit y  w o ul d t h e n i nf l u e n c e  h o st f o r a gi n g
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Fi g u r e  5. B e e s i n o c ul at e d  wit h B.  m elli s d o  n ot  diff e r f r o m  mi c r o bi ot a- d e pl et e d  b e e s i n  b e h a vi o r al  m at u r ati o n ( a g e at o n s et of f o r a gi n g),  b ut  d o  diff e r i n

f o r a gi n g i nt e n sit y. ( A) B.  m elli s i n o c ul at e d  b e e s  di d  n ot  diff e r f r o m  mi c r o bi ot a- d e pl et e d  b e e s i n a g e at o n s et of f o r a gi n g.  C o x  p r o p o rti o n al  h a z a r d s,

z = 1. 5 2 5, P = . 1 2 7. ( B) B.  m elli s i n o c ul at e d f o r a g e r s, a s a g r o u p,  p e rf o r m e d a si mil a r  p r o p o rti o n of f o r a gi n g t ri p s f o r t h e c ol o n y a s  mi c r o bi ot a- d e pl et e d

b e e s all  d a y s of  b e h a vi o r al t r a c ki n g,  wit h a  m a r gi n al eff e ct of  p e rf o r mi n g a  mi n o rit y of f o r a gi n g t ri p s f o r t h e c ol o n y o n t h e 2 n d  d a y of  b e h a vi o r al

t r a c ki n g. Li n e a r  mi x e d eff e ct s  m o d el, t r e at m e nt: F 1, 2 9. 0 9 1 = 0. 0 4, P = . 8 5 1,  d a y: F 5, 2 9. 7 1 9 = 0, P = 1, t r e at m e nt ∗ d a y: F 5, 2 9. 0 9 1 = 2. 0, P = . 1 1 1. S e e

S u p pl e m e nt a r y  T a bl e 5 f o r  p ai r wi s e c o m p a ri s o n s. ( C) B .  m elli s i n o c ul at e d  b e e s r e p r e s e nt e d a si mil a r  n u m b e r of f o r a g e r s a s  mi c r o bi ot a- d e pl et e d  b e e s o n

all  d a y s of  b e h a vi o r al t r a c ki n g. Li n e a r  mi x e d eff e ct s  m o d el, t r e at m e nt: F 1, 3 3 = 3. 2, P = . 0 8 4,  d a y: F 5, 3 3 = 1 4. 9, P < . 0 0 1, t r e at m e nt∗ d a y: F 5, 3 3 = 0. 8, P = . 5 8 2.

S e e S u p pl e m e nt a r y  T a bl e 5 f o r  p ai r wi s e c o m p a ri s o n s. ( D) I n di vi d u al B .  m elli s i n o c ul at e d f o r a g e r s  p e rf o r m e d a  mi n o rit y of f o r a gi n g t ri p s f o r t h e c ol o n y

o n t h e 1 st a n d 2 n d  d a y s of  b e h a vi o r al t r a c ki n g.  G e n e r ali z e d li n e a r  mi x e d eff e ct s  m o d el  wit h l o g- n o r m al  di st ri b uti o n, t r e at m e nt: χ 2 = 3. 6 2 6, P = . 0 5 7,

d a y: χ 2 = 2 5 5. 4 9 7, P < . 0 0 1, t r e at m e nt∗ d a y: χ 2 = 6. 5 5 2, P = . 2 5 6, s e e S u p pl e m e nt a r y  T a bl e 5 f o r  p ai r wi s e c o m p a ri s o n s.  N o st ati sti c al o utli e r s  w e r e

d et e ct e d i n t h e s e  d at a. ( E) B.  m elli s i n o c ul at e d  b e e s r e p r e s e nt e d a l o w e r  p r o p o rti o n of elit e f o r a g e r s t h a n  mi c r o bi ot a- d e pl et e d  b e e s o n t h e 2 n d  d a y of

b e h a vi o r al t r a c ki n g. Li n e a r  mi x e d eff e ct s  m o d el, t r e at m e nt: F 1, 2 9. 0 9 1 = 1. 9, P = . 1 7 9,  d a y: F 5, 2 9. 7 1 9 = 0, P = 1, t r e at m e nt ∗ d a y: F 5, 2 9. 0 9 1 = 2. 2, P = . 0 8 3. S e e

S u p pl e m e nt a r y  T a bl e 5 f o r  p ai r wi s e c o m p a ri s o n s. ( A)  D e pi ct e d a s s u r vi v al  pl ot.  All ot h e r  d at a  d e pi ct e d a s  b o x  pl ot s  wit h  d at a  p oi nt s  pl ott e d, t hi c k

h o ri z o n al li n e r e p r e s e nt s  m e di a n, x r e p r e s e nt s  m e a n,  w hi s k e r s r e p r e s e nt t h e  mi ni m u m a n d  m a xi m u m v al u e s, N = 4 c ol o ni e s.  A st e ri s k s  u s e d t o  d e n ot e

c o m p a ri s o n s  b et w e e n t r e at m e nt g r o u p s o n e a c h  d a y o nl y: ∗ , P ≤ . 0 5, ∗ ∗ , P ≤ . 0 0 1.

b e h a vi o r.  H e r e, o u r  d at a i n di c at e t h at a s  b e e s f o r a g e, t h ei r g ut

mi c r o bi al c o m m u niti e s  u n d e r g o i n c r e a s e s i n B. a st er oi d e s wit h

si m ult a n e o u s  d e c r e a s e s i n B.  m elli s a n d L.  m elli v e ntri s . Li k e wi s e,

i n o c ul ati o n  wit h B. a st er oi d e s , B.  m elli s , a n d L.  m elli v e ntri s i n di vi d-

u all y c a u s e a n i n c r e a s e,  d e c r e a s e, a n d  d e c r e a s e i n f o r a gi n g i nt e n-

sit y, r e s p e cti v el y.  T h e r ef o r e,  w e s u g g e st t h at c h a n g e s i n i n di vi d u al

g ut  mi c r o b e a b u n d a n c e a ct s y n e r gi sti c all y, a n d i n r e s p o n s e t o

h o st  b e h a vi o r, t o i n c r e a s e f o r a gi n g i nt e n sit y.  Alt h o u g h  b e y o n d

t h e s c o p e of t hi s st u d y,  w e al s o s p e c ul at e t h at s el e cti o n  m a y

h a v e a ct e d o n s u c h  p o siti v e f e e d b a c k  h o st – mi c r o b e i nt e r a cti o n s

t o s e r v e a s a  m e c h a ni s m t o  m ai nt ai n  b e h a vi o r al  pl a sti cit y  wit hi n

a n d  b et w e e n i n di vi d u al s of t h e c ol o n y, l e a di n g t o t h e f l e xi bilit y of

h o n e y  b e e  w o r k e r  di vi si o n of l a b o r. Li k e wi s e, t h e s e eff e ct s  m a y

s c al e t o t h e c ol o n y-l e v el s u c h t h at v a ri ati o n i n g ut  mi c r o bi al

c o m m u nit y c o m p o siti o n  b et w e e n c ol o ni e s  m a y l e a d t o v a ri ati o n s

i n c ol o n y-l e v el f o r a gi n g i nt e n sit y,  w hi c h  m a y  b e s el e ct e d f o r  u n d e r

diff e r e nt f o r a g e e n vi r o n m e nt s.  M o d eli n g i nt e r a cti o n s i n t hi s  w a y

c a n  p r o vi d e t h e  b a si s f o r f ut u r e st u di e s t h at  p r o b e t h e  n e u r al,

m et a b oli c, a n d e v ol uti o n a r y  m e c h a ni s m s  b y  w hi c h g ut  mi c r o b e s

aff e ct  h o st  b e h a vi o r.

P r e vi o u s st u di e s  h a v e s h o w n t h at g ut  mi c r o b e s  m a y i nf l u e n c e

h o st  b e h a vi o r t h r o u g h a v a ri et y of  m e c h a ni s m s, i n cl u di n g  p r o d u c-

ti o n of  m et a b olit e s t h at c a u s e c h a n g e s i n  h o st  b r ai n g e n e e x p r e s-

si o n o r  h o st  p r o d u cti o n of  n e u r ot r a n s mitt e r s a n d  h o r m o n e s [ 4 ].

W it hi n  h o n e y  b e e s, Bifi d o b a ct eri u m , B o m bil a ct o b a cill u s Fi r m- 4 a n d

L a ct o b a cill u s Fi r m- 5 a r e t h e  m aj o r f e r m e nt e r s of  p oll e n- d e ri v e d

c o m p o u n d s a n d  h a v e l a r g e eff e ct s o n t h e a b u n d a n c e of  m et a b o-

lit e s i n t h e  hi n d g ut [3 8 ]. I n a d diti o n, B . a st er oi d e s i n o c ul ati o n

h a s  b e e n a s s o ci at e d  wit h a n i n c r e a s e d  p r o d u cti o n of 2 j u v e-

nil e  h o r m o n e  d e ri v ati v e s [ 3 8 ].  C h a n g e s i n g e n e e x p r e s si o n a n d

t h e p r o d u cti o n of  n e u r ot r a n s mitt e r s a n d  h o r m o n e s, i n cl u di n g

j u v e nil e  h o r m o n e, a r e a s s o ci at e d  wit h t h e r e g ul ati o n of  h o n e y

b e e  di vi si o n of l a b o r [ 3 4 , 3 6 , 5 8 , 7 7- 8 0 , 8 3 , 9 0 ], a n d t h e r ef o r e it

i s p o s si bl e t h at g ut  mi c r o b e s i nf l u e n c e  h o n e y  b e e  di vi si o n of
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Fi g u r e  6. B e e s i n o c ul at e d  wit h L.  m elli v e ntri s d o  n ot  diff e r f r o m  mi c r o bi ot a- d e pl et e d  b e e s i n  b e h a vi o r al  m at u r ati o n ( a g e at o n s et of f o r a gi n g),  b ut  d o

diff e r i n f o r a gi n g i nt e n sit y. ( A) L.  m elli v e ntri s i n o c ul at e d  b e e s  di d  n ot  diff e r f r o m  mi c r o bi ot a- d e pl et e d  b e e s i n a g e at o n s et of f o r a gi n g.  C o x  p r o p o rti o n al

h a z a r d s, z = − 0. 4 3 5, P = . 6 6 4. ( B) L.  m elli v e ntri s i n o c ul at e d f o r a g e r s, a s a g r o u p,  p e rf o r m e d t h e  mi n o rit y of f o r a gi n g t ri p s f o r t h e c ol o n y o n t h e 1 st a n d 2 n d

d a y s of  b e h a vi o r al t r a c ki n g. Li n e a r  mi x e d eff e ct s  m o d el, t r e at m e nt: F 1, 3 1. 0 2 1 = 0. 4, P = . 5 5 8,  d a y: F 5, 3 1. 4 4 3 = 0, P = 1, t r e at m e nt ∗ d a y: F 5, 3 1. 0 2 1 = 4. 2, P = . 0 0 5.

S e e S u p pl e m e nt a r y  T a bl e 5 f o r  p ai r wi s e c o m p a ri s o n s. ( C) L. m elli v e ntri s i n o c ul at e d  b e e s r e p r e s e nt e d a si mil a r  n u m b e r of f o r a g e r s a s

mi c r o bi ot a- d e pl et e d  b e e s o n all  d a y s of  b e h a vi o r al t r a c ki n g. Li n e a r  mi x e d eff e ct s  m o d el, t r e at m e nt: F 1, 3 3 = 0. 0 8, P = . 7 8 1,  d a y: F 5, 3 3 = 1 8. 9, P < . 0 0 1,

t r e at m e nt ∗ d a y: F 5, 3 3 = 0. 1, P = . 9 8 4. S e e S u p pl e m e nt a r y  T a bl e 5 f o r  p ai r wi s e c o m p a ri s o n s. ( D) I n di vi d u al L. m elli v e ntri s i n o c ul at e d f o r a g e r s  p e rf o r m e d a

mi n o rit y of f o r a gi n g t ri p s f o r t h e c ol o n y t h e 2 n d  d a y of  b e h a vi o r al t r a c ki n g.  G e n e r ali z e d li n e a r  mi x e d eff e ct s  m o d el  wit h l o g- n o r m al  di st ri b uti o n,

t r e at m e nt: χ 2 = 0. 1 4 1, P = . 7 0 7,  d a y: χ 2 = 3 3 4. 8 3 1, P < . 0 0 1, t r e at m e nt∗ d a y: χ 2 = 1 8. 3 3 6, P = . 0 0 3, s e e S u p pl e m e nt a r y  T a bl e 5 f o r  p ai r wi s e c o m p a ri s o n s.  N o

st ati sti c al o utli e r s  w e r e  d et e ct e d i n t h e s e  d at a. ( E) L.  m elli v e ntri s i n o c ul at e d  b e e s r e p r e s e nt e d a l o w e r  p r o p o rti o n of elit e f o r a g e r s t h a n

mi c r o bi ot a- d e pl et e d  b e e s o n t h e 1 st a n d 2 n d  d a y s of  b e h a vi o r al t r a c ki n g. Li n e a r  mi x e d eff e ct s  m o d el, t r e at m e nt: F 1, 3 1. 0 2 1 = 0. 0 0 0 6, P = . 9 8 1,  d a y:

F 5, 3 1. 4 4 3 = 0, P = 1, t r e at m e nt ∗ d a y: F 5, 3 1. 0 2 1 = 4. 0, P = . 0 0 7. S e e S u p pl e m e nt a r y  T a bl e 5 f o r  p ai r wi s e c o m p a ri s o n s. ( A)  D e pi ct e d a s s u r vi v al  pl ot.  All ot h e r

d at a d e pi ct e d a s  b o x  pl ot s  wit h  d at a  p oi nt s  pl ott e d, t hi c k  h o ri z o n al li n e r e p r e s e nt s  m e di a n, x r e p r e s e nt s  m e a n,  w hi s k e r s r e p r e s e nt t h e  mi ni m u m a n d

m a xi m u m v al u e s, N = 4 c ol o ni e s.  A st e ri s k s  u s e d t o  d e n ot e c o m p a ri s o n s  b et w e e n t r e at m e nt g r o u p s o n e a c h  d a y o nl y: ∗ , P ≤ . 0 5, ∗ ∗ , P ≤ . 0 0 1.

l a b o r t h r o u g h t h e s e  p at h w a y s. Li k e wi s e,  p r e vi o u s st u di e s i n di c at e

t h at s o m e  h o st f a ct o r s a s s o ci at e d  wit h  h o n e y  b e e  di vi si o n of

l a b o r, s u c h a s s o ci al i nt e r a cti o n s a n d  di et,  m a y al s o  m o d ul at e

g ut  mi c r o bi al c o m m u nit y c o m p o siti o n, i n cl u di n g t h e a b u n d a n c e

of t h e s e 3  mi c r o b e s [ 2 3 , 3 9 , 9 5 , 9 6 ]. F ut u r e r e s e a r c h  will  w o r k

t o i d e ntif y s p e cifi c  m e c h a ni s m s  b y  w hi c h  h o n e y  b e e s a n d t h ei r

g ut  mi c r o bi o m e s i nt e r a ct t o i nf l u e n c e  w o r k e r  b e h a vi o r.  O v e r all,

st u di e s  u si n g t h e  h o n e y  b e e a s a  m o d el  h a v e t h e  p ot e nti al t o

f u rt h e r el u ci d at e  m e c h a ni s m s  b y  w hi c h g ut  mi c r o b e s i nf l u e n c e

h o st  b e h a vi o r, a n d a c hi e v e a  m o r e c o m p r e h e n si v e  u n d e r st a n di n g

of i nt e r ki n g d o m i nt e r a cti o n s.

T o g et h e r, o u r r e s ult s s u g g e st t h at i n  n at u r all y o c c u r ri n g

b e e p o p ul ati o n s, i n c r e a s e s i n B. a st er oi d e s wit h si m ult a n e o u s

d e c r e a s e s i n B.  m elli s a n d L.  m elli v e ntri s m a y a ct s y n e r gi sti c all y

t o i n c r e a s e t h e i nt e n sit y of f o r a gi n g  b e h a vi o r i n i n di vi d u al

b e e s.  H o n e y  b e e s,  wit h a c o m pl e x e u s o ci al lif e  hi st o r y, li v e i n

l a r g e  p e r e n ni al c ol o ni e s a n d t h e r ef o r e c oll e ct l a r g e a m o u nt s of

n e ct a r a n d  p oll e n t o e n s u r e c ol o n y s u r vi v al  d u ri n g  p e ri o d s  w h e n

f l o r al r e s o u r c e s a r e  n ot a v ail a bl e.  T h u s, t h e i nf l u e n c e of t h e s e

3  mi c r o b e s o n  h o n e y  b e e f o r a gi n g i nt e n sit y i n di c at e s t h at  h o st –

mi c r o b e i nt e r a cti o n s li k el y  h el p s u st ai n t h e  p e r e n ni al lif e st yl e of

t hi s e u s o ci al i n s e ct. F ut u r e st u di e s  m a y a d d r e s s t h e i nt e r a cti o n

b et w e e n t h e s e 3  mi c r o b e s, ot h e r  m e m b e r s of t h e  h o n e y  b e e

mi c r o bi al c o m m u nit y, a n d  b et w e e n t h e g ut  mi c r o b e s a n d t h e
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