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BINGOL LI BAL ARILARINDA KRONIK ARI FELCI VIRUSU VE
DEFORME KANAT VIRUSUNUN ARASTIRILMASI VE TESPIT
EDILEN IZOLATLARIN MOLEKULER
KARAKTERIZASYONLARI

OZET

Bu calismada, Bingol ili bal arilarindaki Deforme Kanat Viriisii (DWV) ve Kronik Ar
Fel¢ Viriisti (CBPV) infeksiyonlar1 ve yayginliklari her viriise 6zgii primerler kullanilarak
RT-PCR metodu ile test edilmistir. Survey ¢alismalarinda, 128 farkli ariliktan rastgele
toplanan 384 canli is¢i ar1 6rnegi laboratuvara getirilmistir.

Aragtirmasi yapilan virislerden DWV viriisii 128 ariliktan 28'inde %21,87 infeksiyon
oraniyla belirlenirken CBPV viriisii ise tespit edilememistir. Tespit edilen DWV viriisleri
arasindan rastgele secilen bir izolatin kismi kilif protein gen bolgesi molekiiler olarak
PGEM T-Easy vektoriine klonlanmis ve niikleotit dizi sirasi ortaya ¢ikarilmistir.

DWV viriisii i¢in 702 niikleotit igeren niikleotit dizi, MZ357973 erisim numarasi ile gen
bankasina (NCBI) kaydedilmistir. DWV genoma ait dizinin filogenetik iligkisi gen
bankasinda yer alan diinya ¢apindaki diger ayni izolatlar kullanilarak karsilastirilmistir.
DWV- Bingdl izolatt (MZ357973) %98,45 oraninda en yiiksek niikleotit benzerligi ile
Tiirkiye izolatina (MW962982) ve en diisiik %77,22 oranda ise italya izolat1 (MT747987)
ile benzerlik gosterdigi saptanmistir. Bu ¢alismada tespiti yapilan DWV viriisiiniin varligi
Bingol ili agisindan ilk rapor niteligindedir.

Anahtar Kelimeler: Balarisi, Bing6l, DWV, CBPV, karakterizasyon, Tiirkiye.
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INVESTIGATION OF CHRONIC BEE PARALYSIS VIRUS AND
DEFORMED WING VIRUS IN HONEY BEES IN BINGOL
PROVINCE AND THE MOLECULAR CHARACTERIZATIONS OF
THE ISOLATES DETECTED

ABSTRACT

In this study, Deformed Wing Virus (DWV) and Chronic Bee Paralysis Virus (CBPV)
infections and prevalences in honey bees in Bing6l province were tested by RT-PCR
method using primers specific to each virus. In survey studies, 384 live worker bee
samples collected randomly from 128 different apiaries were brought to the laboratory.

Among the viruses studied, DWV virus was detected in 28 of 128 apiaries with an
infection rate of 21.87%, while CBPV virus could not be detected. Among the detected
DWV viruses, the partial coat protein gene region of a randomly selected isolate was
molecularly cloned into the pGEM T-Easy vector and the nucleotide sequence sequence
was revealed.

The nucleotide sequence containing 702 nucleotides for DWV was registered in the gene
bank (NCBI) with the accession number MZ357973. The phylogenetic relationship of the
sequence of the DWV genome was compared using other worldwide identical isolates in
the gene bank. It was determined that DWV-Bingol isolate (MZ357973) showed
similarity to Turkey isolate (MW962982) with the highest nucleotide similarity of
%98.45 and to Italy isolate (MT747987) at the lowest rate of %77.22. The presence of the
DWYV virus detected in this study is the first report for the province of Bingol.

Keywords: Honeybee, Bingél, DWV, CBPV, characterization, Turkey.
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1. GIRIS

Avrupa bal arist (Apis mellifera L.) 1758 yilinda Linnaeus tarafindan kesfedilmistir

(Engel 1999). Avrupa bal arisinin taksonomideki yeri asagidaki gibidir.

Alem : Animalia

Grup . Arthropoda

Alt Grup : Antennata

St : Insecta

Takim : Hymenoptera

Familya : Apidae

Cins . Apis

Tiir . Apis mellifera L. (Avrupa bal arisi)

Bal arilari, hem an iiriinleri a¢isindan ekonomik olarak hem de bitkilerin tozlagsmasini
gerceklestirmesi agisindan ekolojik anlamda son derece faydali boceklerdir. Dolayisiyla
bal arilari, bitkisel biyolojik ¢esitliligi koruyarak ve tozlagma yoluyla siirdiiriilebilir tarim
ve gida giivenligini saglayarak karasal ekosistemlerde hayati rol oynamaktadir. Bitkilerde
meyve ve tohum olusabilmesi i¢in yeterli derecede tozlasmanin saglanmasi
gerekmektedir 6zellikle acik alanlarda en iyi tozlagmay1 saglayan bocekler bal arilaridir
(Akyol ve Camci 1999). Yeni tarim uygulamalari ile artan pestisit kullanimi sonucunda
bir¢ok yabani bocegin yok olmasindan dolayr azalan polinasyon sonucunda ekolojik
dengenin bozulmasina neden olmustur. Yabani bocek yogunlugunun azalmasi ile bal

artlarinin 6nemini daha da artirmistir (Akyol ve Korkmaz, 2005).

Biitiin canlilarda oldugu gibi bal aris1 kolonilerinde de bir¢ok hastalik ve parazit
ekonomik zarara neden olmaktadir. Arilarin biyolojileri, tireme o6zellikleri ve yasam
sekilleri yanlis tarim uygulamalari ve konargoger aricilik sonucunda bu hastalik ve

zararlilarin ariliklarda hizla yayilmasina neden olmaktadir.

Bal aris1 parazitleri ilk zamanlarda {ilkemizde ¢ok fazla zarar yaparak 600 bin civarinda

koloninin sénmesine ve 7000 -7500 ton bal kaybina neden olmustur. Parazitlerin iilkede



goriildiigii yillarda kovanlarin yaklasik %50’sinin ilkel olmasi kolonilerdeki zarar

seviyesinin daha fazla olmasina sebebiyet vermistir (Akyol ve Korkmaz, 2005).

1.2. Balarnis1 Kolonisi, Koloni Bireyleri ve Gorevleri

1.2.1. Ana Arn

Ana ar1 viicut yapisi itibariyle uzun ince olup diger bireylere gore rengi agik ve parlaktir.
Kanatlar kisa olup ugma yetenekleri azdir sadece ¢iftlesme ugusuna c¢ikarlar.
Bacaklarinda polen sepeti yoktur dilleri ¢ok kisa olup igneleri yoktur. Kendi kendini
besleyemez. Beslenmeleri, bakici isci arilar tarafindan larva déneminden hayatlarinin
sonuna kadar ar siitii ile beslenen tek bireylerdir. Ana ar1 hayat1 boyunca yalnizca ogul
vermek ve ¢iftlesmek tlizere kovandan ¢ikar. Temel gorevi neslin devamini siirdiirmek ve
koloni stirekliligi i¢in yumurtlayarak yeni nesiller meydana getirmektir. Kolonideki tiim
bireyler ana arinin yumurtladigi yumurtalardan gelisirler. Ana ar1, 16 giin igerisinde ana
ar1 hiicresi veya anaar1 yiiksiigii i¢inde geliserek ortalama 1 hafta sonra gilinesli bir havada
O0gleden sonra erkek arilarla ile ¢iftlesme ugusu gergeklestirir. Daha sonra kovana
donerek 2-3 giin igerisinde yumurtlar. Ana arilar giinde ortalama 2000-3000 yumurta
birakabilirler. Salgiladiklari feromonlarla kolonideki diizeni saglarlar (Akyol ve Korkmaz,
2005; Powell et al., 2018).

1.2.2. isci An

Isci arilar déllenmis yumurtadan meydana gelirler. Yumurta, larva ve pupadan toplam 24
giin i¢inde ¢ikarlar. Koloninin en kii¢lik bireyi olup kanatlar1 abdomen kismini tamamen
kapatir. Baz1 faktorlere bagli olarak kolonideki sayilar1 farklilik arzetmekte olup ilkbahar
ve yaz mevsimlerinde 60-80 bin arasinda degismektedir. Kis aylarinda ise bu sayi
ortalama 10-15 bin arasindadir. Omiirleri kisadir ilkbahar ve yaz mevsimlerinde g¢ok
yogun calistiklarindan ortalama Omiirleri 45-50 giindiir. Kis mevsiminde bu siire birkag
ayt bulmaktadir. Kis mevsiminde kovanda yalnizca is¢i arilar ve ana ar1 bulunur.
Yumurtaliklar1 koreldigi i¢in yumurtlama yetenekleri yoktur. Daha ¢ok kovan i¢inde ve
disinda gorev alirlar. Koloninin tiim islerini yerine getiren bireylerdir. Ana ariy1 besleme,
nektar toplama, su toplama, propolis toplama, polen toplama, petek 6rme, kovanin

giivenligi, kovan temizligi vb. tiim is ve islemleri is¢i arilar yerine getirir. Yaz doneminde



45-50 giin olan Omiirlerinin ilk 21 giinii kovanin i¢indeki isleri yaparlar. Bu gorevler;
larvalarin beslenmesi, ana arinin beslenmesi, kovanin havalandirilmasi, bekgilik, petek
orme, mum salgilama vb. gorevlerdir. Geng arilar, bal mumu ve ar1 siitii salgilayana kadar
ilk etapta kovandaki is ve islemlerde gorev yaparlar. Sonraki giinlerde ise tarlaci ar1
olarak kovan disinda goérev alip nektar, salgi, polen, su ve propolis toplarlar (Akyol ve
Korkmaz, 2005; Powell et al., 2018).

1.2.3. Erkek An

Kolonideki sayilart mevsime gore degisen ozellikle ogul verme déneminde sayilari artan
bireylerdir. Ana aridan kiiciik isci arilardan daha biiyiik bir yapiya sahipler. Isci arilarin
getirdigi polen ve irettigi bal ile beslenir. Ciftlesme organlar1 disinda diger arilarda
bulunan higbir 6zellige sahip olmadiklarindan kolonideki tek goérevi kralice ariy1
ciftlesme ucgusu sirasinda dollemektir. Ortalama 30 giinlik Omiirleri vardir. 8 giinde
cinsel olgunluga ulasirlar. Erkek ar1 ¢iftlesme sirasinda viicudunun alt tarafi koptugu i¢in
oliir. Kolonideki varligt mevsime gore degiskenlik gosteren o6zellikle ogul verme
doneminde sayilar1 ¢ogalan otalama sayilar1 500-2000 arasinda degisen bireylerdir. Kis
mevsiminde yalnizca disi arilar bulundugundan erkek arilar ya kovan disina atilir ya da
oliirler. Isci arilar, kis mevsiminin bitmesiyle erkek petek hiicrelerini érmeye baslarlar.
Ana ar1 bu hiicrelere erkek arilari olusturacak déllenmemis yumurtalarini birakir. Mayis
aymdan itibaren erkek arilar ¢ikmaya baslar (Akyol ve Korkmaz, 2005; Powell et al.,
2018).



Erkek ar Isci an

Sekil 1.1. Bal aris1 koloni bireyleri

1.3. Tiirkiye ve Diinya Aricilik Verileri

1.3.1. Diinyada aricihk

Aricilik diinya ¢apinda yaygin olarak yapilan tarimsal bir faaliyettir. 2018 yil1 itibar ile
diinya genelinde yaklasik 92 miyon ar1 kolonisinin bulundugu ve bunlardan yaklagik 2
milyon ton bal iiretildigi bildirilmektedir. Diinyada arili kovan sayist bakimindan 2018
verilerine gore 13 milyonun tizerinde koloni ile Hindistan ilk sirada yer alirken, yaklasik
8 milyonun {izerinde koloniye sahip olan Cin ikinci sirada 6 milyon kovan ile iran ve
Tiirkiye tciincii sirada yer almaktadir. Diinyada {iretilen bal miktarina bakildiginda 450
bin tonla Cin birinci sirada, yillik 70 bin ile 100 bin ton arasindaki bal iiretimleriyle

Tiirkiye, Arjantin, iran ve ABD izlemektedir.



Diinyada Ulkelere Gére Kovan Sayisi
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Sekil 1. 2. 2018 Y1l Diinya Aricilik Verileri (Anonim 2021a)

Tiirkiye’de ortalama kovan sayis1 Arjantinin 3 kat1 olmasina ragmen verim bakimindan
ise Arjantinin gerisinde olmasi, lilkemizdeki aricilifin verim bakimindan ciddi sikintilari

oldugu asikardir (Sekil 1.2- Sekil 1.4).
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Sekil 1. 3. 2018 Y1li Ulkeler Bazinda Bal Uretimi (Anonim 2021a)



Tiirkiye’de 2017 yili itibari ile bal iiretimindeki diisiise ragmen kovan sayisinda genel
anlamda bir artis olsa da bu iki grafigin tam bir paralellik géstermemesi ve uyusmazligi

bu yillarda ar1 sagligi ve bakimi ile ilgili lilkemizde sikint1 olabilecegini gostermistir
(Sekil 1.4, Sekil 1.6).

Turkiye Geneli 2010-2020 Yillari Kovan
Sayisi
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Sekil 1. 4. Tiirkiye Geneli 2010-2020 Yillar1 Kovan Sayist
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Sekil 1. 5. 2018 Y1l Ulkeler Bazinda Bal Verimi (Anonim 2021a)



Tablo 1.1. Diinya aricilik 2018 verilerine gore bal iiretim miktarlar1 bakimindan ilk yirmi iilke siralamasi
(Anonim 2021a)

Sira Ulke KovanSayisi Bal Uretimi Bal VVerimi
(adet) (ton) (kg/kovan)
1 HINDISTAN 13.048.275 67.442 5,17
2 CIN 9.048.546 446.900 49,39
3 TURKIYE 7.947.687 114.113 14,36
4 IRAN 6.601.394 77.567 11,75
5 ETIYOPYA 6.018.223 50.000 8,31
6 RUSYA 3.182.399 65.006 20,43
7 ARJANTIN 3.020.370 79.468 26,31
8 TANZANYA 3.019.784 30.584 10,13
9 ISPANYA 2.965.557 36.394 12,27
10 ABD 2.803.000 69.104 24,65
11 MEKSIKA 2.172.107 64.253 29,58
12 KORE 2.165.616 26.720 12,34
13 AFRIKA 1.679.762 16.200 9,64
14 ROMANYA 1.602.453 29.162 18,20
15 POLONYA 1.586.063 23.472 14,80
16 YUNANISTAN 1.556.404 21.400 13,75
17 KENYA 1.533.668 20.525 13,38
18 ANGOLA 1.153.618 23411 20,29
19 BREZILYA 1.017.506 42.346 41,62
20 SIRBISTAN 914.134 11.427 12,50

1.3.2. Tiirkiye Aricilik Verileri

Tiirkiye'nin yilda dort mevsim yasamasi ve ayni anda farkli mevsimlere sahip bolgelerin
olmasi ve zengin floranin varligiyla gezginci aricilik i¢in uygun bir alan sunmasina
ragmen kovan basi ortalama bal miktarinin diinya standartlarinin ¢ok altinda kalmasi
Tiirkiye ariciliginda ar1 sagligi ve bakimda problemlerin oldugu asikardir. Tirkiye’de
2004-2020 yillar1 arasindaki bal iiretimi (Tablo 1.5.) artan ar1 kovani sayisina (Tablo 1.6)

oranla daha fazla dalgalanma gosterip ciddi farkliliklar géstermektedir.
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Sekil 1. 7. 2004-2020 yillart arasi Tiirkiye’de bulunan ar1 kovan sayisinin yillara gore degisimi (Anonim 2021b)

1.3.3. Bingol Aricilik Verileri

Bingo6l ilinin zengin bir floraya sahip olmasi aricilik a¢isindan ciddi bir potansiyeli oldugunu
ortaya koymaktadir. Bing6l ilinin gerek mevcut su kaynaklari, elverisli iklimi, verimli
topraklari ile ve zengin bitki florasiyla aricilik faaliyetleri bakimindan dogal bir alt yapiya
sahiptir. Bu ozellikleri ile aricihiga benzersiz firsatlar sunan Bingdl ili bal tiretiminde (Sekil
1.8.) ciddi miktarda dalgalanmalarin oldugu ve 16 yillik ortalamasinin ise 2020 yillindaki bal

iretimi ile neredeyse ayni dogrultuda oldugu goriilmiistiir.
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Sekil 1. 8. 2004-2020 Bingél'de bal iiretimi (TUIK, 2020)
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Sekil 1. 9. Bingél’de Tlgeler Bazinda 2004-2020 Aricilik Isletme Sayilar1 (TUTK, 2020)

Bingo6l ili aricilik isletmelerinden anlasidigi iizere koloni varligi ¢ok olmasina ragmen
(Sekil 1.10.) bal iiretiminde ve verim bakimindan birgok ilden daha geri siralardadir. Bu
durumun ana sebepleri arasinda bal arilariin birgok hastalik etmenini meydana getiren

elverisli ortamlarin olusmasidir.
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Diinyadaki bal arasi iirlinlerinin ticareti, kitalar ve llkeler arasinda hizli ulasimi ari

hastaliklarinin kisa siirede tiim diinyada yaygin enfeksiyona neden olmustur.

Bal iiretimi ve bal aris1 popiilasyonunda 6nemli bir yere sahip olan iilkemizde, bal
arilarda 6nemli hastaliklara sebep olan ve bal verimini 6nemli Olgiide azaltan ari
patojenleri mevcuttur. Bu patojenlerin varlig ilgili tilkemizde yeterince ¢alisma konusu
olmadig1 ve Bing6l ilindeki ar1 iriinlerinin daha diigiik olmasinin sebepleri arasinda

gosterilebilir.

Bing6l ilinde bal arilarmnin Deforme kanat viriisii (Deformed wing virus; DWV) ve
Kronik ar1 felg viriisii (Chronic bee paralysis virus; CBPV) etmenlerinin neden oldugu
viral hastaliklar ile iligkili su ana kadar herhangi bir ¢alismanin yapilmadig: literatiir
taramasi ile belirlenmistir. Bu g¢ercevede, bu ¢alismada bal aris1 kolonilerinde 6liimciil
enfeksiyona neden olan iki viriis hastaliginin RT-PCR yontemi ile tespit edilmesi ve
infeksiyon oranmin belirlenmesi amaclanmistir. Ilaveten Bingdl iline ait tespit edilen
viral izolatlarin ilgili genom dizileri klonlanarak niikleotit dizilerinin belirlenmesi ve bu

dizilere dayanarak filogenetik yakinliklarinin belirlenmesi amaglanmistir.



2. KAYNAK OZETLERI

Aricilik diinya genelinde yaygin olarak yapilan tarimsal bir faaliyet oldugundan dolay1
bal arilar1 arasinda bu giline kadar c¢ok sayida viriis hastaligi tespit edilmistir. Bu
viriislerden bazilar1 hem ekonomik zarara neden olup hem de bal aris1 kolonilerinde
tahripkar olmaktadirlar. Bu ¢alisma kapsaminda arastirilmasi yapilacak viriislerin diinya

literatiiriine gore isimlendirmeleri ve genel 6zellikleri asagidaki gibidir.

» Deformed wing virus (DWV)
» Chronic bee paralysis virus (CBPV)

2.1. Bal Arnis1 Viriislerinin Taksonomisi

Bal aris1 viriisleri arasinda Apis mellifera filamentous virus (AmFV) ve Apis iridescent
virus virtisleri (AIV) dsDNA genomu sahipken diger tiim bal aris1 virlisleri ssSRNA
genomuna sahip olup Picornavirales takimina ait Iflaviridae ve Dicistroviridae

familyalarina ait tiirlerdir (Mirada et al. 2013).
2.1.1. Dicistroviridae

Dicistroviridae familyasindaki bal aris1 viriislerinde 9-10 kb uzunlugunda birbirinden ayr1
iki agik okuma cergevesi (ORF, opening reading frame) bulunur. IRES (internal ribosome
entry site) olarak gorev yapan bolgenin genomu 3' ucunda kalan bdlgenin translasyonunu
bu noktadan itibaren baglatir (Wilson et al. 2000). Bu familya ait viriislerin kilif proteini
(VP1, VP2, VP3 ve bazi viriis tiirlerinde bulunan VP4) 3' ucu kisimda bulunan ORF
genomu ile kodlanirken yapisal olmayan proteinler ise 5' ucunda bulunan genomu
tarafindan kodlanmaktadir (Gordon and Waterhouse 2006). Dicistroviridae familyasi
ismini RNA genomunun iki farkli ORF'nin bir IRES ile ayrilmasi ile bu familya

tanimlanmustir.
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2.1.2. Iflaviridae

Picornovirales takiminda yer alan sadece Iflavirus genusuna sahip bu familyada
genusunda dokuz viriis tlirii bulunmaktadir. Arastirmamizin konusu olan DWYV, bu
genusun bir iiyesidir (Anonim 2021c). Bu familya kapsamindaki viriisler bir ORF
(opening reading frame) iceren ssRNA(+) ve 8,8-9,7 kb uzunlugunda RNA genomuna
sahiptirler. Genomun 5' ucuna Vpg proteini bagli olurken, 3' ucunda ise poly-A uzantisi
bulunmaktadir. 5' ucunda uzun bir UTR (untranslated region) bulunduran familya iiyeleri
ayn1 zamanda bu UTR bdélgesi icerisinde bir IRES (internal ribosome entry site) sahiptir.
Genomun 3' ucu tarafinda yapisal olmayan genler bulunurken 5' ucunda yapisal olan
genler bulunur. Bu genom sadece bir IRES bolgesi igerdigi i¢in biitiin proteinler tek bir

polipeptit halinde tiretilir (Chen and Siede 2007).

Calisma konusunu olusturan viriislerden DWV viriisii Iflaviridae familyasinin Iflavirus
genusun da yer almaktadir. Ancak CBPV viriisli heniiz taksonomik olarak bir guruba

dahil edilmemistir (Anonim 2021c¢).
2.2. Deforme Kanat Viriis (Deformed Wing Virus; DWV)
2.2.1. Genel Ozellikleri

Deforme kanat viriisii, balarilarinin en Onemli zararlis1 olarak kabul edilen Varroa
destructor paraziti tarafindan istila edilmis bir koloniden ilk kez 1980'lerin basinda
Japonya’da teshis edilmistir (Bailey ve Ball 1991). DWV suana kadar tespiti yapilan bal
arilart viriisleri arasinda diinyada en yaygin bulunan ari viriisiidiir (Roberts et al. 2017;

Cirkovic et al., 2018).

DWYV viriisii yaygin olarak ergin arilarda bulunmasina ragmen yumurta, larva ve pupa
donemlerinde de enfeksiyona neden oldugu tespit edilmistir. Yapilan bazi ¢alismalarda
sonbahar ve yaz aylarinda etmenin koloni kayiplarima yol agtigi ve bu mevsimlerde

goriilme sikliginin artig1 tespit edilmistir (Tentcheva et al., 2004).

DWYV normalde gizli enfeksiyonlara neden olur ancak ektoparazitik Varroa akari
tarafindan bulastirildigindan morfolojik bozukluga neden olarak hatta 6liimiine sebebiyet

verecek yikici etkilere neden olabilir (Genersch et al., 2005).
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2.2.2. DWYV Viriisiiniin Genom Organizasyonu

DWYV, Iflaviridae familyasiin Inflavirus genusunda bulunan pozitif, tek iplik¢ikli 10,144
niikleotit uzunlugunda genoma sahip bir viral etmendir (Berenyi et al., 2006). Bu etmen
polipeptit kodlayan 328 kDa biiyiikliiglinde uzun bir ORF icermektedir. Polipeptitte
yapisal ve yapisal olmayan iki protein igerir. Yapisal olanm1 VP1 (44 kDa), VP2 (32 kDa),
VP3 (28 kDa) ve VP4 olmak iizere dort tane protein alt biriminden olusur. Yapisal
olmayan kisimda ise RNA helikaz, RNA polimeraz ve proteaza protein alt birimlerinden
olusur(Sekil 2.1). Yapisal proteinler poliproteinin 5' ucunda yer alirken yapisal olmayan

proteinler ise 3' ucunda yer alir (Lanzi et al., 2006).
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Sekil 2.1. DWV’nin genom organizasyonu

2.2.3. DWV’nin Tasinmasi

DWYV, Varroa akari ile birlikte ektoparazit olarak enfeksiyona neden olur. Varroa
destructor arilar arasinda patojenin taginmasinda oldukga etkili bir vektér olmasinin
nedenlerinden biri, Varoa akarinda ar1 viriislerinin tespit edilmesi ile bu parazitin viriisii
aktif bir sekilde bal arilarina aktardigi 6ne siiriilmektedir (Shen et al., 2005; Berenyi et
al., 2006).

DWYV viriisiiniin bal arilara pupa ve larva donemdeki bireylerin ergin arilar tarafindan
beslenmesi sonucunda bulagma gerceklesir. Larvalarda viriisiin yogun olmasiyla kovan
disina atilmasi sirasinda virlis etmeninin ergin bireylere bulastig1 rapor edilmistir. DWV
etmeni arilarin hipofarengeal bezlerine yapisir ve bakici arilar larvalart besleme esnasina

virlisii bulastirir ve infeksiyon yayilir. DWV viriisii lireme organlarinda lokalize olan
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yumurtalarda, semende tespit edilmesi hastaligin genital yolla da bulasabilecegini
gostermektedir (Yue et al., 2005; Maramorosch and Shatkin 2007).

2.2.4. DWV’nin Olusturdugu Simptomlar

Kanatlarin deformasyonu (korelmis veya deforme), karin kismi sismis ve kisalmis olup
ergin arilarda hizli 6limiin ortaya c¢iktigi tespit edilmistir. Abdomenin kisalmasi,
siskinligi ve rengin koyulagsmasi DWV virlisiiniin bilinen belirtileri olup bunlarla beraber
cok sayida bal arisinin 6lmesi ile karakterize edilir. Ayn1 zamanda DWYV ile bulasik bal

arilar1 belirti gostermeyebilir (Chen ve Siede 2007).

Sekil 2. 2. DWV ile infekteli arilarin goriintimii

2.3. Kronik An Felg Viriisii (Chronic Bee Paralysis Virus; CBPV)
2.3.1. Genel Ozellikleri

Kronik ar1 fel¢ viriisii (CBPV), bal aris1 kolonilerinde 6nemli kayiplara neden olabilen
yaygin bir tek sarmalli RNA viriisiidiir. Ik olarak 1963 yilinda hastalik belirtisi olan bal
aris1 kovanlarindan izole etmislerdir. Bu enfeksiyonun yayginlig1 herhangi bir mevsimsel
doneme bagh kalmayip tiim mevsimlerde enfeksiyon yetenegine sahip oldugunu

belirmislerdir (Bailey et al., 1963; Tentcheva et al., 2004). CBPV viriisii bal arilarinin
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biitlin bireylerinde tiim gelisim evrelerinde (ergin, pupa, larva ve yumurta evreleri) izole

edilmistir (Chen et al., 2006D).

CBPYV ile infekteli kolonilerden yil boyunca felgli ar1 olmakla birlikte genellikle yaz
aylarinda daha fazla olim gergeklesir. CBPV viriisiinden ciddi sekilde etkilenen
koloniler, ilkbahar ve yaz mevsimlerinde koloni ¢okiisiine neden olmaktadir (Ribiere et
al., 2007).

Beslenmenin yetersiz olmasi, kislamanin olumsuz gegmesi veya erken yaz donemindeki
olumsuz hava kosullar1 bu salginlar1 artirdigini 6ngdérmiislerdir (Allen ve Ball, 1996;

Bailey et al., 1983).

2.3.2. CBPV Viriisiiniin Genom Organizasyonu

CBPV genomu, iki pargali, tek zincirli pozitif anlamlt RNA’ dir. Bu iki ayr1 parga RNA1
ve RNA2 olarak isimlendirilip, RNA1 3674 nt icermekte (Sekil 2.3) RNA2 ise 2305 nt
sahip olup 5° ucunda adenin kuyrugu icermemektedir RNA1 icindeki ORF 3'lin dizisi
diger ar1 virlislerinin RdRp enzimlerine ait dizilere benzemektedir (Olivier et al., 2008a;

Ribiere et al., 2010).

RNA1
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1 | 3674
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Sekil 2. 3. CBPV 'nin genom organizasyonu
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2.3.3. CBPV’nin Tasimasi

CBPV bal arilarina enjeksiyon, piiskiirtme ve beslenme yoluyla bulastigi rapor edilmistir
(Ball, 1999a). CBPV bal arisinin besin kaynaklari arasindan polende rastlanmis ancak
balda ve ar siitiinde rastlanilmamistir (Chen et al., 2006a). CBPV, bal arilar1 ( A.
mellifera) disinda akar (V. destructor) ve karincalarda (Camponotus vagus, Formica rufa)

rastlanmistir (Celle et al., 2008).

CBPV viriisii enfekteli arilarin diskisinda tespit edilmistir. Gida kaynakli bulagsmanin
diger bulagsma yollarina gore daha biylik istatistiksel Oneme sahip oldugunu

Oongoriilmiistir (Chen et al., 2006a).

2.3.4. CBPV’nin Olusturdugu Simptomlar

CBPV viriisii bulagsmis bal arilart iki farkli simptom gostermektedir. Birinci gruptaki
belirtilerde arilarin rengi koyulasip abdomen kismi parlak ve piiriizsiiz bir hal almaktadir.
Bu arlar kolonideki gorevlerini yerine getirmedikleri gibi belirtilerden dolay1
morfolojileri degistiginden bekgi isci arilarin saldirilarina ugramaktadirlar. Ikinci grup
belirti gosteren arilarda ise titreme olusur, ugamazlar ve en sonunda siddetli felg belirtileri

gosterip, 6Olmektedir (Ribiere et al., 2000).

CBPV en yaygin olan enfeksiyonu su sekilde karakterize edilmistir; viicudun ve
kanatlarin anormal titremesi, sismis karin bolgesi ve kismen ayrilmigs “K” seklinde
ucamamaya neden olan kanatlar. Karin siskinliginin sonucunda meydana gelen ishal
belirtisi ve enfekteli bal arilarin enfeksiyon baslangicini takiben 2-3 giin i¢inde 6lmesiyle
karakterize etmislerdir (Ribiére et al., 2007). Ana arilarda ve yumurtalar dahil tiim
yavrularinin gelisim asamalarinda CBPV' nin tespiti etmislerdir (Blanchard et al., 2007;

Ribiere et al., 2010).
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Sekil 2. 4. CBPV ile infekteli ergin arilarin gériinimii

2.4. Tiirkiye’de Ar Viriisleri ile ilgili Yapilan Cahsmalar

Ulkemiz ar1 ve ar1 iiriinleri bakimindan 6nemli bir ticari potansiyele sahip olmasina
ragmen bal verimi konusunda diinya ortalamasmin altindadir. Bal aris1 kolonisinde ar1
hastalik, zararli ve viriis enfeksiyonlarinin ekonomik ac¢idan 6nem arz eden bu tehdit
unsurlari ile ilgili yapilan epidemiyolojik ¢alismalar yeterli degildir. Ulkemizde hangi
bolgede hangi ar1 viriisiiniin varhigi yapilan birkag calisma disinda detayli olarak
bilinmemektedir. Tiirkiyede ar1 yetistiriciligi yapilan yerlerde tespit edilen sinirlt sayidaki

viriis enfeksiyonlar1 6zet halinde asagida verilmistir.

DWYV viriisii, Tiirkiye’de (Muz ve Muz 2009; Giimiisova vd., 2010; Karapmar vd., 2018;
Riistemoglu ve Sipahioglu 2019; Cagirgan vd., 2020; Riistemoglu 2020; Kalayci vd.,
2020; Giiller vd., 2021) tarafindan farkli bolgelerde tespit etmiglerdir. Dogu Karadeniz
Bolgesi'nde yapilan ¢alismada %25 oraninda DWV tespit edilmistir (Giimiisova vd.,
2010). Aydmn, Bursa, Izmir, Kiitahya, Manisa, Mugla ve Adana illerinden koloni kaybi
sikayeti olan 2016 yilindan 9, 2017 yilindan 38 ve 2018 yilindan ise 29 ariliklarindan
ornekler alinarak teste tabi tutulmustur. Bu orneklerin %18,4 (14/76)’de CBPV tespit
edilmistir (Kalayci vd., 2020).

Karapmar vd., (2018), Van ilinde 26 ar1 kovanindan 260 yetiskin bal aris1 test edilmis ve
DWYV ve BQCV’nin viral enfeksiyonlar1 sirasiyla %69,23 ve %88,46 oranlarinda tespit
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edilmistir. Riistemoglu (2019), RT-PCR testi kullanilarak, Sanliurfa, Diyarbakir, Mardin,
Siirt ve Sirnak illerinde alinan 24 bal aris1 6rneginden %37,75 oraninda DWV enfeksiyon

tespit edildi.

Kalayc1 vd, (2020), Bursa, Kiitahya, Manisa, Izmir, Aydin, Mugla ve Adana'dan koloni
kaybi sikayetleri ile toplanilan 76 ariliktan Ornekler test edilmistir. DWV viriisii %44.7
orantyla en yaygin viriis olarak rapor edildi. Ayrica, diger viriisler sirasiyla ABPV %35,5,
BQCV %28,9, SBV %22,3, CBPV %184'ii ve IAPV %6,5'inde tespit edilmistir.
Yirttilen diger bir ¢alismada, DWV'nin 484 bp uzunlugundaki helikaz gen bolgesi
cogatilmig ve Burdur ilinde 15 ariligin 13’iinde DWYV tespit edilmistir. Ayrica niikleotid
dizisi karakterize edilen iki izolat arasinda %98 benzerlik tespit edilmistir (Cagirgan vd.,

2020).

Glilmez vd., (2009), Ordu ilinde yaptiklart calismada toplamda 5 farkli ar1 kolonisinden
is¢i ve erkek ar1 Ornekleri toplanmis ve molekiiler testler uygulanmistir. Bu testler
sonucunda DWV’ye 6zgii 395 bp uzunlugunda DNA bantlar1 elde edilmistir. Giiller vd.,
(2021), 2020 kasim aymda Erzincan ilinden toplanan ve viriis siiphesi olan bal arisi
orneklerine, DWV infeksiyonunun tespiti icin molekiiler testler uygulanmis ve bu testler
sonucunda 12 Ornegin 6'sinda (%50) 700 bp biiyiikliigiinde DNA pozitif bandi elde

edilmistir.

CBPV viriisii, Tiirkiye’de (Giimiisova et al., 2010; Riistemoglu ve Sipahioglu 2019;
Kalayci vd., 2020) farkli bolgelerde ve farkli oranlarda infeksiyon tespit edilmistir.
Glimiisova vd., (2010), Karadeniz bdlgesinde (Sinop, Samsun, Amasya, Giresun,
Trabzon, Rize) yaptiklart bu ¢alisma kapsaminda 28 ariliktan 280 is¢i ar1 6rnegi RT-PCR
ile test edilmis ve sonug¢ olarak, CBPV viriisii ait infeksiyon orani %25 olarak rapor

edilmistir.

2015 yilinda Hakkari ilinde toplam 90 ar1 kolonisinde bal arilarinda CBPV ve DWV
infeksiyonlarinin varligr ve yayginliklart RT-PCR yontemi ile ilk defa arastirilmistir.
Calismada rastgele toplanan ar1 6rneklerinin %23’iinde DWV ve %9’unda CBPV viral
enfeksiyonu tespit edilmistir (Riistemoglu ve Sipahioglu 2019). Kalayct vd (2020),
Bursa, Kiitahya, Manisa, Izmir, Aydm, Mugla ve Adana illerinde yiiriittiikleri calismada
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totalde 76 ariliktan toplanilan ornekler testlenmis ve CBPV viriisii yayilimmin %18,4

oraninda oldugu rapor edilmistir.

2.5. Diinyada An Viriisleri le Tlgili Yapilan Calismalar

DWYV ile ilgili ¢alismalar diinya ¢apinda genis arastirma alanmi olusturmakadir. Viriis
birgok iilkede farkli frekansta oldugu bildirilmistir. Mevcut literatlir taramalarina gore
DWYV ABD’de yaklasik %60 (Chen et al., 2004b; Welch et al., 2009), Avusturya'da % 91
(Berenyi et al., 2006), Brezilya'da %20,3 (Weinstein-Teixeira et al., 2008), Danimarka'da
%55 (Nielsen et al.,, 2008), Fransa'da %97 (Tentcheva et al., 2004), Ingiltere'de (Baker
ve Schroeder, 2008), Ispanya'da %18,6 (Antunez et al., 2012), Kuzey Tayland (Sanpa ve
Chantawannakul, 2009), Tayland'da %33 (Sanpa ve Chantawannakul, 2009) Uruguay'da
%100 (Antunez et al., 2006), Urdiin'de %92 (Haddad et al., 2008), Yunanistan’da %87

(Bacandritsos et al., 2010) infeksiyon oranina sahip oldugu rapor edilmistir.

Bal arilarmin CBPV infeksiyonu da kapsamli bir sekilde rapor edilmistir. Diinya
genelinde Biiyiik Britanya (Bailey et al., 1981), Fransa (Ribiere et al., 2002; Tentcheva et
al., 2004), Uruguay (Antunez et al., 2005; 2006), ABD (Chen et al., 2006a; 2006b),
Yunanistan (Bacandritsos et al., 2010), Avusturya (Berenyi et al., 2006), Yeni Zelanda
(Todd et al., 2007), Danimarka (Nielsen et al., 2008), Brezilya (Weinstein-Teixeira et al.,
2008), ve Polonya, Ispanya, Belgika, Macaristan, Isvicre (Blanchard et al., 2009) gibi

bircok iilkede bu viriisiin varlig1 belirlenmistir.

Tentcheva et al., (2004), Fransa’da 2002 yili boyunca ilkbahar, yaz ve sonbaharda PCR
teknigi kullanarak yaptiklar1 arastirmada, goriiniiste saglikli ar1 kolonilerinde ve genis bir
cografi Olcekte 36 ar1 kovanindan yetiskin ar1 ve pupa Ornekleri toplayarak alti ari
virlisliyle ilgili kapsamli bir arastirma yapmuslardir. Arastirma sonuglar1 yetiskin ar1
bulunan kovanlarin %97'sinde DWV ve %58'inde CBPV viriisiiniin varligin1 gostermistir.
Kovandaki pupalarda %94 oraninda DWYV infeksiyonu belirlenirken CBPV ise
kovanlarinin higbirinde belirlenememistir. Ayni ¢alismada varroa istilasi olan kovanlarin

%1001nde DWYV viriisiine rastlanmistir.
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2.6. An Viriisleri ile Miicadele ve Kontrol

Bal aris1 viriislerinin yayginlagsmasi, ar1 ve ari Uriinlerinin kovandan kovana degisimi
sirasinda ve ayni zamanda steril olmayan alet ve ekipmanlarin kullanimi biiyiik bir
oranda neden olmaktadir. Viral hastaliklar arilarin bagisiklik sistemlerini zayiflatarak
strese sokar ve hastalikla miicadele edemeyecek bir seviyeye diisilirerek koloni ¢okiigiine
sebebiyet verebilir. Viral hastaliklarin vektorii olan varroa akari istilasina karsi
yapilabilecek etkili bir miicadele ayn1 zamanda viral hastaliklara karsi yapilan en iyi

miicadele yontemidir (Chen 2011).

Kovanlarin nemden korunmasi i¢in yerden yiiksege konulmasi gerekir. Kovanlarin giines
alacak sekilde konumlandirilmasi, riizgardan korunakli alanlarin tercih edilmesi ve
enfeksiyonlu ariliklardan ya da kovanlardan bal, ¢ita, petek, gibi ar1 liriinleri ve aricilik
malzemelerinin degis tokusu yapilmamasi viral enfeksiyonlara neden olan patojenler ile
miicadelede 6nemli hususlardir. Varroa ve diger hastalik/zararlilar ile yapilan miicadele

sayesinde ayni zamanda ar1 viriisleri ile de miicadele edildigi unutulmamalidir.

Ar1 kolonilerinin stres faktorlerinden korunmasi igin kis sartlarina hazirlayarak koloninin
giiclii tutulmas1 ayn1 zamanda viral enfeksiyonlardan korunmasinda énemli bir etkendir.
Viral etmenler, koloni nakilleri sirasinda veya ana ar1 yoluyla yayilarak koloni
kayiplarina sebebiyet vermektedir. Bu kayiplarin Onlenebilmesi icin sadece kimyasal
miicadele yetersiz kalmaktadir. Ayrica viriislere kars1 dayanikli ar1 irklarinin segilmesi,
hastaligin yogun oldugu kolonilerde belirti gosteren ana arinin saglikli kolonilerden elde

edilen bir ana ar1 ile degistirilmesi hastaligi ortadan kaldirir (Di Pasquale et al., 2013).

Art kolonilerinde parazitlerle miicadele, arilarin hastaliklara karst dogal direncin
artmasina ayni zamanda parazitlerle yaylan enfeksiyonlarin azalmasinda oldukca
onemlidir. Varroa ile miicadelede fiziksel, kimyasal, biyolojik, bitkisel, hormonal ve
genetik miicadele yontemleri kullanilmaktadir. Aksi takdirde yanlis miicadele yontemleri
veya yanlis ilag kullanimi varroa akarmin kimyasal maddelere karsi daha direncini
arttirmasina sebep olabilir. Ar1 6liimlerinin goriildiigii popiilasyonlarda enfeksiyonel
mikroorganizmalara bagli hastaliklarin dogru teshisi yapilarak ona goére miicadele ve

kontrol programlar1 uygulanmalidir (Usta ve ark., 2020).



3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Siirvey Alam

2020 yilinda Bingol ili Merkez ile Solhan, Geng, Karliova, Yedisu, Adakl, Kig1 ilge

merkez ve koyleri calismamizin survey alanini olusturmustur (Sekil 3.1).

ERZINCAN ERZURUM

TUNCELI

ISARETLER
DIYARBAKIR i_lge simirlan & I_Ic;e merkezi
Il sinirlan Q Il merkezi

Sekil 3.1. Survey yapilan Bingél ili ve ilgeleri haritasi

3.1.2. Hayvansal Materyal

2020 yilinda Nisan, May1s, Haziran, Temmuz, Agustos ve Eyliil aylarinda Bing6l ili ve

ilgelerinden ariliklar1 temsil edecek sekilde ar1 Ornekleri toplanmistir. Survey



22

caligmalarimizda belirti gosteren ve belirti gostermeyen bal arilarindan toplanan canli is¢i
arilara ait 6rnekler calismamizin ana materyallerini olusturmus olup 6rneklerin toplandigi
yer ve tarih asagidaki tabloda (EK-1) belirtilmistir. Ornekleme her ariliktan en az 5-10
ornek olacak sekilde, ariligi olabildigince temsil edebilecek bigimde ariligin farkl
bolgelerinden yapilmistir. Orneklemede simptom gosteren ve gostermeyen kovanlardan
rastgele ar1 numuneleri toplanmistir. Toplanan ar1 6rnekleri pet siselere konularak soguk
zincirde laboratuvara getirilmis ve total RNA ekstraksiyonu yapilincaya kadar -80°°C de

saklanmistir.

3.2. Yontem

3.2.1. Survey Calismalari

Survey ¢aligmalar1 Bingdl Tarim ve Orman Miidiirliigii Aricilik Birimi ve Aricilar Birligi
ile koordineli calisilarak alinan bilgi dogrultusunda aricilarin arilik yerleri dikkate
alinarak ariciligin yogun olarak yapildig1 Bing6l ili merkez ve kdylerinde, Solhan, Geng,
Karliova, Yedisu, Adakli, Kig ilce merkez ve kdylerinde yiiriitiilmiistiir. Alinan ar1
ornekleri aricilarin sikayet ettikleri ani koloni ¢okmesi, felg, arida renk koyulasmasi,
kanat deformasyonu, diyare ve tily dokmesi gibi belirtilerin oldugu kolonilerden ve belirti
gostermeyen ariliklardan rastgele toplanmustir. Her bir ariliktan 3 adet 6rnek olmak iizere

128 ariliktan totalde 384 bal aris1 6rnegi toplanmustir (Tablo 3.1).

Tablo 3.1. Survey yapilan il merkezi ve ilgelerdeki isletme, kovan ve toplanan 6rnek sayilari

I/ilge Incelenen Toplanan Toplam Toplam Kovan
Arilik Sayis1 ~ Ornek Sayis1  Isletme Sayis1  Sayisi

Merkez 44 132 316 54,702

Adakh 12 36 39 5,337

Kigi 11 33 78 12,197

Karhova 10 30 66 12,800

Solhan 19 57 78 18,033

Yedisu 11 33 35 3,519

Geng 17 51 81 19,542

Yayladere 4 12 22 5,660

Toplam 128 384 715 13,1790
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Sekil 3.2. A) Toplanan orneklerin pet siselerle tasinmasi B) Araziden toplanmis orneklerin derin
dondurucuda steril tiiplerde saklanmasi

3.2.2. Viral Enfeksiyonlarin Arastirilmasi

Toplanan 1is¢i ar1 Ornekleri DWV ve CBPV viriisleri i¢in Total Niikleik Asit
Ekstraksiyonu (TNA), Komplementer DNA (cDNA) sentezi, Polimeraz Zincir
Reaksiyonu (PCR) ve Molekiiler Karakterizasyon adimlarindan olusan asamalar

gergeklestirilmistir.

3.2.2.1. Total niikleik Asit (TNA) Ekstraksiyonu

Bing6l ilinden toplanan bal aris1 6rneklerinde RNA yapili DWV ve CBPV viriis
infeksiyonlarini belirlemek icin total niikleik asit ekstraksiyonu Foissac ve ark. (2001)
tarafindan rapor edilen silika temelli metoda gore yapilmistir.

Buna gore her ariliktan almman 3 6rnek, 1 ml ekstraksiyon tamponu (grinding buffer)
eklenerek plastik torba iceresinde ezilmek suretiyle homojenize hale getirilmistir (Sekil
3.4).
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Sekil 3.3. A) Bal aris1 6rneklerinin ezme tanponu ile plastik torba igerisinde ezilmesi, B) Orneklere ezme
tamponunun eklenmesi

Homojenize edilen 6rneklerden 500 pl tiiplere alinip, iizerine 100 pl %10 Sarcosyl
sollisyonu ilave edilmistir. Daha sonra tiipler 2-3 sn vortekslenerek 10 dakika siireyle
70°C de inkube edildikten sonra 5 dakika siireyle buza daldirilarak bekletilmistir. 13.000
rpm’de 10 dk santrifiijiin ardindan st fazdan 500 pl alinarak yeni bir 1,5 ml’lik yeni
ependorf tiipe aktarilmistir. Uzerine 30 pl silika, 150 ul etanol ve 300 ul Nal eklenmistir.
Yeni karisim, oda sicaklifinda sallayici (shaker) iizerinde 10 dakika inkube edilmistir.
Siire sonunda tiipler 6.000 rpm’de 1 dk santrifiij edilmis, tstteki sivi (supernatant) atilmis
ve yikama islemine gec¢ilmistir. Yikama isleminde, tiiplere 500 pl yikama tamponu (wash
buffer) ilave edilerek vorteks ile ¢ozdiirme islemi uygulanmis ve 6.000 rpm’de 1 dk
santifrlij edilmistir. Santrifiij sonrasi iiste faz atilmis ve yikama islemi bir kez daha
gerceklestirilmistir. Yikama sonrasinda tiipiin dibinde kalan silika 100 ul RNase-free su
ile ¢ozlindiirtildiikten sonra ve 4 dakika 70°C de kuru blok 1siticida inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonrasi tiipler 13.000 rpm’de 3 dk santiftiij edildikten sonra supernant yeni
tiiplere aktarilmistir. Elde edilen her 6rnege ait RNA’lar komplenmenter DNA elde
edilinceye kada -20 °C’ de saklanmustir.
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3.2.2.2. Tamamlayic1 DNA (cDNA)’nin Sentezi

Tamamlayict DNA (cDNA) sentez asamasinda Pcr tiipii igerisine, Niikleaz-free su 8 pl,
revers primerden 1’er pl, 1 pul ANTP karisimi ve 2 pl total RNA eklenerek karigim 12
ul’ye tamamlanmustir.

Hazirlanan bu karisim 5 dakika 65 °C de PCR cihazinda inkiibe edildikten sonra
sogutulmasi i¢in buzda bekletilmistir. Daha sonra 4 pl 5X buffer, 1 ul RNAse, 2 pl
DTT ve 1 pl RT enzimi eklendi ve her bir tiipe 8 pl bu karisimdan eklenerek toplam
hacim 20 pl ye tamamlanmistir. Daha sonra PCR cihazinda 42°C’ de 50 dk inkiibe
edilmistir. Son olarak PCR cihazinda 70 °C de 15 dk inkiibe edilmistir. Elde edilen
cDNA’ lar —20 °C de muhafaza edilmistir.

3.2.2.3. Polimeraz Zincir Reaksiyon (PCR) Calismalari

RT- PCR ile bal aris1 viriislerinin teshisinde yapilmasi i¢in steril bir PCR tiipiine her bir
ornek icin agsagidaki bilesenler karigtirilmistir.

e 18.3 ul RNAse free su,

e 2.5 ul 10X PCR tampon soliisyonu,

e 1.5ul 2.5 mM MgCly,

e 0.5ul 10 mM dNTPs,

e 0.5 pl 20 pmol/ul Forward(lleri) primer,

e 0.5 ul 20 pmol/ pl Reverse (geri) primer,

e 0.2 ul Taq DNA Polimeraz enzimi

e 3 ulcDNA
Karisim herbir PCR tiipline 25 pl konularak tiipler vortekslenerek PCR cihazina
yerlestirilmistir. Her iki virlisiin molekiiler testlerinde ayn1 PCR dongiileri kullanilmistir.
Buna gore, PCR cihaz1 sirasiyla 94°C de 2 dakika on denaturasyondan sonra 40
dongiiden olusacak (94°C de 30sn denaturasyon, 55°C de 1 dk de baglanma, 68 °C de 2
dk uzama ve son olarak 72 °C de 5 dakika) sicaklik araliklarima gore programlanarak
calistirlmistir.  Bu sayede iligkili viriislerin istenilen bdlgesinin amplifikasyonu
gerceklestirilmistir. PCR iirlinleri elektroforez islemi gergeklestirilinceye kadar -20 °C’de

saklanmustir.
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Sekil 3.4. A) PCR karigimlarinin hazirlanmasi B) Hazirlanmig karigimlarin PCR cihazina yerlestirilmesi

3.2.2.4. PCR Uriinlerinin Boyanmasi ve Goriintiilenmesi

PCR iiriinleri, %1°lik agaroz jelde elektroforez yapilarak analiz edilmistir. Buna gore 1 gr
agaroz 100 ml 1X TAE (Tris-Asetikasit- EDTA) tamponuna eklenerek mikrodalga
firinda 5 dk stire ile ¢ozdiiriilmiis ve yaklagik 50 °C’ye kadar sogutulmaya birakilmistir.
Daha sonra tarak yerlestirilmis elektroforez tankina hazirlanan jel dokiilmis ve yaklasik 5
ul EtBr ¢ozeltisinden eklenerek mikropipet ucu ile jelle beraber homojen bir sekilde
karigmasi saglanmistir. 20-25 dk siire ile hazirlanan jelin katilagsmasi i¢in beklenmistir. Jel

tizerindeki tarak ¢ikarilarak yiikleme gukurlart olugturulmustur.

Ik bosluga 2 ul DNA ladder, diger gukurlara ise 15 pl PCR iiriinii ve 5 pl yiikleme
tamponu ile parafilm {tizerinde homojen bir sekilde karigtirilarak yiiklenmigtir.
Elektroforez islemi 110 V ile 50 dk yiiriitiilmiistiir. Ornekler goriintiileme ve analiz

sisteminde goriintiilenip fotograflanmigtir.
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3.2.2.5. Karakterize Edilen Viriislerin Ilgili Dizileri i¢cin Primer Dizaym

Bu diziler i¢in (Bkz. Tablo 3.1.)’teki primerler kullanilmistir. Primer dizayni i¢in daha
once gen bankasina girilmis tiim genomu ortaya c¢ikarilmig DNA dizilerinden
faydalanilmistir. Faydalanilan diziler sirasiyla: DWV primerleri icin NC004830 NCBI
erisim numarali, CBPV primerleri i¢cin AF461061 NCBI erisim numarali izolatlardir. Bu

izolatlara ait diziler kullaniarak (Sentebiolab, ANKARA) firmasina sentezletilmistir.

Tablo 3. 2. Bal aris1 viriislerin teshisinde kullanilan amplifikasyon iriinlerinin uzunlugu

Viriis Primer B¢ | Gen bolgesi Kaynak

DWV | F-5-ATCAGCGCTTAGTGGAGGAA-3’ 702 Chen et
R-5’-TCGACAATTTTCGGACATAC-3’ CP al.,(2004a)

CBPV | F-5-AGTTGTCATGGTTAACAGGATACGAG-3’ | 455 Ribiere et
R- 5>-TCTAATCTTAGCACGAAAGCCGAG-3’ al.,(2002)

3.2.3. Viriis Izolatlarinin Molekiiler Karakterizasyonlarinin Yapilmasi

Yapilan RT-PCR testleri sonucunda pozitif sonug¢ veren bantlardan birer izolat segilerek
karekterizasyonlar1 gerceklesirilmistir. DWV ile CBPV ait CP kodlayan genin kismi

dizileri klonlanip karekterize edilmistir.

3.2.3.1. DNA Fragmentlerinin Agaroz Jelden Saflastirilmasi

Cogaltilan DNA bantlarinin parlaklig1 ve kalinlig1 kontrol edilerek steril bisturi ile kesilmistir
(Sekil 3.5.). Kesilen DNA bantlar1 eppendorf tiiplerine konularak DNA saflastiriimasi
yapilmistir. DNA saflastirilmast Thermo firmasina ait GeneJET Gel Extraction Kit (Katalog
no: K0692) ile gergeklestirilmstir. Bu islem kit protokol islemine yapilmustir.
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Sekil 3. 5. DNA bantlarinin bisturi ile jelden kesilmesi

Buna gore;

DNA bantlar steril bisturi ile istenilen bantlar en az jel icerecek sekilde bantlar
kesilmis ve steril 2 ml’lik eppondorf tiipline aktarilmistir.

Tiiplere aktarilan jeller tartilarak 1/1 oraninda Baglanma tamponu (Binding
Buffer) ilave edildi ve kuru blok 1siticida tamamen eriyinceye kadar 50-60 °C’de
inkiibe edilmistir.

GenelJET saflastirma kolonuna ¢ozdiiriilen jelden 800 pl yiiklenip 1 dk 13.000

rpm’de santrifiij yapilmistir. Toplama tiipiine biriken sivi uzaklastirilmastir.

Ayn tiipe yerlestirilen GeneJET saflagtirma kolonuna 700 pl yikama tamponu
(Wash Buffer) eklenerek 1 dk 13.000 rpm’de santrifiij yapilmistir. Etanolii
tamamen uzaklastirmak icin saflastirma kolonu bos olarak 1 dk siire ile
maksimum hizda santrifiij yapilmistir.

Yeni ependorf tiipiine yerlestirilen steril GeneJET saflastirma kolonun {izerine 55

ul Elution Buffer filtrenin membranin iizerine dokiilecek sekilde bosaltilmis ve 1
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dk maksimum hizda santrifiij yapilmistir. Elde edilen DNA f{iriinleri klonlamada

kullanilmak iizere -20° °C’ de muhafaza edilmistir.

3.2.3.2. DNA’nin Plazmide Yerlestirilmesi (Ligasyon)

Saflastirilmasi yapilan DNA iiriinleri pGEM-T Easy vektorii ile baglanmasi T4 DNA ligaz ile
yapilmugtir. Ligasyon islemi, Promega firmasinin pGEM-T Easy vector sistemi (Katalog No,
A1360) kullanilmistir. Steril eppendorf tiipline; 2X buffer, plazmit ve ligaz enzimi karigimi
hazirlanmis bu karisima insert DNA eklenmistir (Tablo 3.3.). Karisim daha sonra bir gece 16-
24 sa ve +4 °C de inkiibe edilerek rekombinant plazmitler olusturulmustur. Rekombinant

plazmitler -20 °C ’de muhafaza edilmistir.

Tablo 3.3. Ligasyon asamasinda kullanilan bilesenler ve miktarlart

Ligasyon reaksiyonunda kullanilan Miktar
bilesenler

2x Rapid ligation buffer 5ul
PGEM-T Easy vektor I
PCR iirtinii DNA (insert) 4 ul

T4 DNA ligaz enzimi 1 ul

3.2.3.3. Rekombinant Plazmidin Bakteriye Aktarilmasi (transformasyon)

DNA fragmentinin Plazmide aktarilmasiyla elde edilen rekombinant plazmidler (JM109
susuna) elektrik soku ile Escherichia coli bakterisine transforme edilmistir. Daha sonra
100 pl bakteri siispansiyonu ile 5 pl rekombinant plazmit buzda sogutulan kiivetlere

konularak Micropulser cihazi (BioRad) ile elektrik akim1 uygulanmistir.

Transformasyonda kullanilan kiivetler streril saf su ile dezenfekte edilmistir. Kiivetlere
rekombinant plazmit ve bakteri karisimi eklendikten sonra cihazin elektrik akimi
uygulanmistir. Kiivetteki bakteriler, igersinde 900 pl SOC soliisyonu bulunan tiiplere
eklenmis ve 37 °C de 2 sa 150 rpm de ¢alkalayic1 platformda ¢cogalmasi saglanmustir.

3.2.3.4. Plazmite Aktarilmis Bakterilerden Koloni Olusturma

Bu asamada kullanmis oldugumuz kompetant JM-109 bakterisinde ampciline dayaniklilik

geni bulunmamaktadir. Bundan dolay1 transformasyon asamasinda ampisilin igeren besi
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ortamina ekilen bakterilerden biinyesinde yalnizca plazmid bulunduran bakteriler
ampisilinden etkilenmeyecektir. Ampisilin igeren LB ortaminda sadece iki renk koloni
gozlemlenecektir. Bu renkler, beyaz ve mavi olan kolonilerdir. Beyaz koloniler hedef
DNA’y1 igeren plazmidi biinyesine alan bakteriler, mavi koloniler ise hedef DNA’y1

icermeyen bakterilerdir.

Sekil 3.6. Transformasyon sonucu beyaz ve mavi koloni olusan DWYV viriislerine ait insert DNA’lar

3.2.3.5. Mavi-Beyaz Seleksiyon ve Transforme Olmus Kolonilerin Cogaltim

Transformasyon sonucu olusan beyaz kolonilerden steril pipet ucu degdirilerek, 6nceden
hazirlanmig 100 pl/ml ampisilin ile %0,8 glycerol iceren 10 ml sivi LB bulunan 15 ml’lik
kapakli steril tiiplere daldirilmistir. Steril tiiplerin etiketlenmesi yapildiktan sonra 37
°C’de 220 rpm hizda bir gece inkiibe edilmistir. Bu c¢alismalar steril kabinde
gergeklestirilmistir.
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Sekil 3.7. A) Steril pipet ucu ile beyaz kolonini alinmast B) Pipet ucunun sivi LB igeren ortama
daldirilmast

3.2.3.6. Rekombinat Plazmitlerin Saflastirilmasi

10 ml sivi LB ig¢inde transforme olmus kolonilerden gelistirilen kiiltiir plazmite
saflagtirma islemi uygulanmistir. Plazmitlerin saflagtirilmasi, Thermo firmasinin
GenelJET Plasmid Miniprep Kit ile saflagtirma protokolii uygulanmustir.

Bu protokole gore;

v' 10 ml sivi LB ortaminda cogaltilan bakteriler 2 ml’lik steril eppendorf tiipiine
transfer edilmis ve bakteri hiicrelerini pellet haline getirmek i¢in 8000 rpm de 2
dk santrifiij edilmistir.

v’ Pelletler; 250 ul resuspend buffer ile ¢6zdiiriilmiistiir.

v Tiplere 250 pl Lyzis Buffer ilave edilmis ve tiipler 4-6 kez ters diiz edilerek
karistirilmastir.

v’ Tiiplere 350 pul notralizasyon tamponu eklenmis ve tekrar tiipler 4-6 defa ters diiz
edilerek karistirildi ve 14000 rpm de 5 dakika santrifiij edilmistir.

v' 2 ml’lik koleksiyon tiipii igerisine yerlestirilen GeneJET spin kolona santrifiij
sonrast olusan sivi faz transfer edilmis ve 14000 rpm’de 1 dakika santrifiij

edilmistir.
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v GenelJET spin kolon {izerine 500 pl yikama tamponu( Wash buffer) ilave edilmis
ve 14000 rpm de 1 dakika santrifiij yapilmistir. Santrifiij sonrasi tiipiin dibinde
biriken siv1 faz atilmis ve kolon, yeniden koleksiyon tiipii igerisine yerlestirilmis
ve bu yikama asamasi bir daha tekrar edilip sivi faz bosaltilmistir.

v Etanoliin iyice uzaklasmasi i¢in kolesiyon tiipleri 14000 rpm de 1 dakika bos
olarak santrifiij yapilmis ve altta biriken s1v1 dokiilmiistiir.

v Koleksiyon tiipii 1,5 ml yeni tiipe aktarilmis ve lizerine 55 pl eliisyon buffer
eklenmis ve iyice emilimi i¢cin 2 dk bekletildikten sonra 12000 rpm de 2 dk
santifriij edilmistir.

v Son asamada 1,5 ml tiipte bulunan 55 pul saflagtirilmis plazmid, diger ¢aligmalarda

kullanilmak tizere -20 °C de muhafaza edilmistir.

3.2.3.7. Klonlanmis PCR Uriinlerinin DNA Dizi Analizi

Rekombiant plazmid lizerindeki DNA dizilrini tespit etmek i¢in 50 pl saflastirilan
plazmid 6rnegi Sentebiolab (Ankara-Tiirkiye) firmasina gonderilmistir. Gonderilen her
ornegi plazmid icin dizileme hatasini en aza indirmek i¢in ¢ift yonlii dizileme yapilmistir.
Dizi analizi sonrasi elde edilen genom bilgileri gen bankasinda ilgili viriislere ait olup

olmadiklart BLAST ydntemi ile belirlenmistir.
3.2.3.8. DNA Dizisinin Gen Bankasina Girilmesi

Bingdl ilinde belirlenen viriislere ait DNA dizi bilgileri National Center for

Biotechnology Information (NCBI) Gen bankasina kaydi gerceklestirilmistir.
3.2.4. Tigili Diziye Ait Filogenetik Analiz

Bingol ilinde varligi tespit edilen DWV viriisiiniin rastgele secilen izolatinin filogenetik
analizi yapilmistir. Filogenetik analizler Geneious 6.1.8 programinda ¢oklu karsilagtirma
(multiple align) yapilmigtir. Neighbor-joining yontemiyle filogenetik soy agaci
olusturulmugstur. Bingél DWYV izolati ile diinyadaki diger izolatlarin yakinlik dereceleri

ve genetik iligkileri ortaya konulmustur.



4. BULGULAR VE TARTISMA

Tiirkiye’de oldugu gibi diinyada da bal aris1 viriisleri genis ¢aligma alani olusturmaktadir.
A. mellifera ve A. cerena disinda Apis mellifera jemenitica, Apis mellifera carnica,
Bombus atratus gibi farkli ar1 ve wrklarin1 da konukgu edinebilen (Haddad et al., 2017;
Toplak et al., 2012; Choi et al., 2010) bal aris1 viriisleri arasinda siklikla ekonomik 6neme
sahip bes farkli viral etmen tespit edilmistir. Ozellikle DWV su anda bal arilarinda en
yaygin virtistiir ve 32 iilkede kolonilerin/ariliklarin en az ortalama %55'ine bulagsmistir

(Martin and Brettell, 2019).

Bingdl ilinde yiiriitiilen bu calismada toplamda 128 ariliktan 384 is¢i bal arist 6rnegi
toplanmistir. Toplanan is¢i ar1 6rneklerine DWV ve CBPV viriisleri i¢in sirasiyla total
niikleik asit ekstraksiyonu (TNA), tamamlayict DNA (cDNA) sentezi, spesifik primerler
kullanilarak Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) ve klonlama asamalarindan olusan
stirecler uygulanmistir. Gergeklestirilen siire¢ler sonucunda DWV viriisiine ait pozitif
DNA fragmanlari elde edilmis ve bu fragmanlarin dizileri ortaya ¢ikarilarak filogenetik
iligkileri aragtirllmistir. Bingdl ili 128 ariliktan 28 arilikta inceleme kapsamindaki 2
virtisten DWV viriisiiniin varligina rastlanmis ve genel infeksiyon oran1 %21,87 olarak

hesaplanmistir. Yapilan testler sonucunda higbir arilikta CBPV etmeni belirlenmemistir.
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Sekil 4.1. Bingdl ili ve ilgelerinde survey caligmalari sonucu toplanilan bal arist érneklerinin ait olduklart
ariliklarin bulundugu lokaliteleri gosteren harita

4.1. Deforme Kanat Viriisii (Deformed wing virus, DWYV) ile Tlgili Bulgular

Bu caligmada, 128 arnligin 28'inde %21,87 infeksiyon oramiyla DWV etmeninin
poliprotein genine karsilik gelen beklenen 702 bp uzunlugunda DNA fragmentleri elde
edilmistir (Sekil 4.3). DWV infeksiyonunun varlig1 Bingo6l il merkezi ve biitiin il¢elerinde
tespit edilmis ve infeksiyon oranlari survey alanlarinda farklilik gostermistir (Tablo 4.1
ve Sekil 4.2). Test sonuglarma gore Bingol ili ve ilgeler bazindaki infeksiyon oranlari

asagidaki tabloda verilmistir.
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Tablo 4. 1. DWYV ile infekteli 6rneklerin Bing6l il ve ilgelerindeki lokaliteleri

DWV’nin DWV’nin DWV’nin
Bolgeler arastirildig: pozitif 6rnek pozitif 6rnek Pozitif 6rnek numaralar
arilik sayisi Sayisl orani
Merkez 44 5 % 11,3 23,25 85,10,18
Karhova 19 2 % 10,5 107,109
Solhan 17 5 % 29,4 62,63,64,101,106
Geng 12 3 % 25,0 45,47,50
Yedisu 10 4 % 40,0 117,118,120,125,
Adakh 11 5 % 45,4 76,79,80,81,84
YayLader 4 2 % 50,0 91,92
Kig 11 2 % 18,18 75,66
23,25,85,10,18,107,109,62,
Toplam 128 28 % 21,87 63,64,101,106,45,47,50,117,11

8,120,125,76,79,80,81,84,
91,92, 75,66

Sirbistan’in farkli bolgelerinde 55 bal arist kolonisi, TagMan temelli real-time RT-PCR
testi kullanilarak Deforme Kanat Viriisii (DWV) ve Akut An Felg Viriisii (ABPV) varligi
acisindan arastirilmis ve ariliklardaki DWYV frekansinin %76,4 ve ABPV frekansinin ise
%61,8 oldugu tespit edilmistir (Simeunovi¢ et al., 2014). Cin’in sekiz bodlgesinde 45
arihikta yiritiilen 1 yillik biiyiik 6lgekli bir survey ¢aligmasinda, Siyah kralige hiicre
viriisii (BQCV), Deforme kanat viriisii (DWV), Israil akut felg viriisii (IAPV) ve Tulumsu
yavru ¢lrikligii (SBV)’niin hem A. mellifera hem de A. cerana'da yaygin oldugunu
gosterilmistir (Chen et al., 2021). Rodriguez et al., (2014) tarafindan Sili’de 2010-2011
yillarinda yiiriitillen ¢alismada 60 ar1 kolonisinden pupa ve yetiskin arilar toplanarak
RNA viriisleri, ters transkripsiyon PCR (RT-PCR) yontemiyle testlenmistir. Caligmada,
ariliklarin %2’sinde Akut ar felci viriisii (ABPV), %10’unda Siyah kralige hiicre viriisli
(BQCV) ve %42’sinde Deforme kanat viriisii (DWYV) tespit edilmistir. Burdur ilinde
deforme kanat virlisti (DWYV), siyah kralige hiicre viriisii (BQCV) ve akut ar1 paraliz
viriisii (ABPV) enfeksiyonlarinin varligini ve yaygmligmi belirlemek i¢in 15 aricilik
isletmesinden 31 ergin ar1 ve petek 6rnegi alinmistir. Farkli primer setlerinin kullanildig:
calismada DWV’ye ait 269 bp bilylkligiinde DNA bantlar1 edilmistir. Survey
gerceklestirilen bolgelerdeki DWV, BQCV, ABPV enfeksiyonlarinin yayginlig: sirasiyla
%74,19, %25,81 ve %74,19 olarak tespit edilmistir (Usta ve Yildirim, 2021). Karapinar
ve vd. (2018), Van ilinin bes ilgesinden 26 farkli ar1 kovanda yiirtittiikleri ¢alismada bal
arillarinda ve ektoparazit varroada ABPV, CBPV, BQCV ve DWV etmenlerinin varlig
RT-PCR metodu ile test edilmistir. Arilarda DWV ve BQCV infeksiyonu sirasiyla
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%69,23 (18/26) ve %88,46 (23/26) oraninda tespit edilirken, higbir arilikta ABPV ve
CBPV tespit edilememistir. Elde edilen DWV ve BQCYV dizileri genbankasindaki benzer
dizilere %94-100 arasinda benzerlik gostermistir. Ayrica ¢alismada varroa prevalansi 26
arihiginda 23’ilinde belirlenmistir. Cagirgan ve Yazici, (2021) tarafindan Tiirkiye’nin Ege
Boélgesinde (Izmir, Aydin, Mugla, Manisa, Kiitahya, Usak, Denizli) yaygmn olan 7 bal
aris1 virisi (IAPV, DWV, SBV, ABPV, BQCV, CBPV, KBV) miiltipleks RT-PCR
metodu kullanilarak arastirilmistir. Farkli primer setlerinin kullanildig1 ¢alismada, 111
arthgin 22’sinde DWV viriisine 6zgii 618 bp uzunlugunda DNA fragmentleri elde
edilmis ve infeksiyon oran1 %19,8 olarak hesaplanmistir. Ayn1 zamanda 2 arilikta CBPV
etmenine 6zgli 1525 bp uzunlugunda DNA fragmentleri elde edilmis ve infeksiyon orani

%1,8 olarak hesaplanmistir.

Hakkari ilinde kapsamli bir sekilde yiiriitiilen arilik surveylerinde BQCV, IAPV, DWV,
KBV, SBV ve CBPV varlig1 ve prevalansini belirlemek amaciyla toplam 90 arilik ziyaret
edilmistir. Calismada, KBV ve IAPV tespit edilmezken, BQCV, DWV, SBV ve CBPV
etmenleri %32, %23, %12 ve %9 dagilim oranlariyla tespit edilmistir. Baz1 ariliklarda ise
farkli viriislerin karigik infeksiyonlart da tespit edilmistir. RT-PCR metodunun
kullanildig: testlerde DWV etmeninin yapisal olmayan protein geni ve CBPV etmeninin
RdRp genine 0zgii sirasiyla 488 bp ve 434 bp biiylikliigiinde DNA fragmentleri elde
edilmistir. NCBI veri tabaninda yiiriitillen BLAST analizine gore, Hakkari izolatlarinin
niikleotit dizileri diger izolatlar ile %77-99 arasinda degisen dizi benzerligi gostermistir

(Riistemoglu ve Sipahioglu, 2019).

Deforme kanat viriisii sadece bal arillarin1 degil ayn1 zamanda sekiz bocek takimi ve ii¢
Arachnida takimi kapsayan 65 eklem bacakli tiirinde DWYV infekteleyebilmektedir
(Martin and Brettell, 2019). Dolezal et al. (2016). Genis konukgu araligina sahip viriis
ayni zamanda bal aris1 olmayan yabani ar tiirlerinde (Colletes inaequalis ve Megachile
rotundata) (Dolezal et al., 2016), karincada (Messor concolor) (Riistemoglu, 2020) de
enfeksiyonu tetiklemektedir.

Diinya capindaki arastirmalarda bal arist viriislerinin kovan i¢i ya da disinda bazi
parazitler tarafindan transmisyon saglandigi rapor edilmistir. Avalos et al. (2019)
tarafindan Arjantin’de yiiriitiilen ¢alismada ABPV ve DWV etmenleri bir ar1 biti tiirii

olan Braula schmitzi’deki varligi arastirildi. Calisma sonucunda, ar1 biti bulunan
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kolonideki arilarda her iki viriis tespit edilirken, ar1 bitinde sadece ABPV varlig1 ilk kez
molekiiler olarak rapor edilmistir. Toplak et al. (2013) tarafindan yiiriitiilen in vitro bal
arillarinin  protozoon hastalii Nosema ceranae ile CBPV'in bal arilarinin 6liimii
acisindan sinerjistik etki gosterdigi tespit edilmistir. Celle et al. (2008), CBPV etmenini
bal arilarini kolonileri istila eden varroa (V. destructor) ve kovan etrafindan topladiklari
karincalarda (Formica rufa ve Camponotus vagus) tespit etmisler ve bu parazitlerin
CBPV i¢in potansiyel bir ikincil konakg¢i veya rezervuar olabilecekleri ve viriis

transmiyonunda etkili olabilecegini rapor etmislerdir.

2012'de Japonya' da Apis cerana japonica kolonilerinde yiiriitillen ¢alismada biiyiik
balmumu giivesi (Galleria mellonella) larvalarinda Israil Akut Fel¢ Viriisii (IAPV) ve
Siyah kralige hiicre virlisii RT-PCR yontemi kullanilarak pozitif olarak test edilmistir
(Traiyasut et al., 2016). Bunlarin disinda bal aris1 viral etmenlerinden BQCV ve IAPV
Alphitobius diaperinus’ta (Li et al., 2016), Moku virlis esek arilarinda (Vespa spp)
(Highfield et al., 2020) ve DWV kiiciik kovan bdceginde (Eyer et al., 2009) tespit

edilmisgtir.

Bing6l ilinde Nosema ve Varroa'nin varligi Kutlu ve Giil (2020) ile Kutlu ve Ekmen
(2003) tarafindan rapor edilmis olup, inceleme alanlarimizda karinca, Vespa ve kiiciik
kovan bdcegi varligl gézlemlenmistir. Bizim survey gozlemlerimizde de kovan etrafi ve
icinde karinca, vespa ve kiiclik kovan bocegi gibi yabanci ziyaretcilere rastlanmistir.
Yukarida bahsi gegen literatiirler 1s518inda viriis kontrolii agisindan ariliklarda bu tiir
bocek tiirlerinin popiilasyonu ile miicadele yapilmas: siirdiiriilebilir aricilik faaliyetleri

acisindan onemlidir.
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Sekil 4.2. Genel survey alanlarimiz, Deforme kanat viriisit (DWV) ile ilgili bulgular; Yesil renkler pozitif
ornekleri, Kirmiz1 renkler negatif 6rnekleri ifade etmektedir

Bu ¢aligsma kapsaminda, farkli bolgelerde dnceden yapilmis olan bazi ¢aligmalara oranla
fazla ornek sayisi ve diigiik infeksiyon orami ortaya konulmustur. RT-PCR testleri
sonucunda pozitif olarak net bant olusturan 118 numarali 6rnek jelden saflastirilarak

klonlama, dizileme ve filogenetik analiz ¢alismalarinda kullanilmistir (Sekil 4.1).
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NK PK

Sekil 4.3. DWV viriisiinilin tespiti i¢in Bing6l ili 6rneklerine uygulanan RT-PCR’1n agaroz jel goriintiisii,
M: 100-1500 bg Marker, Pozitif 6rnekler: 18, 25, 50, 80, 118 numarali bantlar, NK: Negatif Kontrol, PK:
Pozitif Kontrol

DWV’ye ait jelden saflastirilan DNA fragmentleri bakteriyel klonlama vektorii pGEM T-
Easy plazmidine materyal ve yontemde belirtildigi gibi ligasyonu yapilmis ve
transformasyon islemleri uygulanmigtir. Transformasyon sonrasi kati besi yerinde
rekombinant bakterilerin olusturdugu beyaz kolonilerin gelismesi saglanmistir. Koloniler
icerisinde rekombinant plazmiti tasidigini diisiiniilen beyaz kolonilerden rastgele biri

isaretlenmis ve s1v1 besi yerine ekimi gerceklestirmistir (Sekil 4.2).

Sekil 4.4. Kolonilerin 37 °C de 24 saat inkiibe edilmesi sonucu gelisen kolonilerde beyaz renkli koloni
isaretlenmistir
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Sivi besiyerinde 118 nolu viral genomu tasiyan rekombinant bakterilere plazmid

purifikasyonu yapilmig, sekans analizine gonderilmis ve niikleotit dizisi ortaya

cikarilmustir.

Tablo 4. 2. 118 nolu DWV Bingdl izolatina ait CP geni baz dizisi

Baz Siralamasi

Niikleik Asit Baz Dizisi

1
89
181
272
359
449
542
702

atcagcgcttagtggaggaaatgaaggcatttaaggagegtacactatggtcagatttacatcgegtaggtgcggaaattagt
gcgtcagttaagaaagctttaccaaccatttccataaccgaaaaactaccacattggactgttcaatgtggtattgctaaacctg
agatggatcatgcttatgaggttatgagttcgtatgcagctggaatgaatgcagagattgaagegceatgaacaagttcggegtt
tatcagtggaatgtcaatatgcagagcctcaagcctcaagaaatcctgatgacgaagggcecaaccatagatgaagaacttat
gggcgacactgaatttacatcacaggctctagaacgtcttgtggatgaaggttatataactggaaaacagaagaaatatatag
ctacgtggtgtagtaagcgtcgcgaacatactgctgacttcgatcttgtgtggactgataatttgegtgtgttaagtgegtatge
gcatgaacgatcatcttcaactcggctttctacggatgatgtcaggttatataaaacaattagcatgttacatcaaaagtatgata
ccacagagtgtgctaagtgtcaacattggtatgctecgttgactgatatctatgttgacgataagaaattgttctggtgtcagaaa

gagaaaaagacacttattgatgtccgaaaattgtcga

Sekans analizi sonucunda klonlanmis olan DNA’nin dizisinin 702 bp uzunlugunda

oldugu tespit edilmistir. DNA dizisi elde edilen DWYV izolatt MZ357973 erisim numarasi

ile NCBI Gen Bankasi1 veri tabanina kaydedilmistir. Filogenetik iliskilerin belirlenmesi

amaciyla NCBI veri tabanindan diinyanin farkli bolgelerinde tespit edilen 21 farkli DWV

izolat1 secilmistir (Tablo 4.2).
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Tablo 4. 3. Gen bankasi veri tabaninda bulunan DW'V viriisiine ait farkl izolatlarm erisim numarasi, Ulke,

Viriis, Konukgu, Gen, Niikleotit Benzerligi

Erisim No. Ulke Viriis  Konukcu Gen Niikleotid
Benzerligi
MW962982 Tirkiye DWV  Apis melifera Polyprotein % 98,45
AY224602 Fransa DWV  Apis melifera Polyprotein %97,75
KU847397 Avusturalya DWV E uropean Structural protein %97,33
oneybee
AY292384 ABD DWV  Apis melifera Polyprotein % 97,33
MW962981 Tiirkiye DWV  Apis melifera Polyprotein % 97,33
HMO067438 Ingiltere DWV  Apis melifera Polyprotein % 97,33
MN746311 Isveg DWV  Apis melifera Polyprotein % 97,05
LN851545 Suriye DWV  Apis melifera Polyprotein % 97,05
KJ437447 Ingiltere DWV  Apis melifera Polyprotein % 96,91
MT096518 Ispanya DWV  insekta Polyprotein % 96,91
JQ413340 Sili DWVv Honey bee Polyprotein % 96,77
MK262743 Ispanya DWV  Apis melifera Complate genom % 96,62
MG831200 ABD DWV  Honey bee Polyprotein % 96,20
KY909333 Italya DWV  Vespa crabro Polyprotein % 95,92
MH165180 Cin DWV  Apis cerana Polyprotein % 95,78
JX878305 Giiney Kore DWV  Apis melifera Polyprotein % 95,64
MF036686 Cin DWV  Apis melifera Polyprotein % 95,36
MF770715 Cin DWV  Apis melifera Polyprotein % 95,36
MN538209 Hollanda DWV  Apis melifera Polyprotein % 77,50
KX783225 Belgika DWV  Apis melifera Polyprotein % 77,25
MT747987 Italya DWV  Apis melifera Polyprotein % 77,22

Filogenetik analiz sonucunda DWV Bingdl izolatlarinin diinyada tespit edilen diger

izolatlar ile %98,45-77,22 arasinda degisen oranlarda niikleotit benzerligi gosterdigi
tespit edilmistir. DWV izolat, en diisiik (%77,22) oranda Italya izolat1 (MT747987) ile
ve en yiiksek (%98,45) Tiirkiye izolat1 (MW962982) ile niikleotit benzerligi géstermistir

(Tablo 4.3). Ayrica filogenetik agagta DWV Bing6l izolatinin ayni1 kiimede oldugunu ve

genetik yakinlik igerisinde oldugunu gostermistir (Sekil 4.3).
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Sekil 4.5. DWV Bingdl MZ357973 izolati ile dilnyadaki DWV izolatlarinin CP geninin niikleik asit dizisi
1000 tekerriirlii olarak neighbor joining yontemi ile olusturulan 1sinsal filogenetik agaci

4.2. Kronik An Felci Viriisii (CBPV) ile ilgili Bulgular

Mevcut literatiir taramalari, yogun sekilde ticari ar1 ve kovan malzemeleri aligverisinin en
olast sonucu olarak CBPV’nin diinya c¢apindaki bal arilarinda yaygin oldugunu
gostermektedir. Bununla birlikte viral etmenin varliginin -degisken olsa da- genellikle
diger yaygin viral patojenlere oranla daha nadir ya da diisiik frekansta oldugu rapor
edilmistir (Allen et al., 1996). Bu, muhtemelen viral infeksiyonun kisa siirede kovan
disinda ar1 Olimlerine neden olmasindan ya da surveyler esnasinda canli bireylerden
numune alinmasindan kaynaklanmaktadir. Bu ¢alismada, 128 ariligin hi¢cbirinde CBPV
etmeninin kilif protein genine karsilik gelen beklenen 455 bp uzunlugunda DNA

fragmentleri elde edilememistir.

Diinya capinda yiiriitilen calismalarda, virlis spesifik primerler kullanilarak farkli
biiylikliikkte genom fragmentleri elde edilerek infeksiyon oranlari ortaya cikarilmistir.
Fransa'da CBPV'nin yayginligi %28’dir (Tentcheva et al., 2004), diger bazi Avrupa
iilkelerinde 1se kis veya yaz arilarindaki yaygmhigi ¢ok daha diistiktiir (6rnegin,
Avusturya’da %9, Danimarka’da %4, Macaristan’da %0 ve %15, Slovenya’da %18,3)
(Berényi et al., 2004; Toplak vd., 2012). 2011-2012 yillarinda Cin ve Arjantin’nin farkl
bolgelerinde alt1 bal aris1 virlislerinin yayginligi gercek zamanli polimeraz zincir
reaksiyonu ile aragtirllmistir. Cin’de hem A. cerana'da hem de A. mellifera'da alt1 viriis
(DWV, BQCV, SBV, CBPV, ABPV ve IAPV) tespit edilirken, Arjantin’de dort viriisiin
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(DWV, BQCV, CBPV ve ABPV) mevcut oldugu rapor edilmistir. Caligmada ayni
zamanda bolgelere dagilim olarak DWV’nin CBPV’ye oranla daha yaygin oldugu
belirlenmistir (Ding et al., 2016).

Yukarida deginildigi gibi, bal arilari ile iliskili yurt capinda yliriitiilen incelemelerde de
CBPYV patojeni farkli infeksiyon oranlariyla belirlenmistir. Calismamizda kullanilan ayni
primer setlerinin kullanildig1 ¢alismada, Karadeniz Bolgesi'ndeki alti ilde (Sinop,
Samsun, Amasya, Giresun, Trabzon, Rize) toplam 280 bal aris1 ii¢ bal arist viriisii
(ABPV, CBPV, BQCV) varligim1 aragtirmak i¢in RT-PCR metodu kullanilarak test
edilmistir. Sonug olarak arilarin %25'inde CBPV ve BQCYV tespit edilirken, ancak higbir
aritlikta ABPV infeksiyonu tespit edilememistir. Bu calisma, Tiirkiye’deki CBPV ve
BQCV etmenlerinin ilk raporu olarak kayitlara gegmistir (Glimiisova vd., 2010)
tarafindan yiiriitiillen ¢alismada Molekiiler testlerin disinda viral etmenin varlig1 farkl

yontemlerle de tespit edilebilir.

Kalayci ve ark., (2020), Bursa, Kiitahya, Manisa, Izmir, Aydin, Mugla ve Adana illerinde
yaptiklar1 calisma ile totalde 76 ariliktan toplanilan Ornekler test edilerek %18,4"
oraninda CBPV viriisii rapor edilmistir. 2015 yilinda Hakkari ilinde toplam 90 ari
kolonisinde bal arilarinda simptom gdsteren ar1 virilislerinin varhigini tespit etmek icin
calisma yapildi. CBPV ve DWV infeksiyonlarinin varligi ve yayginliklari RT-PCR
yontemi ile arastirmiglardir. CBPV ve DWV enfeksiyonlarinin varligr ilk kez RT-PCR ile
belirlendi. Asimptomatik ar1 6rneklerinin %23 oraninda DWV ve %9 oraninda CBPV

enfeksiyon orani ile pozitif sonuclar tespit edilmistir (Riistemoglu ve Sipahioglu 2019).

Ribi¢re et al., (2000), Fransa'nin giineydogusundaki birka¢ kolonide Western blot ve
agar jel immiinodifiizyon testi kullanarak viriisiin CBPV patojeninin varligin1 dogruladi.

Dittes et al. (2020) felg, ataksi (viicut koordinasyon bozuklugu), ugus yetersizligi ve kisa
karinl siyah tiiysiiz bireylerin varligi goriildigii CBPV infekteli bal aris1 (Apis mellifera
carnica) kolonilerine infeksiyonun baskilanmasi amaciyla iki farkli terapi yOntemi
kullandi. Caligmada, Varroa kontrolii ve kralice ar1 degistirilmesine yonelik
uygulamalarin bal arilarinin saglikli bir sekilde kislatilmasina katkida bulundugu
belirlendi. Amiri et al. (2014) CBPV belirtisi gosteren arilarin, troflaksi yoluyla (besin ya
da diger sivi maddelerin agiz agiza verilmesi) kraligceye yeterli miktarda aktif CBPV

partikiilii ileterek agik bir enfeksiyona neden oldugunu rapor etmislerdir.



5. SONUC VE ONERILER

Diinyada yapilan tiim tarimsal faaliyetlerde oldugu gibi aricilikta da fungus, bakteri ve
viriis gibi etmenler hastaliklara neden olabilmektedir. Bu etmenler i¢inde viriislerle
miicadelenin zor olmasi ve verdigi zarar géz Oniine alindiginda ayr1 bir dneme sahip
oldugunu sdyleyebiliriz. Dolayisiyla Bingdl ilinde aricilik faaliyetinin yogun olarak
yapilmast ve bal arilarini infekteliyen viriislerle ilgili bugiine kadar herhangi bir ¢alisma
yapilmamis olmast bizleri bu ¢alismaya sevk etmistir. Diinya genelinde bal arilarinda en
yaygin ve en etkili olan ekonomik olarak zarara ugratan viriislerin arasinda bulunan
DWYV ve CBPV viriislerinin Bingdl ilindeki varliklari ve infeksiyon oranlarinin tespit

edilmesi aricilik faaliyetleri agisindan 6nem arz etmektedir.

Bing6l ili bal aris1 kolonilerindeki viral infeksiyonlar arasinda Deforme kanat viriisii
(DWV) ve Kronik ar1 felg virlisi (CBPV) varliklarin1 ve yayginligini tespit etmek
amactyla 2020 yili ilkbahar ve yaz aylarinda survey ¢alismasi yapilmistir. Bu ¢alisma ile
viral etmenlerin tespiti i¢in RT-PCR yontemi kullanilmistir. Bu calismada kullanilan
spesifik primerler daha once yiiriitiilen calismalardan benimsenerek molekiiler test
caligmalar1 yiiriitiilmiistiir. Toplamda 128 koloniden alinan 6rnekler test edilmis ve
%21,87 oraninda DWYV viriisii tespit edilmistir. Calisilan 6rneklerin hi¢birinde CBPV

infeksiyonuna rastlanilmamustir.

Bing6l ilinde tespiti yapilan DWYV viriisiiniin rastgele secilen izolatinin molekiiler
karakterizasyonlart yapilmistt. DWV  Bingdl izolatt diinyadaki diger izolatlarla
karsilastirildiginda  %98,45-77,22 arasinda niikleotit benzerligi gosterdigini ortaya
konulmustur. Ayrica olusturulan filogenetik agaca gore Bingdl DWV izolat1 en yakin
Tiirkiye izolati ile kiimelendigi tespit edilmistir.

RT-PCR sonucu tespit edilen ve molekiiler karakterizasyonu yapilan DWV viriisii
literatiir aragtirmamiza gore Bingdl ili i¢in ilk rapordur.

Bu calisma neticesinde elde edilen verilerle bal arilarinda ekonomik kayiplara neden olan

viral etmenler arasinda gerek Diinyada gerekse Tiirkiye’de ar1 kolonilerinde en yaygin
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bulunan DWYV viriisiiniin Bingdl ilindeki varligmin tespit edilmesi bu ildeki aricilik

acisindan 6nem arz etmektedir.

Bingol ilinin bitki ¢esitliligi bakimindan zengin bir floraya sahip olmas1 goger ariciligin
tercih ettigi bolge olmasindan dolay: giris yapacak olan ar1 kolonilerinin Tarim Orman i1
Miidiirliigii veya Universite araciliiyla teste tabi tutulmasi viral etmenlerin yayilmasini
onemli oranda kontrol altina alinabilecegi kanaatindeyiz.

Bu ¢alismadan elde edilen veriler ve bulgular degerlendirilirdiginde Bingdl ilinde aricilik

yapan lreticilere asagidaki 6nerileri yapabiliriz.

» Yapilan bu cgalisma ile tespit edilen ar1 viriislerine karst yapilacak en etkili
miicadele virlisiin birincil vektdrii olan varroa vb. vektorlere karsi yapilan
kapsamli bir miicadeledir. Bal aris1 viriislerini kontrol etmek i¢in dogrudan
yontemlerin bulunmadigini gézoniinde bulundurarak vektorlerle miicadele ayni
zamanda viriisle dolayli bir miicadele oldugunu unutulmamalidir. Ayrica varroa
akarmin kontrolii acisindan kullanilan uygulamalar bu viriisii baski altina
tutacaktir.

» Arniliklar i¢in viriise direngli ar1 kolonileri segilip yetistirilmesi viral etmenlerin
kontroliinde 6nemli rol oynar.

» Arnliklarda hijyene gereken onem verilmeli; yerlere petek, petek kirntilari,
propolis parcalar1 atilmamalidir. Hastalikli ar1 koloninilerinden alinan bal, petek,
cerceve vb. malzemeler saglam ar1 kolonilerinde kesinlikle kullanilmamali imha
edilmelidir.

» Ogula verilecek temel petek ve balli peteklerin temiz, hastaliksiz olmasina 6zen
gosterilmelidir.

» Hastalik etmeni tasimayan ana art ile c¢alisilmali, hasta koloniler satin
almmamalidir.

» Hastalik etmenlerinin bulunmadig1 cevrelerde aricilik yapilmali ve tedbirli
olunmalidir. Hastaligin ilk goriildiigii kovanlar ve arilar hastalik yayilmadan

derhal imha edilmeli ve diger aricilara bildirilmelidir.
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