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TUIK :‘Tiirkiye Istatistik Kurumu

UTR :Untranslated region

uv :Ultraviyole

XGAL :5-bromo-4-chloro-3-indolyl-beta-D-galacto-pyranoside
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BINGOL iLI BAL ARILARINDA (Apis mellifera L.) STYAH KRALICE
HUCRE VIiRUSU, TULUMSU YAVRU CURUKLUGU VIRUSU VE
AKUT ARI FELC VIRUSU’NUN YAYGINLIGINI RT-PCR
YONTEMI iLE BELIRLENMESI VE TESPIT EDILEN
IZOLATLARIN MOLEKULER KARAKTERIZASYONU

OZET

Yiirtitiilen bu calismada Bing6l ili Bal arilarindaki Siyah Kralige Hiicre Viriisii (BQCV),
Tulumsu Yavru Cirtkligii Virisii (SBV) ve Akut An Felci Virlisi (ABPV)
infeksiyonlar1 ve yayginliklari her viriise 6zgii primerler kullanilarak RT-PCR metodu ile
aragtirllmistir. Buna gore 128 farkli ariliktan rastgele sekilde toplam 384 canli isci ari
ornegi toplanmig ve laboratuvara getirilmistir.

Aragtirmast yapilan viriislerden SBV virlisii 128 ariliktan 9'inde %7,03 infeksiyon
orantyla belirlenirken BQCV viriisii ise 128 ariliktan 15'inde %11,7 infeksiyon oraniyla
belirlenmis, ABPV ise belirlenememistir. Molekiiler teshis ¢alismasinda ayn1 zamanda bir
ornekte %0,78 oraninda ikili infeksiyon da tespit edilmistir. Tespiti yapilan her bir
viriisten rastgele secilen bir izolatin kismi poliprotein gen bodlgesi molekiiler olarak
PGEM T-Easy vektoriine Klonland1 ve niikleotit dizi siras1 ortaya ¢ikarildi.

SBV i¢in 342 niikleotitlik iki dizi ve BQCV i¢in 700 niikleotit igceren bir dizi sirasiyla
MZz357971, MZ357972 ve MZ357974 erisim numaralari ile gen bankasina (NCBI)
kaydedilmistir. Her iki viral genoma ait dizilerin filogenetik iliskisi gen bankasinda yer
alan diinya ¢apindaki diger izolatlar kullanilarak arastirilmistir. BQCV- Bingdl izolati
(MZ357974) %96,58 oraninda en yiiksek niikleotit benzerligi ile Brezilya izolatina, en
diisiik %75,71 oranda ise Isveg izolat: (KY363519) ile benzerlik gosterdigi saptanmustir.
SBV-Bingol dizileri ise (MZ357971 ve MZ357972) kendi arasinda %100 oraninda
benzerlik gdstermis olup, her iki dizinin niikleotit benzerligi diger izolatlar ile %85,96-
%92,98 arasinda degismistir. Ayrica yapilan filogenetik analizler, her iki izolatin en fazla
Tirkiye (MH251274) izolati ile en az ise Cin (JX679488) izolat1 ile filogenetik yakinlik
icerisinde oldugunu ortaya cikardi. Bu c¢alismada tespiti yapilan SBV ve BQCV
viriislerinin varlig1 Bingdl ili i¢in ilk kayit niteligindedir.

Anahtar Kelimeler: Balarisi, Bingol, BQCV, SBV, ABPV, karakterizasyon, Tiirkiye.
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THE PREVALENCE of Black queen cell virus, Sacbrood virus and Acute
bee paralysis virus IN HONEY BEES (Apis mellifera L.) USING RT-
PCR METHOD IN HONEY BEES IN BINGOL PROVINCE AND

GENOMIC CHARACTERIZATIONS OF IDENTIFIED ISOLATES

ABSTRACT

In this study, Black queen cell virus (BQCV), Sacbrood virus (SBV), and Acute bee
paralysis virus (ABPV) infections and their prevalence were investigated by RT-PCR
method using primers specific to each virus in honey bees in Bingdl province.
Accordingly, a total of 384 alive worker bee samples were randomly collected from 128
different apiaries and brought to the laboratory.

Among the viruses studied, SBV and BQCV were identifified in 9 with an infection rate
of 7.03% and 15 with an infection rate of 11.7% of 128 apiaries, respectively, but ABPV
could not be detected in apiaries. In molecular tests, double infection was also detected in
a sample with a infection rate of 0.78%. Partial polyprotein gene region of a randomly
selected isolate from each detected virus were molecularly cloned into the pGEM T-Easy
vector and the nucleotide sequence sequence was revealed.

Two sequences of 342 nucleotides for SBV and a sequence of 700 nucleotides for BQCV
were registered in the GenBank (NCBI) under the accession numbers MZ357971,
MZ357972 and MZ357974, respectively. The phylogenetic relationship of the sequences
of both viral genomes was investigated using other worldwide isolates from the gene
bank. BQCV-Bingdl isolate (MZ357974) was found to be similar to the Brazilian isolate
with the highest nucleotide similarity of 96.58%, and to the Sweden isolate (KY363519)
at the lowest rate of 75.71%. The SBV-Bingdl sequences (MZ357971 and MZ357972)
showed 100% similarity among themselves, and the nucleotide similarity of both
sequences varied between 85.96% and 92.98% with other isolates. In addition, the
phylogenetic analysis showed that both isolates showed the highest phylogenetic affinity
with the Turkish isolate (MH251274), while the least phylogenetic affinity with the
Chinese (JX679488) isolate. The presence of SBV and BQCV viruses detected in this
study is the first record for Bing6l province.

Keywords: Honeybee, Bingdl, BQCV, SBV, ABPV, characterization, Turkey.
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1. GIRIS

Bilimdeki adi Apis mellifera L. olan Avrupa balaris1 1758 yilinda {inlii sistematikgi
Linnaeus kesfetmistir. Bal iiretimi yapilan Asya, Hindistan uzakdogu’daki diger Apis
tirlerinden ayirt etmek igin Avrupa balarisi olarak isimlendirilmistir (Engel 1999).
Avrupa bal arisinin taksonomisi;

Alem: Animalia

Sube: Arthropoda

Alt Sube: Antennata

Smuf: Insecta

Takim: Hymenoptera

Familya: Apidae

Cins: Apis

Tiir: Apis mellifera L. (Avrupa bal arisi)

Bal arilar1 hem irettikleri iirlinler hem de dolayli olarak bitkisel polinasyona olan
katkilarindan dolay1 gerek insanoglu gerekse doga icin vazgegilmez faydalari olan sosyal
boceklerdendir. Bal arillarinin meydana getirdigi ve dogal iirlinlerden olan; bal, ar1 siitii
polen, ar1 zehri ve propolis gibi iiriinlerden gerek insanlarin beslenmesinde gerekse
birgok hastaligin tedavisinde kullanilan ila¢ ya da ilaglarin ana maddesi olarak

yararlanilmaktadir(Kaftanoglu vd. 1992).

An yetistiriciligi ekonomik bir ugras olarak diisiiniildiiglinde bal arilarinin bitkilerde
polinasyona neden olarak meydana getirdigi fayda, iirettikleri iirlinlerinden dolay1
saglamis olduklar1 faydanin yaklasik on katindan fazladir. Hem bitkisel iiretimdeki
katkist hem de tirettikleri degerli lirlinler ile topraga ihtiya¢ duyulmadan yapilan bir
faaliyet oldugu i¢in kolay bir istthdam alan1 olmas1 nedeniyle ar1 yetistiriciligi, niifusunun
bliyiik bir bolimiiniin diistik gelirli oldugu Tiirkiye ve benzer iilkeler igin ari

yetistiriciliginin 6nemi her gegen giin artmaktadir (Geng ve Dodologlu 2002).



Bal arilart bitkisel iiretimdeki katkilari ile yabani bitkilerin devamliligini saglayarak
dogal dengenin korunmasina da onemli katkilar1 bulunmaktadir. Bal arilarinin kiiltiir
bitkilerinin polinasyonunda ve ekolojik dengenin saglamasinda roliiniin biiyiik olmasi,
arillarin yasam sekilleri, biyolojik yapilari, davranis ve iireme Ozellikleri bu dogal

dengenin korunmasinda 6nemli rol oynarlar (Akyol ve Camci 1999).

Kiiltir bitkilerin biiyiik bir kisminda polinasyon araciligiyla kalite ve kantitesinin
artmasinda bal arilarin etkisinin biliyilk oldugu goz ardi edilemez. Modern tarim
uygulamalari ile artan kimyasal kullanim1 ve bunun beraberinde getirdigi dogal dengenin
bozulmasi yabani bocek popiilasyonun da meydan gelen azalmalar nedeniyle, giiniimiizde
bal arilarinin 6nemini daha da arttirmistir. Cogu canlida oldugu gibi bal arilarinda da
birgok hastalik ve parazit bulunmaktadir. Bu etmenler bal arilarmin dogal dengesini
tehdit etmektedirler. Arilarin biyolojileri, tireme 6zellikleri, yasam sekilleri ve insanlarin
yapmis oldugu yanhs kimyasal uygulamalar, uygun olmayan bakim kosullar1 ve
konargoger (gezginci) ari yetistiriciligi ar1 hastaliklar1 ve parazitlerinin ar1 kolonilerinde
ve ariliklar arasinda kisa siirede yayilmasina neden olmaktadir. Bal arisi hastaliklar1 ve
parazitleri; koloni popiilasyonunun gelisimini engelleyen, , dogrudan ar1 saglhigina etki
edebilen, verimliligi azaltan, uygun dénemlerde yeterli bakim yapilmadiginda iiriin ve
kolonilerin sayisinin azalmasina hatta yok olmasina sebep olmaktadir (Akyol ve
Korkmaz 2005).

Diger yandan, diinya aricihigmi son derece tehdit eden en 6nemli ar1 paraziti Varroa
destructor, 1904 yilinda Apis cerena’da ve 1960 yilinda da Apis mellifera L. bal
artlarinda yaygin olarak goriilen ve ariciligi ciddi ekonomik sorunlarla karsi karsiya
birakan en biiyiik viriis tasiyicisi etmendir (Delfinado 1963). Varroa Apis mellifera
araciligiyla ticari amaclh yapilan aricilik sayesinde ana ari yetistirilmesi, ogul verme,
aricilik alet ve ekipmanlarinin nakliyesi ve konargoger aricilik yolu ile {ilke i¢inde ve
iilkeler arasinda genis alanlara yayilmasina neden olmustur. Varroanin aricilik yapilan
yerlerde hizla yayilmasi ve yiiksek oranda tahripkar olmasi diinyadaki ve iilkemizdeki
aricilik faaliyetlerini sekteye ugratmaya devam etmektedir (Morse and Laigo 1969;

Morse and Gonclaves 1979).



1.1. Varroa Akar

Varroa paraziti Tirkiye’ye ilk kez 1976 yilinda Trakya bolgesine Bulgaristan iizerinden
gecmistir ve oradan da bal tretimi yapan konargdcer aricilarin bolgeye gelmesiyle
ariliklarina bulagsmis ve Anadolu’ya bu sekilde taginmistir. 1977-1978 yillarinda ilk kez
Ege bolgesinde tespit edilen parazit daha sonra ¢am bali tiretimi yapmak amaciyla
tilkenin tiim bolgelerinden gelen aricilar 6zelikle bu bolgeye gelen aricilarin ariliklarina
bulagmistir. Biitiin tilkeye 4-5 yil gibi bir siire ig¢erisinde yayilmaya baslanmistir. Varroa
akar1 ilkemizde bulastigi ilk yillarinda yaklagik 600 bin koloninin yok olmasina ve
yaklagik 7000-7500 ton bal kaybina sebep olmustur. Parazit bugiin ariciligimizin en
onemli sorunlarindan biri haline gelmistir. Varroa arilarda genelde uzun siireli dikkat
cekici klinik belirtiler gostermez. Kisa siirede hayat dongilisiinii tamamlayan parazit
kolonilerde ciddi hasarlara neden olur. Armin kanmi emmek suretiyle ya da bazi
kaynaklara gére yag dokusundan beslenir ve ¢ogalir (Sekil 1.1). Parazitin yumurtasinin
gelisimi petek gozlerinde gelisir. Ana ar1 ilkbaharda yumurta birakmaya basladiktan
sonra disi akarlar da hemen akabinde bu gézlere yumurta birakir. Disi akar gelismekte
olan 5-6 giinliik olan larvanin petek gozlerinin igine gozler kapatilmadan 1-2 giin 6nce
girerler ve yumurtlarlar. Yumurtadan ¢ikan parazitler ar1 gozlerindeki larvalar {izerinde
bir hafta kadar hemolenfi emerek beslenir. 8 ay kadar yasayabilen disi akarlar, kis
mevsimini petek gozleri icerisinde gecirirler. Yazin aylarmada omiirleri daha kisa olup

yaklagik 2-3 aydir (Akyol ve Korkmaz 2005; Tewarson 1983).

Sekil 1.1. Is¢i arilar ve yavru iizerindeki Varroa akarmin goriiniimii



1.2. Bal Arilarinda Koloni Diizeni

Insan ve ekolojik denge igin nemli olan Avrupa balaris1 (Apis mellifera) koloni olarak
adlandirilan topluluklar halinde yasayan sosyal bdceklerdendir. Koloni ¢erisinde
morfolojileri, fizyolojileri ve gorevleri bakimindan ti¢ farkli birey olarak ayirt edilmistir.
Bu bireyler sirasiyla ana ar1, erkek ve is¢i arilardir. Ana ar1 ve is¢i arilar disidir, dollenmis
yumurtadan meydana gelirler. Erkek ar1 ise dollenmemis ana ar1 yumurtasindan olusur.
Bir arinin yasam dongiisii sirasiyla yumurta, larva, pupa ve ergin olmak tizere birbirinden
tamamen farkli dort gelisme donemi bulunmaktadir. Petek gozii igerisinde bulundugu
déneme kulugka siiresi denir ve bu donem de yumurta, larva ve pupa donemlerini
gecirmektedir. Bu siiregler bireyler beslenme durumuna gore farklilik gosterir; ana ar1 16
glin, isci arilar 21 giin, erkek arilar da 24 giin olarak tespit edilmistir. Yaz aylarinda
normal bir ar1 kolonisinde bir tane kralige ari, yiizlerce erkek ar1 ve sayisi kovanin
giicliiliigline goére 20,000-60,000 arasinda degisen isci ar1 niifusu bulunur. Kig aylarinda
yavruya gerek duyulmadigi i¢in erkek ar1 tiretimi yapilmamaktadir ve yasl isci arilarin da

cogu 6lmektedir (Akyol ve Korkmaz 2005; Seeley 1985; Winston 1987 ).
1.2.1. Koloni Bireyleri ve Gorevleri

1.2.1.1. Ana Ar ve Gorevleri

Kralige ar1 ve ece ar1 olarak da bilinen ana ar1 normal diizene sahip bir kolonide sadece
bir adet bulunur. Yaklagik 2-5 yil 6mrii olan ana arinin asil goérevi yumurtlayarak
kolonisinin devamliligini saglamaktir. Ana ar1 dig goriiniis olarak ince ve uzundur. Rengi
ise diger isci ve erkek arilara gore daha acik ve parlaktir (Sekil 1.2.). Beslenmesi, bakici
is¢i arilar tarafindan ana armnin agzina ar siitii vermeleri seklindedir. Ana ar1; ana ari
memesi olarak adlandirilan 6zel bir goz igerisinde 16 giinde gelisimini tamamlar. Ana ari
salgiladig1 feromonlarla kolonideki birlik ve diizeni yiiriitmekten sorumludur. Ayrica bu
kimyasal feromonlar is¢i ar1 yumurtaliklarinin olgunlagsmasini baskilar ve kolonide rakip

bir ana ar1 yetistirilmesini engeller (Akyol ve Korkmaz 2005).

Hayatta kaldig1 siire boyunca sadece ciftlesme ve ogul verme amaciyla yuva digina
cikarlar. Kulugka donemini sonunda ana ar1 kulugkadan ¢ikar. Ciftlesme riizgarsiz ve

giinesli bir giinde gerceklesir. Ortalama 8-18 erkek ari ile giftlesen ana ar1 yuvaya doner.



Ciftlestikten anar1 yaklagik giinlitk 1500-2000 arasi1 dollenmis ve doéllenmemis yumurta
birakir. Dollenmis yumurtalarda isci arilar tarafindan siirekli an siitii ile beslenir ve

gozler icerisinde ana ar1 gelisir (Rangel J. et al. 2013; Akyol ve Korkmaz 2005).
1.2.1.2. Isci Ar1 ve Gorevleri

Dollenmis yumurtadan meydana gelen is¢i arilar diger kolloni bireylerine gére daha
kiigiik viicuda sahiptir (Sekil 1.2). Koloninin giicline ve mevsime bagli olarak kolonideki
is¢i ar1 sayisi ilkbahar ve yaz aylarinda 20,000-60,000 kis aylarinda ise 10,000-15,000
arasinda degisir. Normal kosullarda yumurtlama hari¢ kolonide ki isci arilar1 ana ari
bakimi, yavru bakimi, kovan temizligi, kovanin havalandirilmasi, kovanin bekgiligi,
petek orme, nektar toplama, bal mumu salgilama, sutasima ve bunlar1 agzindaki tiikiiriik
bezlerini sayesinde ile bala doniistiiriir, ar1 siitii iiretme ve bitkilerden propolis, polen
toplama islerinden sorumludur. Yasam siireleri kisa olan is¢i arilar, ¢alisma temposuna
bagli olarak normalden daha hizli yipranmasi nedeniyle ilkbahar-sonbahar arasindaki
donemde 35-40 giin gibi kisa bir siire hayatta kalir. Kis donemindeki is¢i arilarin ¢aligma
temposu diistiigii icin Omiirleri 6-8 aya kadar ¢ikabilmektedir (Seeley 1985; Winston 1987;
Akyol ve Korkmaz 2005).

1.2.1.3. Erkek Ar1 ve Gorevleri

Erkek arilar dollenmemis yumurtalardan gelisir ve diger arilara gdre yarim takim
kromozoma sahiptir. Erkek arilarin boyu is¢i arilardan ve ana aridan daha kisa ve genistir
(Sekil 1.2.). Erkek arilarin beslenme hortumu kisa oldugu i¢in ¢i¢eklerden nektar
alamazlar, hazir balla beslenirler bu da kovana yiik demektir. Erkek arilarin omrii
ortalama 30 giindiir. Isci arilar, ergin erkek arilari koloniden atarak erkek ari
popiilasyonunun sinirl sayida tutarlar. Ge¢ sonbahar ve kis aylarinda ise sayilar1 yok
denecek kadar azalir. Erkek arilarin tek gorevi ana arilarla ciftlesmektir. Erkek arilarin
sperma miktar1 ve Kkalitesi beslenmesine gore degisebilir (Seeley 1985; Winston 1987;
Akyol ve Korkmaz 2005).



isci Ana ari Erkek

Sekil 1.2. Bal aris1 kolonisinde yer alan bireyler

1.3. Tiirkiye ve Diinya Aricihik Verileri
1.3.1. Diinyada Aricihk

Aricilik diinya geneline yaygin olarak yapilan 6nemli bir tarimsal faaliyettir. 2018 y1li
itibariyla diinyada toplamda 92,265,141 ar1 kovani ve yaklasik 1,850,868 ton bal iiretimi
yapilmaktadir. Kovan basina bal ortalamasi ise 20,1 kg’dir. Diinyada iiretilen balin %90°1
20 dolayindaki bal iireticisi tilkeden yapilmaktadir (Anonim 2021a).

Tablo 1.1. Diinya kovan sayist (Anonim 2021b)
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Tablo 1.2. Ulkelere gore bal iiretim miktar: (Anonim 2021b)

Ulkelerin Bal Uretim Miktari 2010-
2017 (Bin/Ton)
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Diinyada bal iiretiminde 457,203 ton ile ilk siradaki iilke Cin’dir. Bal verimi oraninda

kovan basina 49,80 kg ile diinya ortalamasinin tizerindedir.

Tablo 1.3. Ortalama kovan bal verimliligi (Anonim 2021b)

ORTALAMA KOVAN BAL VERIMLILIiGI (KG)
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Ulkelerdeki ortalama bal iiretimin tablosu incelendiginde Cin, Kanada ve Tiirkiye’nin bal
iretimi dikkat c¢ekicidir. Tiirkiye bal {iretim miktarinda diinyada 2. sirada yer almasina
ragmen kovan basmna bal tiretim miktart 14,40 kg ile diinya ortalamasinda son
siralardadir. Diinyada en ¢ok bal iireten iilkeler; ABD, Japonya, Fransa, Isvicre, Almanya,

Avusturya ve italya’dir. Gelismis iilkelerde ariciliktan, bal ve bal iiriinleri elde etmenin



yani sira polinasyon ile tarimsal faaliyetlere katkida bulunmak amaciyla da

faydalanilmaktadir (Anonim 2021a).

Tablo 1.4. Diinyada bal iiretim ytizdeleri (Anonim 2021b).
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1.3.2. Tiirkiye Aricilik Verileri

Tiirkiye, bal tiretimi ve ar1 kolonisi varligi bakimindan diinya siralamasinda 6n siralarda
yer alir. Bitki tiiri ¢esitliligi acisindan zengin bir iilkedir. Bu tiirlerin yaklasik %40°1
endemiktir ve iilkemiz ¢ok sayida farkli bal arisi tiirtine sahiptir. Yapilan arastirmalar
sonucunda Tirkiye’de bes farkli ari ki tespit edilmis olup bunlar: Apis mellifera
anotolica, Apis mellifera causica, Apis mellifera carnica, Apis mellifera ve Apis mellifera
meda’dir. Bu gesitlilige ragmen bal verimi konusunda diinya ortalamasmin altindadir
(Anonim 2021a).

Tablo 1.5. Tiirkiye nin son bes y1lin aricilik verileri (TUIK, 2019)

Isletme Kovan Sayis1  Bal Uretimi Ortalama Kovan Bal

il sayisi (1000 adet) (Bin/ton) Verimi (Kg)
2014 81,108 7,083 103,525 14,62
2015 83,475 7,748 108,128 13,96
2016 84,047 7,900 105,727 13,38
2017 83,210 7,991 114,471 14,32
2018 81,830 8,108 107,920 13,31

2019 80,675 7,929 109,330 13,78




TUIK verilerine baktigimizda 2019 yilindaki bal iiretimi 109,330 tondur. Kovan saysi
yillar igerisinde siirekli artmistir. Kovan basina bal verimlilige bakildiginda, kovan

sayisindaki artig bal iiretimindeki etkisinin az oldugu gozlemlenmistir.
1.3.3. Bingol Aricilik Verileri

Tiirkiye ve Bingdl ili bitki tiir gesitliligi ve koloni sayist fazla olmasina ragmen bal ve
diger iriinlerinin iiretiminde kendileri ile benzerlik gosteren bitki tiir ¢esitliligi ve koloni
sayisina sahip olan tilke ve sehirlere gore, bal ve diger bal iriinleri bakimindan daha az
oranda bulunuyor. Bunun temel sebeplerinden biri de bal aris1 kolonilerinin ¢ok sayida

hastalik i¢in uygun bir ortamimn bulunmasidir.

Ulkeler arasinda ari, aricilik malzemeleri ve ari iiriinleri ticareti ile ar1 hastalik ve
parazitleri kisa siire icerisinde diinya geneline yayilmasina sebep olmaktadir. Diinyada
onemli bir bal iireticisi olan ve icerisinde 6nemli bir bal arist populasyonu barindiran
iilkemizde, arilarda 6nemli hastaliklara yol agan ve bal iiretimini miktarint 6nemli

derecede azaltan ar1 patojenleri mevcuttur.

Tablo 1.6. Bingol ili aricilik verileri (TUIK, 2019)

Tigeler Isletme sayisi Toplam kovan Bal iiretimi (ton)
Merkez 316 54,702 747,422
Adakh 39 5,337 36,76

Geng 81 19,542 248,88
Solhan 78 18,033 236,43
Karhova 66 12,800 103,7
Yedisu 35 3,519 41,179

Kig 78 12,197 100,591
Yayladere 22 5,660 16,2
Toplam 715 31,790 1531,162

Bu patojenler arasinda bal aris1 viriisleri onemli yer tutmaktadir. Bal aris1 viriislerinin
tespiti ve miicadelesiyle ilgili iilkemizde sinirli ¢alismanin yapilmasi diger iilkelere
kiyasla iilkemiz ve Bing6l ilindeki aricilik iriinlerinin yeterli seviyede olmayisinin
sebepleri arasinda gosterebilir. Bizim bilgilerimize goére, Bingdl ilinde Siyah kralice
hiicre virilisii (BQCV), Akut an felg virlisii (ABPV) ve Tulumsu yavru ¢iirikligi viriisii

(SBV) etmenlerinin varliklarinin molekiiler olarak ortaya ¢ikarilmasi ile ilgili herhangi
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bir ¢alisma bulunmamaktadir. Yiriitiilen bu silirvey ¢alismasinda, Bing6l ilinde bulunan
bal arilar1 kolonilerinde diinya ¢apinda yaygin olarak belirlenmis ii¢ viriisiin varlig1 RT-
PCR yoOntemi ile arastirilmasi ve bolgedeki yayilis alanlar1 ile mevcut infeksiyon
oranlarinin ortaya koyulmasi hedeflenmistir. Ayrica Bingdl ilinde tespit edilen virlislere
ait spesifik gen dizisi, molekiiler klonlama yoluyla ortaya ¢ikarilmasi ve bu dizilere
dayanarak diinyadaki diger viral etmenlerle olan filogenetik iliskilerinin arastirilmasi

amagclanmustir.



2. KAYNAK OZETLERI

Bal aris1 diinya genelinde genis cografyalar da yaygin olarak yetistirildiginden dolay1 bal
arasinda bu giine kadar ¢ok sayida viriis hastalifi rapor edilmistir. Bunlarda birkaci
ekonomik Onem tasimakta ve bal aris1 kolonisinde zararlara neden olmaktadir. Tez
konusu kapsaminda belirlenen bu viriislerin bal aris1 viriislerinin diinya literatiiriine gore

isimlendirmeleri ve genel 6zellikleri asagidaki gibidir.

v" Acute bee paralysis virus (ABPV)
v Black queen cell virus (BQCV)
v’ Sacbrood virus (SBV)

2.1. Bal Ansi Viriislerinin Taksonomisi

Bal aris1 viriisleri arasinda Apis mellifera filamentous virus (AmFV) ve Apis iridescent
virus (AIV) viriisleri dsDNA genomu sahipken geriye kalan bal arisi1 viriisleri ssRNA
virlisii olup genelde Picornavirales takimina ait Iflaviridae ve Dicistroviridae

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

Dicistroviridae familyasindaki bal aris1 viriislerinde 9-10 kb uzunlugunda bir birinden
ayrilan iki ORF bolgesi (opening reading frame) bulunur. IRES (internal ribosome entry
site) olarak gorev yapan bolgenin genomu 3' ucunda kalan bdlgenin translasyonunu bu
noktadan itibaren baslatir (Wilson et al. 2000). Bu familya ait viriislerin kilif proteini
(VP1, VP2, VP3 ve bazi viriis tiirlerinde bulunan VP4) 3' ucu kisimda bulunan ORF
(opening reading frame) genomu ile kodlanirken yapisal olmayan proteinler ise 5' ucunda
bulunan ORF (opening reading farme) genomu tarafindan kodlanmaktadir (Gordon and
Waterhouse 2006).
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Dicistroviridae familyas: ismini RNA genomunun iki farkli ORF'nin bir IRES ile
ayrilmast ile bu familya tanimlanmistir. Tez calismasit kapsaminda bulunan ABPV
Dicistroviridae familyasinin Aparavirus genusunda yer alirken BQCYV ise ayni1 familyanin

Cripavirus genusunda yer almaktadir (Anonim 2021c).
2.1.2. Iflaviridae

Picornovirales takiminda yer alan sadece Iflavirus genusuna sahip bu familyada
genusunda dokuz wviriis tiirii bulunmaktadir. Aragtirmamizin konusu olan SBV, bu
genusun bir iyesidir (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 bagl olurken, 3' ucunda ise poly-A uzantisi
bulunmaktadir. 5" ucunda uzun bir UTR (untranslated region) bulunduran familya tiyeleri
ayn1 zamanda bu UTR bolgesi 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 bdlgesi icerdigi igin biitiin proteinler tek bir

polipeptit halinde tiretilir (Chen and Siede 2007).
2.2. Tulumsu Yavru Ciiriikliigii Viriisii (Sacbrood virus; SBV)
2.2.1. Genel Ozellikleri

Ulkemizde tulumsu veya torba yavru ciiriikliigii hastalig1 adiyla bilinen, Sachrood virus
ilk kez 1913 yilinda ABD’de tespit edilmis olmasina ragmen (White GF 1917), SBV bir
viriis ajani olarak ilk kez 1964 yilinda karakterize edilmistir. SBV en yaygin bal arisi
virlisii infeksiyonuna neden oldugunu, bu viriis larvalari veya yetiskin bal arilarini enfekte
edebildigini ve ergin arilarin infeksiyona karsi duyarliliginin yiiksek oldugu yaygin art

viriislerindendir (Bailey et al. 1964).

SBV 6zellikle larva hastalig1 olarak tanimlanmstir. Infeksiyon déneminde larvanin 4.
giiniine kadar olan siire¢ larvalarin hastaliga karst en hassas olduklari doénemdir.
Larvalarin yas1 ilerledikge infeksiyona karsi duyarliliklar1 azalir. Yetiskin arilar,
goriilebilir simptomlar gostermeden, yalnizca hasta arilarin saglikli arilara oranla kisalan
yasam siiresiyle karakterize edilen gizli bir infeksiyon gelistirir (Grabensteiner et al.
2001; Berenyi et al. 2006).
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SBV infeksiyonu sezona bagli olarak bir dagilim gosterir. Oncelikle ilkbahar ve yaz
aylarinda sonbahar aylarina oranla daha fazla goriilmektedir. SBV infeksiyonunun sikligi,
yavrulama mevsiminin basladig1 ve ¢ok sayida duyarli larva ve geng yetiskinin bulundugu
ilkbaharda yliksek diizeye ulasabilecegini saptamislardir. Aslinda; sezon boyunca zengin

polen ve nektar kaynaklari yavrulamayi tesvik eder.

Enfeksiyonunun mevsimsel degisimi hem yetiskin arilarda hem de pupalarda gozlemlenir
ayrica polen kalitesi gibi durumlardan da etkilenir (Anderson and Gibbs 1988). SBV
viriisiin diinya genelinde birgok iilkede goriiniiste saglikli olan kolonilerde siklikla
goriilen bal arilarinin yaygin infektif bir etmen oldugunu tespit etmislerdir (Allen and Ball
1996).

2.2.2. SBV Viriisiiniin Genom Organizasyonu

SBV genomu 2858 aminoasit uzunlugunda bir poliprotein sentezleyen 179-8752 nt
araliginda bir ORF (open reading frame) iceren 8832 nt uzunlugunda ve SSRNA(+)
RNA’dan olugmaktadir (Sekil 2. 1). Yapisal genler genomun 5' ucunda, yapisal olmayan
genler ise 3' ucunda olmasindan dolay1r Picornavirus olarak degerlendirilmistir (Ghosh et
al. 1999).
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Sekil 2.1. SBV’ye ait genom organizasyonu

2.2.3. SBV’nin Tasinmasi

SBV infeksiyonu, V. destructor tarafindan istila edilen ar1 kovanlarindan ¢ok sayida
yetigkin arida tespit edilmistir. Dis parazitlerin 6zellikle agiz kisimlarinda ve sindirim

sistemlerinde tespit edilmis ve yiikksek miktarda virlis varhigr saptanmistir. Akar
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orneklerinde SBV yayilmasi ile yetiskin ar1 6rneklerinde SBV varligi arasindaki pozitif
iliski tespit edilmistir. Ayn1 zamanda etkenin Varroa parazitinde de tespit edilmesi,
Varroanin viriisii  koloniler arasinda tasiyabilecegini diisiindiirmektedir. Hastaligin
yayllmasinda diger 6nemli bir faktér de kovami sasiran erkek arilardir (Tutkun ve
Bosgelmez 2003; Ball et al. 1989; Kevan et al. 2006).

SBV polende tespit edilmesi, viriisiin is¢i arilardan kolonideki bakici arilara besin
takviyesi araciligiyla olasi bulagmasini dogrulamaktadir. Bu durum; SBV'nin arilarin
hastalikli kolonilerden toplanan bal veya polen yoluyla beslenerek koloniler arasinda

etmenin bulasmasi da miimkiindiir kilmistir (Shen et al. 2005).

SBV viriisli nedeniyle 6lmiis larvalarin bulundugu petek gozlerini kovandan uzaklastiran
bakici ig¢i arilar da infeksiyona yakalanirlar. Etmen arilarin hipofarengeal bezlerine
yapisir ve bakict arilar larvalari besleme esnasina viriisii bulastirir ve infeksiyon yayilir

(Maramorosch and Shatkin 2007).

Shen et al. (2005), kolonideki bakici arilarin viriisii besleme yoluyla diger yetiskin arilara
bulastirdigin1 saptamislardir. SBV'nin; hastalikli kolonilerden toplanan bal veya polenle
arilarin beslenmesi sonucu koloniler arasinda bulagtirabilmesi de miimkiindiir. SBV
partikiilleri ayn1 zamanda ana armin ovaryumunda birikebilmekte ve ana arinin yumurta

birakmasi sonucunda yeni ¢ikacak olan yavrulara gegebilmektedir (Chen et al. 2006b).
2.2.4. SBV’nin Olusturdugu Simptomlar

SBV viriisii, ergin bal arilarin1 ve larvalar1 enfekte eder. Infeksiyona kars larvalar daha
hassastir. SBV biiylik oranda larva dliimiiyle sonuglanan 6nemli morfolojik degisikliklere

neden olan yiiksek viral replikasyon sayesinde larvalari etkiler (Berenyi et al. 2006).

SBV enfekteli bal aris1 larvasi, larva asamasindan pupa asamasina gegemeden petek gozii
icinde derisi degistiremeden ve viicudu ile deri arasinda ektosial sivinin birikmesi sonucu
petek goziine yapismis bir sekilde dik konumda 6liir. SBV ile enfekte olmus larva derinin
bas kismindan ayrilmadigi zaman ekdisial sivinin deri ve viicut arasinda birikmesiyle
torba goriiniimii almasi nedeniyle Sacbrood virus; SBV (Tulumsu yavru c¢iirikligi

viriisii) olarak isimlendirilmistir (Cordoni 2011).
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Enfekte olmus larvalarin pupa asamasmna gegmedigini ve SBV partikiilleri agisindan
zengin ektosial sivi, hastaligin adlandirildigi keseyi olusturan sindirilmemis pargalarin
altinda biriktigini ve enfekte olmus larvalarin renklerini inci beyazindan soluk sariya
degistirdigini ve Sliimden hemen sonra larvalarin kurudugu ve koyu kahverengi kese

sekline doniistiigiinii saptamislardir (Bailey et al. 1964).

Sekil 2.2. SBV ile enfekteli larva

2.3. Siyah Kralice Hiicre Viriisii (Black queen cell virus; BQCV)

2.3.1. Genel Ozellikleri

BQCV hem A. mellifera ve hem de A. cerena bal arilarini infekteleme yeteneginde olan
riskli bir patojendir (Chen et al. 2021). BQCV bal arilarinda 6zellikle de ana ari
larvalarini etkileyen bir viriistiir. Adindan da anlasilacagi iizere bu viriis, enfektelenmis
pupa igeren petek hiicrelerinin duvarlarindaki karartilmis alanlardan izole edildigi i¢in bu
isimle Ozdeslesmistir. Ayni calismada yapilan elektron mikroskobu ve genom
incelemeleri sonuglari etmenin 30 nm g¢apinda isometrik bir RNA viriis oldugunu ilk kez
ortaya konulmustur (Bailey and Woods 1977). Her ne kadar ana ar1 pupasinda
tanimlanmigsa da daha siklikla ergin bal arilarinda da bahar ve yaz aylarinda infeksiyona

sebep olmaktadir (Tentcheva et al. 2004).
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2.3.2. BQCV Viriisiiniin Genom Organizasyonu

BQCV, Dicistroviridae ailesi ve Cripavirus genusunda yer almaktadir (Mayo 2002).
Genomu 8550 niikleotid uzunlugunda ve SSRNA(+) yapili viriisiin genomu, iki tane ORF
bolgesine sahiptir. Genomun 5’ ucundaki ORF1 bolgesi yapisal olmayan proteinler olan
Helikaz, RdRp (RNA’ya bagli RNA polimeraz) ve Proteaz gen bélgesini barindiran 4968
niikleotit uzunlugundadir. 3’ ucunda bulunan ORF2 bdélgesi ise 2562 nt uzunlugundadir
ve ORF1 bolgesinden 208 nt uzunlugundaki intergenik bolge ile ayrilmistir. ORF2
bolgesi kapsit proteinini olusturan CP1, CP2, CP3, CP4 ve 6 kDa biiyiikliigiinde yapisal
proteinlerinden sorumludur (Leat et al. 2000; Benjeddou et al. 2001; 2002).
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Sekil 2.3. BQCV’ye ait genom organizasyonu

2.3.3. BQCV’nin Tasinmasi

Varroa ile yiiksek seviyede enfekte bir kolonide, hasta veya 6li arilarda yogun miktarda
BQCYV viriisiiniin goriilmesi; Varroa, viriisiin ¢ogalmasini tetikledigini, hastalik ya da
oliimlerin meydana gelmesine neden oldugu tespitini desteklemektedir (Maramorosch and
Shatkin 2007). Ayrica; parazitlerin arida olusturdugu yaralar viriisiin arida daha fazla
infeksiyon yapmasina olanak saglar. Bu sekilde hastalik iyice yogunlasir ve virlisiin
oldiiriicii seviyelere ulasmasina saglar (Sammataro and Avitabile 1998). Viriis, ana arinin
bagirsak dokularimin yanisira digskida da tespit edildigi rapor edilmistir. Ancak, BQCV
kismen yetigkin arilarin sindirim sisteminde meydana getirdigi infeksiyon nedeniyle
birincil olarak Nosema apis protozoal etmeni ile baglantilidir (Chen et al. 2006b; Bailey
et al. 1983).
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Bailey and Woods (1974), BQCV’nin yetiskin arilarin orta bagirsak dokusunu enfekte
ettigini ve bu bdlgenin infeksiyona duyarliligini arttirdigini saptamislardir. Ayrica, bahar
ve yaz aylarinda infeksiyon yogunlugu olan bal arisi kolonilerinde BQCV ve N. apis
orani arasinda 6nemli bir iliski oldugunu belirlemislerdir. Bu bilgiler 1s1ginda BQCV'nin
bu parazit ile enfekte olmus arilarin yiiksek Oliim hizinin gorilmesinde 6nemli rol
oynayabilecegi sOylenebilir. Ayrica literatiirde yer alan bazi kaynaklarda bu viriisiin

varroa ektoparaziti ile de taginabilecegi belirtilmistir (Kevan et al. 2006).

2.3.4. BQCV’nin Olusturdugu Simptomlar

BQCYV ile ilgili yapilan onceki arastirmalarda her ne kadar pupadan izole edilip tespit
edilmigsse de BQCV'i genellikle ergin bal arillarinda bahar ve yaz aylarinda daha sik
rastlanmigtir (Tentcheva et al. 2004). Viriisiin goriildiigii kolonilerdeki karakteristik
belirtiler ishal, sismis karin, bagirsakta 6dem olusumu Ve i¢inde bulunan seffaf sudan
dolay1 genislemis rektumdur (Higes et al. 2007). Yanisira tipik olarak krali¢e ar1 pupa ve
prepupalart da dogal rengini kaybederek kahverengi renge donmektedir (Benjeddou et al.
2001; Mayo 2002).

Sekil 2.4. BQCYV ile enfekteli rengi kararmis ana ar1 larvasi

Klinik olarak viriisiin birincil konukg¢usunu olusturan ana ar1 larvalarini ve ana ari

pupalarint etkilemesine ragmen bu larvalar, SBV infeksiyonunun neden oldugu
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simptomlara benzer sekilde, soluk sar1 bir goriiniim ve sert bir kese benzeri deri goriintiisii
verdigini ve olen pupalar i¢inde ¢ok sayida viral partikiillerin toplandig1 saptanmistir

(Bailey and Woods 1974).

Kralige arilarda BQCV’nin ovaryumda tespit edilmesi yumurtlama yoluyla da

bulasabilecegi gostermektedir. Yapilan aragtirmalarda etmen ayni zamanda diskida ve

bagirsaklarda da belirlenmistir (Chen et al. 2006a; 2006b).

N. apis ile enfekteli kolonilerde BQCV daha ¢ok goriilmesinden dolay1 yapilan
caligmalarda BQCV'iin N.apis ile daha ¢ok iliskili oldugu ve diger kolonilere gegis yolagi
olusturabilecegi rapor edilmistir (Chen and Siede 2007). Ayrica BQCV viral genomu
artlarin yanisira balda da tespit edilmistir (Mili¢evic et al. 2018).

2.4. Akut An Felg Viriisii(Acut bee paralysis virus; ABPV)

2.4.1. Genel Ozellikler

Ilk kez 1963 yilinda ergin bal arilarinda yapilan calisma sirasinda ABPV simptom
gdstermeyen bir hastalik olarak teshis edilmistir. Infekteli bal arilarinda gdzlemlenen felg
ve titreme gibi belirtilerin nedeninin arastirilmasi esnasinda CBPV ile iliskili olarak teshis
edilmistir. ABPV ile enfekteli bal arilarinin, CBPV ile enfekteli bal arilarina oranla daha
kisa siirede o6ldiigi goriilmiistiir. ABPV enfekteli arilar 2-3 giin boyunca titreme ve felg
belirtileri gosterdikten sonra 61diigii tespit edilmistir (Bailey et al. 1963).

ABPV’nin bal arilarinin tiim donemlerinde zararli olacagini, ancak virlis ¢cogalmasi i¢in
en uygun donemin pupa donemi oldugunu tespit etmislerdir. ABPV ile enfekte arilarin
digkisinda ABPV gibi baska birgok viriis tespit edilmistir (Sanpa and Chantawannakul
2009; Bailey and Gibbs 1964). Bu etmen bal arilarinin hem ergin arilarda hem de larva
doéneminde hasara yol agan etmen genellikle ergin arilarda ve yaz aylarinda goriilmektedir

(Allen and Ball 1996; Maramorosch and Shatkin 2007).

ABPV patojeni her ne kadar arilarin tiim viicudunda yer alsa da yapilan serolojik testler
viriislin 6zellikle beyin ve hipofarengeal bezlerden izole edildigini gostermektedir (Bailey
and Milne 1969).
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2.4.2. ABPV Viriisiiniin Genom Organizasyonu

ABPV Dicistroviridae familyasinda yer alir (De Miranda et al. 2010). Dicistroviridae
familyasinin tipik 6zellikleri tasiyan viral etmen sSRNA(+) genomuna sahiptir. Genomda
iki ORF (agik okuma bdlgesi) yer alir ve aralarinda bir IRES (Ribozom giris bolgesi)
bulunur. 5" ucunda bulunan ORF1 bélgesi Non-structural protein (ORF1) yapisal olmayan
genleri igerir ve 3' ucunda yer alan ORF2 ise yapisal olan structual protein genlerini
kapsar (Govan et al. 2000; Maori et al. 2007b).
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Sekil 2.5. ABPV’ye ait genom organizasyonu

2.4.3. ABPV’nin Tasinmasi

Infeksiyonun yayilmasinda ar1 kolonisinin farkli smiflarina ait bireylerinin (erkek, isci ar1)
yanisira bal arisinin her gelisim doneminde (yumurta, larva, pupa, ergin) ABPV
rastlandigr bildirilmistir (de Miranda et al. 2013). ABPV, yetiskin arilarin tiikiiriik bezi
salgilar1 yoluyla ve bu salgilarin bulastigi besin maddeleri ile kovan igerisinde yayilir
(Ball 1985). ABPV etmeninin yayilmasinda ve varliginda V. destructor etkisinin oldugu
tespit edilmistir (Tentcheva et al. 2004; Kevan et al. 2006).

Amerika ve Avrupa’daki ¢ogu koloninin sénmesinde ABPV’nin Varroa ile birlikte
infeksiyona enfeksiyona neden oldugu tespit edilmistir (Antinez et al. 2006; Berényi et
al. 2006). Art kolonilerinde ABPV etmenin bulundugu fakat kolonide Varroa’nin tespit
edilmedigi kolonilerde bu etmenin goriilmiis olmasi, etmenin ¢ogalmasini tetikleyen
bagka faktorlerin de olabilecegini gostermektedir. Ayrica etmenin spermada saptanmasi

hastaligin genital yolla da bulasabilecegini gostermektedir (Yue et al. 2006).
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2.4.4. ABPV’nin Olusturdugu Simptomlar

Saflagtirilmis akut ar1 felg viriisiiniin arilara inokule edilmesi sirasinda hayvanlarin
O0lmeden 5-7 giin Once titremeye basladigi ve ucamadiklart gozlenmistir. Bdylece
ekstrakttaki viriis akut ar1 felg viriisii olarak tanimlanmustir. ABPV hem larva hem de
erigkin arilarda infeksiyon olusturabilmesine karsin hastalik genellikle eriskin arilarda ve
yaz aylarinda ortaya c¢ikmaktadir. Enfekte erigkin arilarin tiikiiriik bezlerindeki etkenin
larvalara beslenme sirasinda gectigi diistiniilmektedir. Larvalar, enfekteli eriskin arilara
dontisebilirler fakat i¢erdikleri ¢ok miktarda viriis partikiilii kisa siirede 6liim gerceklesir
(Maramorosch and Shatkin 2007).

ABPV' nin yetiskin arilardaki tipik simptomlari; titreme, ugamama, gogiis ve karin
gblgesinde koyulasma, tiiylerin dokiilmesi (Sekil 2.6 ve Sekil 2.7) sonucu parlak bir
goriiniim dahil olmak {izere hizla ilerleyen bir felg etkisiyle yetiskin arilarin ani 6limd ile

karakterize edilmistir (Ribiére et al. 2008; De Miranda et al. 2010a).

Sekil 2.6. ABPV ile enfekteli isci arilar
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Sekil 2.7. ABPV enfekteli ana ar1 (Mavi ok)
2.5. Tiirkiye’de Ar Viriisleri Ile Ilgili Yapilan Calismalar

Ulkemiz iklimi ve topografik yapistyla aricilik i¢in dnemli bir potansiyeldir. Ulkemiz ar1
ve ari triinleri bakimindan 6nemli bir ticari potansiyele sahip olmasina ragmen bal verimi
konusunda diinya ortalamasinin altindadir. Bal aris1 kolonisinde ar1 hastalik, zararli ve
viris enfeksiyonlarinin ekonomik agidan 6nem arz eden bu tehdit unsurlarina ile ilgili
yapilan calismalar yeterli degildir. Ulkemizde hangi bolgede hangi ar1 viriisiiniin varlig
yapilan birka¢ ¢alisma disinda detayli olarak bilinmemektedir. Tiirkiyede ar1 yetistiriciligi
yapilan yerlerde tespit edilen simirl sayidaki viriis enfeksiyonlar1 6zet halinde asagida

verilmistir.

BQCYV viriisii, Tirkiye’de (Glimiisova vd. 2010; Oguz vd. 2017; Karapinar vd. 2018;
Riistemoglu ve Sipahioglu 2019; Kalayci vd. 2020;) tarafindan belirli bolgelerde tespit
etmislerdir. Glimiisova vd. (2010), Dogu Karadeniz bélgesinde (Sinop, Samsun, Amasya,
Giresun, Trabzon, Rize) illerinde yiiriittiikkleri calismada BQCV’ye 6zgii 700 bp ve
Structural polyprotein gen bolgesi ¢ogaltilarak %21,42 oraninda enfeksiyon tespit

etmislerdir.

Oguz vd. (2017), Van ilinde ki Nosema tiirlerinin yayginhiginin belirlenmesi amaciyla,
Van ilinde yetistirilen bal arilarinda (Apis mellifera) siyah kralige hiicre virtisii (BQCV)
ve tespit edilen izolatlarin molekiiler ozelliklerinin RT-PCR metodu belirlenmesini



22

amaclandi. Bu amagla, 2015 Nisan ve Mayis aylarinda Van iline ait 5 arilik
lokasyonundaki 26 koloniden toplam 260 yetiskin isci ar1 toplandi. Ornekler mikroskobik
olarak incelendi ve pozitiflik durumu spor tanimlama ve multipleks PCR ile yapildu.
Mikroskobik incelemeler 26 koloninin 8'inde Nosema spp. (%32,5) sporlarinin varligimi
ortaya ¢ikardi. Multiplex PCR testleri ise toplanan tiim orneklerin Nosema ceranae
bakimidan pozitif oldugunu ortaya koyarken, Nosema apis hicbir ornekte tespit
edilemedi. Sonug olarak, toplam 26 koloninin 23'inde %88,52 oraninda BQCV viriisii

tespit ettiklerini rapor etmislerdir.

Karapmar vd. (2018), Van bolgesinde yiiriittiikleri calismada BQCV viriisiine structural
poliprotein gen bdlgesine ait 700 bp niikleotit dizisini molekiiler olarak amplifiye ederek
bu bolgedeki BQCV yayginliginin %88,46'sinda (23/26) oraninda oldugunu tespit
etmisglerdir. Riistemoglu ve Sipahioglu (2019), Hakkari bolgesinde yiiriittiikleri ¢aligmada
BQCV viriistine ait kilif protein (CP) gen bdlgesine ait 567 bp niikleotit dizisini
molekiiler olarak amplifiye ederek bu bdlgedeki BQCV yaygmliginin %16,6 oraninda
oldugunu tespit etmiglerdir. Kalayc1 vd. (2020), Tiirkiye’deki ariliklarindan koloni kayb1
ile ilgili gelen sikayetler tizerine 2016-2018 yillarinda Adana, Aydin, Bursa, Izmir,
Kiitahya, Mugla ve Manisa illerinde toplamda 76 ariliktan 2280 6rnegi BQCV virlisiine
karsi test ettiler. Koloni kayb1 yasanan ariliklarda bu viriisiin polyprotein genine 6zgii 532
bp gen kismi gogaltilmis ve %28,9 oraninda BQCV pozitif sonug elde edilmistir. Usta vd.
(2020), Burdur bolgesinde yiiriittiikleri calismada BQCV’ye 6zgii 514 bp uzunlugundaki
bolgeyi RT-PCR yontemi ile ¢ogaltarak %25,81 oraninda infeksiyon tespit etmislerdir.

SBV virisiiniin Tiirkiye’deki varligi Riistemoglu ve Sipahioglu (2019), Cagirgan vd.
(2020) ve Kalayc1 vd. (2019, 2020) tarafindan yaptiklari siirveyler ile arastirilmistir.
Riistemoglu ve Sipahioglu (2019), Hakkari bolgesinde gerceklestirdikleri ¢alismada SBV
yayginligini viriis kilif proteinine spesifik 429 bp uzunlugundaki bolgeyi hedef alarak
aragtirmiglar ve bu bolgedeki infeksiyon oranin1 %12,2 oraninda tespit etmisilerdir. Diger
bir ¢alismada, Cagirgan vd. (2020), Burdur bolgesinde polyprotein genine ait 342 bp

niikleotit dizisini ¢ogaltarak SBV infeksiyon oranini1 %33,3 olarak hesaplamiglardir.

Mugla bolgesinde yiiriitiilen baska bir ¢aligmada, Kalayci vd. (2019), etmenin 342 bp
biiytikliigiindeki polyprotein genini amplifiye ederek bu bolgedeki SBV varligini ortaya
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Koymuslardir. Kalayc1 vd. (2020), Adana, Aydin, Bursa, izmir, Kiitahya, Mugla ve
Manisa bolgelerinde gergeklestirdikleri ¢alismada SBV viriisiiniin polyprotein genine ait
342 bp uzunlugundaki bolgeyi g¢ogaltarak bu bélgedeki SBV infeksiyonunu %22,3

oraninda oldugunu tespit etmislerdir.

Riistemoglu ve Sipahioglu (2016), Hakkari ili ariliklarinda yaptiklar1 stirveylerde
ABPV’nin Tiirkiye’deki varligim1 %2,2 yayginlik oraniyla ilk kez bu ¢alisma ile ortaya
koymuslardir. Tiirkiye’nin farkli bolgelerinde yiiriitiilen c¢aligmalarda ABPV tespit
edilmemesi veya diisiik oranlarda tespit edilmesi ABPV’nin Tiirkiye’deki varliginin

diisiik seviyelerde oldugu gostermektedir.

Riistemoglu ve Sipahioglu (2016), Hakkari ilinde 2014 yili Mayis, Haziran, Temmuz ve
Agustos aylarinda 90 ariliktan yapilan siirvey ¢alismasinda Akut ar1 paraliz viriiSiiniin
yaygiligr ve varligr arastirtlmistir. RT-PCR metodu ile yapilan bu ¢alismada, 90 ariligin
sadece ikisinde ABPV infeksiyonu goriilmiis ve viriisiin Hakkari ili bal aris1 kolonilerinde
yaygin bir viriis olmadig1 belirlenmistir. Tespiti yapilan ABPV’nin diinyada tanian diger
wrklar ve izolatlar ile olan genetik benzerligini arastirmak igin viral genomundan
cogaltilmig fragmentlerin molekiiler Klonlamasi yapilmigs ve mevcut DNA niikleotit
dizisinin Gen bankasinda kayitli olan diinyadaki diger izolatlar ile %85 ile 97 oraninda

benzerlik gosterdigi saptanmistir.

Kalayci vd. (2020), Adana, Aydin, Bursa, Izmir, Kiitahya, Mugla ve Manisa illerinde
2016-2018 yillar1 arasinda 2280 6rnek tizerinde gerceklestirdigi arastirmada en yaygin bal
aris1 viriistinin DWV (%44,7) ve ardindan da (%35,5) ABPV’nin oldugunu tespit
etmislerdir. Koloni sonmesi goriilen ariliklarda ayn1 zamanda CBPV ve IAPV yayginligi
ise sirasiyla %18,4 ve %6,5 olarak tespit edilmistir. Yapilan parazitolojik incelemelerde
10 arilikta Nosema belirlenirken, 21 arilikta ise Varroa tespit edilmistir. Belirlenen yedi
arilikta ise hem Varroa hem de Nosema tespit edilmistir. Baz1 kovanlarda ikili, Gi¢lii ve
dortlii karisik infeksiyonlar da yer almistir. Sonug¢ olarak, koloni kayiplarina neden
acabilecek bircok faktor bulunmaktadir ama dncelikle viriisler ve bunlarin neden oldugu
coklu infeksiyonlarin ¢oken kolonilerde dnemli bir rol oynadig diisiiniilmektedir. Usta
vd. (2020), Burdur ili ariliklarinda yaptiklar1 siirveylerde ABPV viriisiine ait 900 bp
uzunlugundaki bolgeyi RT-PCR yontemi ile ¢ogaltarak bu bolgedeki infeksiyon oraninin
%74,19 oldugunu tespit etmislerdir.
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2.6. Diinyada An Viriisleri le Tlgili Yapilan Cahismalar

SBYV viriisiiniin diinyadaki yaygmligi ABD (Chen et al. 2004c; Chen et al. 2006a; Welch
et al. 2009), Uruguay (Antunez et al. 2006), Brezilya (Freiberg et al. 2012), Giiney Afrika
(Grabensteiner et al. 2001), Arjantin (Reynaldi et al. 2010, 2013), Hindistan, Almanya,
Avusturya, Nepal (Berenyi et al. 2006; Grabensteiner et al. 2007), ), ingiltere (Baker and
Schroeder 2008), ispanya (Antunez et al. 2012), Urdiin (Haddad et al. 2008), Yunanistan
(Bacandritsos et al. 2010), Danimarka (Nielsen et al. 2008) ve Kuzey Tayland (Sanpa
and Chantawannakul 2009) gibi birgok iilkede rapor edilmistir.

BQCYV viriisti diinya genelinde Gliney Afrika (Leat et al. 2000; Benjeddou et al. 2002),
Fransa (Tentcheva et al. 2004), Uruguay (Antunez et al. 2006), Avusturya (Berenyi et al.
2006; Grabensteiner et al. 2007), Brezilya (Teixeira et al. 2008), Ispanya (Higes et al.
2007; Antunez et al. 2012), Ingiltere (Baker and Schroeder 2008), Danimarka (Nielsen et
al. 2008), Kuzey Tayland (Sanpa and Chantawannakul 2009), Yunanistan (Bacandritsos
et al. 2010), Arjantin (Reynaldi et al. 2010, 2013), Cin (Li Zhigou et al. 2016), ABD
(Chen et al. 2004c; Welch et al. 2009; Zhang et al. 2012), Suriye (Kubaa et al. 2018),
Sirbistan (Milic¢evi¢ et al. 2018) ve Meksika (Guzman-Novoa et al. 2013)’da tespit
edilmis olup bazi calismalarda yiiksek oranda ar1 Sliimlerine sebep oldugu ortaya

koyulmustur.

Bal aris1 virtislerinin (BQCV, DWV, VdMLV ve AmFV) ve Nosema spp. parazitinin
dagiliminin belirlenmesi amaciyla, Suriye (Sam)’de koloni kayiplari, deforme olmus
kanatlar ve rengi siyahlasmis arilarin bulundugu bes bal aris1 kolonisinden toplanan 96
bal aris1 6rnegi PCR yéntemi ile testlendi. Orneklerde Siyah kralige hiicre viriisii (BQCV)
%29,2 oraninda tespit edilirken ayni 6rnekte iki, i ve dort virlisiin bir arada oldugu
eszamanli infeksiyonlar bulundu. Saptanan patojenlerin filogenetik analizleri, diinya
capinda tespit edilmis diger izolatlar ile yliksek niikleotid benzerligi gosterdi. Bu ¢alisma,
Suriye'de infeksiyon siiphesi olan A. mellifera kolonilerinde BQCV, DWV, VdMLV,
AmFV ve N. ceranae'nin varligini ve molekiiler karakterizasyonunu rapor eden ilk
calismadir (Kubaa et al. 2018).

Sirbistan’da yapilan baska bir ¢alismada, bal aris1 viriislerinden BQCV ve Kashmir bee

virus (KBV) viriisiinii arastirmak amaciyla canli ve Oli arilarin yanisira dort ari
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kovanindan alinan bal dahil olmak tizere 40 numune test edilmis ve 24 yerli bal 6rneginde
BQCV etmenine rastlanirken 1 ithal bal Orneginde KBV virlisiiniin genomuna
rastlanmistir. Tespit edilen 24 BQCV izolatinin polyprotein genindeki niikleotid
sekanslari, Avrupa arilar1 ile en yiiksek oranda benzerlik (%86,4) gosterirken, Sirp
izolatlar1 birbirleri arasinda %98,5 benzerlik gosterdi. Farkli tipteki Ornekler
karsilastirildiginda, dort art kovanindan iiglinde BQCV genomu hem arilarda hem de
balda tespit edildi. Balin, ayn1 kovandaki canli, 6lii ar1 ve balin ayn1 anda test edilmesiyle
viral hastaligin tespiti i¢in basariyla kullanilabilecegi kanitlanmistir (Mili¢evi¢ et al.

2018).

Reynaldi et al. (2013), Arjantinin Buenos Aires eyaletinde yaptiklari arastirmada Bombus
atratus arilarinda BQCV, SBV ve DWYV viral etmenlerinin varligini incelemislerdir. Bu
amagla koloni kaybi olan bolgelerden ornekler almip multipleks PCR metodu ile
testlenmistir. Analiz edilen tiim numuneler ¢ virlis bakimindan da pozitif sonuglar
vermistir. Cinin Fujian sehrinde yiiriitiilen ilging bir ¢alismada, Li et al. (2016) Buffalo
Kurdu (Alphitobius diaperinus) boceginde BQCV viriisiinii tespit etmislerdir.

Diinya capinda ABPV virlisii hemen hemen her kitadaki varligi rapor edilmistir.
Uruguay’da %9 (Antunez et al. 2006), Fransa’da %58 (Tentcheva et al. 2004), Kuzey
Tayland’da %20 (Sanpa and Chantawannakul 2009), ingiltere’de %29 (Baker and
Schroeder 2008), Avusturya’da %68 (Berenyi et al. 2006), Urdiin’de %16 (Haddad et al.
2008), Brezilya’da %27,1 (Weinstein-Teixeira et al. 2008), Macaristanda %12,2 (Bakonyi
et al. 2002a, 2002b) ve Danimarka’da %11 (Nielsen et al. 2008) oranlarinda tespit
edilmistir.

Bakonyi et al. (2002a, 2002b), Macaristan bal arist kolonileri iizerinde yaptiklari
arastirmada, saglikli goriinen toplam 114 koloni 6rneginden 14'linde ABPV viriisiiniin
varligini tespit ettiler. Ar1 kovanlarinin tgte ikisinin %12,2 infeksiyon oraninda ABPV ile
enfekte oldugunu belirlendi. Arastirilan diger sekiz ar1 kovanindan yedisinde ani bir
koloni ¢okiigiiniin ardindan %87,5 oraninda viriisiin varligi tespit edildi. Ayrica bu
kolonilerin Nosema apis veya Varroa akari ile infekteli oldugu belirlenmistir. Elde edilen
ABPYV izolatinin GeneBank veri tabaninda depolanan ABPV sekanslariyla %93 oraninda

benzerlik gosterdigi ortaya gikt.
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Azzami et al. (2012), Almanya’da yiriittiikkleri ¢aligmada bal arilarinin farkli yasam
evrelerinin ABPV viriisii ile kontrollii infeksiyonlar1 saglanarak bireylerin verdikleri
tepkiler arastirildi. Yetiskin arilara, ABPV viriisiine ait 10% partikiil enjekte edilmis ve
ergin bireylerin herhangi bir belirti gostermeden 96 saatten fazla yasadigi goriiliirken, 103
ile 10* miktarlarda ABPV viriis partikiilii enjekte edilen ergin bireylerin ise doz artisina
bagli olarak yiiksek oranda viral belirtiler gosterdigi ve 72 saat iginde Oldiikleri
saptanmistir. Larva donemindeki bireylerde ise 102 partikiil ABPV viriis enjekte edilmis
ve larvalarin yaris1 24 saate Oliirken, 10° partikiil enjekte edilmis larvalarin tamami

oldigi gortilmiistiir.

Tentcheva et al. (2004), Fransa’da 2002 yili boyunca ilkbahar, yaz ve sonbaharda PCR
teknigi kullanarak yaptiklari arastirmada, goriiniiste saglikli ar1 kolonilerinde ve genis bir
cografi Olgekte 36 ar1 kovanindan yetiskin ar1 ve pupa Ornekleri toplayarak alti ari
virtisiiyle ilgili kapsamli bir aragtirma yaptilar. Yetiskin ar1 bulunan kovanlarin %97'sinde
DWV, %86'sinda SBV,%28'inde CBPV, %58'inde ABPV, %86'sinda BQCV ve
%17'sinde KBV virisleri belirlendi. Kovandaki pupalar i¢in ise asagidaki degerler tespit
edildi: DWV, an kovanlarmin %94'%inde, SBV %80'inde, ABPV %23"inde, BQCV
%23’tinde ve KBV %6'sinda tespit edildi. CBPV ar1 kovanlarimim hicbirinde
belirlenemedi. Varroa istilas1 olan kovanlarda ise DWV; ar1 kovanlarinin %100'inde,
SBV %45'inde, ABPV %36'sinda ve KBV ise %5'i tespit edildi. Yukaridaki bulgular
Varroa akarmin bu viriislerin Kritik bir tasiyicisi oldugunu desteklemektedir. Bu viral
infeksiyonlarin siddeti akar istilasi, bakteriyel infeksiyonlar, tarimda kullanilan
kimyasallar ve gevre kirliligi gibi arilar iizerinde stres olusturan faktorler nedeniyle daha

da yikici olabilir.

Grabensteiner et al. (2007) tarafindan Avusturya bal aris1 kolonilerinden toplanan ari
numuneleri tizerinde Multipleks RT-PCR testi kullanilarak test yapilmistir. Caligmada bal
arilar1 kolonilerinde ti¢ viriis (ABPV, BQCV ve SBV) de tespit edilmistir. Allen and Ball
(1996) ve Maramorosch and Shatkin (2007), ABPV viriisiinii Bombus arilar1 ve kralige
arilarinda tespit etmistir. Bu ¢alisma, ABPV viriisiiniin ar1 viriisleri icerisinde kendi dogal
konukcusu haricinde baska bir konukg¢uda da tespit edildigini gosteren Onemli bir

caligmadir.
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2.7. An Viriisleri ile Miicadele ve Kontrol

Bal aris1 viriislerinin bulasmasi ana ar1 kaynakli, yagmacilik, steril olmayan alet
ekipmanlarin kullanimi ve ar1 tirlinlerinin kovanlar arasinda degisim yapilmasi nedeniyle
olabilmektedir. Ayrica kolonilerde ya da ariliklarda yogun gerceklesen hastalik ve
parazitler de koloni ¢okiislerine neden olmaktadir. Bal arilardaki viral hastaliklar,
bagisiklik sistemini zayiflatabilir veya stres seviyelerini bir koloninin viriisle bag
edemeyecekleri bir noktaya kadar yiikseltebilir. Bal aris1 viriislerinin tekrar tekrar ortaya
¢ikmasi, Vviral hastaliklarin akar istilasi ile iligkili oldugundan, V. destructor'a karsi
stirdiirtilebilecek etkili bir tedavi metodu viral hastaliklarla bas etmenin en iyi yoludur.
Giintimiizde varroa ile miicadelede birgok organik ve sentetik madde, biyoteknik ve
biyolojik miicadele aktif olarak kullanilmakta ve yeni ¢dziim arayisi devam etmektedir

(Chen 2011).

Bal arist kovanlarinda siirdiiriilen parazit miicadelesi hem armin var olan direncinin
arttirllmas1 hem de parazitlerle bulasan virlis hastaliklarinin bulagma giiciiniin kirtlmasi
agisindan son ederece 6nemlidir (Usta ve Yildirim 2020). Ayni1 zamanda virtslere karsi
dayanikli ar1 hatlarinin tespit edilmesi ve kullanilmasi, yogun miktarda hastalik goriilen
bolgelerde, klinik belirti gosteren kolonilerdeki kralige armin saglikli kolonilerden elde
edilen bir kralige ar1 ile degistirilmesi hastaligin ortadan kalkmasina fayda saglar. Arilarin
gelisim evreleri ve hayati fonksiyonlarinin saglikli siirdiiriilebilmesi i¢in polen ve nektar
onemlidir. Bu agidan polen diyetlerinin kalitesi ve ¢esitliligi de ar1 beslenmesi agisindan

onem arz etmektedir (Di Pasquale et al. 2013).

Viriis hastaliklar1 ile miicadelenin en etkili yolu kovanlarin bakimlarinin iyi ve zamaninda
yapilmasi, kovanlarin gii¢lii tutulmasi, bakimdan 6nce alet ekipmanlarin steril olmasi,
kovanlarin yerden yaklasik 50 cm yiiksege konularak nemden uzak tutulmasi, kovanlarin
giines gorecek sekilde ve riizgara kapali alanlarin tercih edilmesi ve bulasik kovanlardan
petek, bal, ¢ita gibi iriinlerin kovanlar arasinda degistirilmemesi viriisiin enfeksiyonuna
neden olan patojenler ile miicadelede Onemli hususlardir. Varroa, nosema ve diger
hastaliklar ile yapilan miicadele sayesinde ayni zamanda ar1 viriisleri ile de miicadele

edildigi unutulmamalidir.
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Bal arisinda ortaya ¢ikan viriis hastaliklariyla miicadelede en umut verici gelismelerden
biri, bitkiler ve hayvanlar gibi ger¢cek dokusu olan Okaryot hiicrelerde bulunan gen
ekspresyonunun transkripsiyon sonrasi diizenlenmesidir. Bu yontemde gen susturma
yolundan yararlanmak igin kii¢iik enterferans yapan RNA'yr (small interfering RNA,
SiIRNA) kullanan RNAi (RNA interference) yaklasimidir. Elbette birgok viriis, siRNA
tarafindan kontrol edilen bu sistemden kurtulmak igin gesitli stratejiler gelistirmistir.
Ancak laboratuvar kosullarinda vyiiriitilen bir calismada, IAPV’ye yonelik RNAi
yaklasiminin, bal arisindaki IAPV (Israel acut paralysis virus) enfeksiyonunu susturmada
ve onlemede basarili oldugunu gosterilmistir (Glover et al. 2011). Bununla birlikte, bu
yeni teknigin basarisi, siRNA'nin tim enfekteli organlara hedeflenmesinin miimkiin olup
olmayacagina ve tasima sirasinda siRNA’nin bozulmasinin dnlenmesine bagli olacaktir.
Ote yandan, bu basar1 ayn1 zamanda viral niikleik asitlerin arilara verilmesinin hassas
aricilik  endiistrisi  ve bal igindeki muhtemel herhangi bir niikleik asit
kontaminasyonundan korkan tiiketici tarafindan kabul goriip gérmeyecegine de bagh
olacaktir. Ayrica bu yeni teknolojinin maliyeti diisiiniildiigiinde aricilar igin ¢ok uygun

olabilecegi sdylenemez.



3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal
3.1.1. Siirvey Alam

Bu ¢alisma, 2020 y1l1 Nisan-Eyliil aylar: arasinda bal arilaris1 yetistiriciligi yapilan Bing6l
ili Merkez, Geng, Karliova, Solhan, Adakli, Yayladere, Yedisu ve Kigi ilge ve kdylerinde
yiriitilmistiir (Sekil 3. 1).
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Sekil 3.1. Bingol ilinde siirvey yapilan ilgelerin haritast

Bal arilarinin yetistirildigi kovan sayisina bagl olarak ilgeleri temsil edecek sekilde her

ariliktan 3 tane canli ig¢i ar1 olmak {izere totalde 128 ariliktan 384 6rnek toplanmigtir
(Tablo 3.1).
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Tablo 3.1. Survey yapilan il merkezi ve ilgelerdeki isletme, kovan ve toplanan 6rnek sayilari

ivilge Toplam isletme Toplam kovan  incelenen arthk  Toplanan érnek
sayisi sayisi sayisi sayisi
Merkez 316 54,702 44 132
Solhan 78 18,033 19 57
Geng 81 19,542 17 51
Adakh 39 5,337 12 36
Karhova 66 12,800 10 30
Kig1 78 12,197 11 33
Yayladere 22 5,660 4 12
Yedisu 35 3,519 11 33
Toplam 715 13,1790 128 384

Omekleme yapilirken kovan etrafinda siiriinen, ayrik kanatlara sahip ya da kanat
deformasyonu gibi anormal morfoloji sergileyen arilarin yanisira simptom gostermeyen
arillardan da ornekleme yapilmistir. Toplanilan canli is¢i ar1 drnekleri delinmis plastik pet
sigselere konularak laboratuvara getirilmis, polietilen posetlerde hizli bir sekilde
numaralandirilmasi yapilarak tasnif edilmis ve molekiiler ¢aligmalar baslayincaya kadar -

80 °C’de saklanmistir (Sekil 3.2).

Sekil 3.2. A) Isci ar1 orneklerin rastgele toplanmasi B) Toplanan canli is¢i ar1 drneklerinin laboratuvar
ortamina canli olarak taginmasi C) Araziden toplanmis 6rneklerin -80°C’de muhafaza edilmesi
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3.2. Yontem

3.2.1. Molekiiler Test Calismalar:

Toplanan is¢i ar1 orneklerinin ABPV, BQCV ve SBV viriisleri i¢in teshisleri total RNA
Ekstraksiyonu (TNA), tamamlayict DNA (cDNA) sentezi ve Polimeraz Zincir
Reaksiyonu (PCR) olmak iizere 3 asamada gergeklestirilmistir.

3.2.1.1 Total RNA (TNA) Ekstraksiyonu

Arastirllan  virtislerin  tamami (+) SSRNA viriisleri olduklart igin toplanan is¢i ari
orneklerine TNA Eksraksiyonu (Foissac et al. 2001) yontemine gore uygulanmistir.
Yapilan bu ¢alisma yonteminde her arilig1 temsilen ii¢ adet is¢i ar1 6rnegi, 1 ml ezme
tamponu (Ek 1.1) ve 10 ul B-mercaptoetanol ile polietilen poset igeresinde ezilerek
homojen hale getirilmistir. Bu ekstraktan 500 pl alimarak 1,5 ml tiipelere aktarilarak
tizerine 100 pl %10 sarcosyl soliisyonu ilave edildi. Tiipler ara sira ters diiz yapmak
kosulu ile 10 dakika 70°C de inkube edilmis ve daha sonra 5 dk buzda inkiibe edilmistir.
Daha sonra tiipler 10 dakika 14.000 rpm’de santifriij edilmistir. Santrifiijden sonra istte
biriken sivi fazin 500 pl’sini bos steril olan 1,5 ml tiipe aktarilmis ve lizerine 150 pl
etanol, 35 pl silika (Ek 1.3) ve 300 ul 6M Nal (Ek 1.2) ilave edilmistir. Sallayic1 (shaker)
tizerinde 10 dk inkiibe edilmistir. Tiipler 6000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildikten sonra
tistteki sivi atilmisg ve 500 pl yikama tamponu ile pelletler 2 tekrar yapilarak temiz RNA

elde etmek i¢in yikama islemi yapilmistir (Sekil 3.3).

Sekil 3.3. A) Grinding buffer ve B-mercaptoetanol eklenmesi B) Ezilen is¢i ar1 6rneklerinin 1,5 ml tiiplere
aktarilmasi C) 100 pl %10 Sodium lauryl sarcosyl soliisyonu eklenen 6rneklerin 70 °C de 10 dk inkiibe
edilmesi D) Santifriij sonrasi elde edilen iist fazin 500 pl’ sinin yeni tiiplere aktariimasi
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Altta biriken pelletlere 100 pl RNase-free su eklenerek iyice eriyinceye kadar
vortekslenip ¢ozdiiriilmistiir. Daha sonra 70 °C’de 4 dk thermo blok isiticida inkiibe
edilmistir. Tipler 14.000 rpm’de 3 dk santrifiij edildikten sonra {ist sivi yeni tiiplerine
aktarilmistir. Boylece elde edilen yaklasik 100 pl total RNA’lar, cDNA yapilincaya kadar
—20 °C de muhafaza edilmistir.

3.2.1.2. Spesifik Primer Dizaym

Bingdl ili bal aris1 viriislerinin varligini ve infeksiyon oranlarini tespit etmek icin spesifik
primer dizileri kullanilmistir (Tablo 3.2). Primerler, NCBI gen bankasinda yer alan
referans dizilerin erisim numaralar1 temel alinarak olusturulmustur. Buna gére BQCV i¢in
AF183905, SBV i¢in AF092924 ve ABPV i¢in AF150629 erisim numaralar1 referans

alinmastir. Primer sentezi (Sentebiolab, Ankara) firmasina sentezlettirilmistir.

Tablo 3.2 Viriislerin teshisinde kullamilan primer ¢iftleri

Viriis Kullanilan primerler (5 > 3 ’) Baz cifti Gen bolges1 Kaynak
BQCV F-TGGTCAGCTCCCACTACCTTAAAC 700 bg Structural Benjeddou et al. 2001
R-GCAACAAGAAGAAACGTAAACCAC Polyprotein geni

SBV F-CGTAATTGCGGAGTGGAAAGATT 342 be Polyprotein geni  Sguazza et al. 2013
R-AGATTCCTTCGAGGGTACCTCATC

ABPV  F-TTATGTGTCCAGAGACTGTATCCA 900 bg CP Benjeddou et al. 2001
R-GCTCCTATTGCTCGGTTTTTCGGT

3.2.1.3. Tamamlayict DNA (cDNA) Sentezi

Tamamlayict DNA sentezi, cDNA kiti kullanilarak gergeklestirilmistir. Niikleaz-free tiipe
iceeisine bir ornek i¢in tasarlanmis random primerden 1 ul, 3 pl total RNA, 1 ul ANTP
karigimi eklenmistir. RNAase free su ile 12 pl’ye tamamlanarak karigim kopiirtiillmeden
vortekslendi. Karisim 65 °C 5 dakika PCR cihazinda inkiibe edildikten sonra buza
daldirilarak sogutuldu (Sekil 3. 4). Sogutma islemi sonrast hazirlanan bu karigim (4 pl 5X
RT Reaksiyon buffer, 2 ul 0.1M DTT ve 1 pul RT enzimi eklenerek) 20 pl ye tamamlandi.
Tiipler kisa bir vorteksleme isleminden sonra, PCR cihazinda 42°C” de 50 dakika inkiibe
edilerek transkripsiyon islemi gergeklestirilmistir. Daha sonra PCR cihazinda 15 dk ve
70°C de bekletilerek reaksiyon tamamlandi. Kullanima hazir olan cDNA’ lar PCR iglemi
yapilincaya kadar -20 °C de muhafaza edildi.
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ENSCOUEST

Sekil 3.4. A) cDNA sentezi asamast B) Orneklerin numaralandirilmas: C) PCR sonras1 drneklerin buzda
inkiibe edilmesi

3.2.1.4. RT-PCR ile Viriislerin Arastirilmasi

RT-PCR ile is¢i ar1 viriislerinin teshisi i¢in steril PCR tiipiine asagidaki bilesenler
konulmustur; 18.3 ul RNAse free su, 2.5 ul 10X PCR tampon soliisyonu, spesifik olarak
tasarlanan 0.5 ul ileri primer ve 0.5 pl geri primer,1.5 pl 2.5 mM MgCly, 0.5 ul 10 mM
dNTPs ve 0.2 ul Tag DNA Polimeraz enzimi ve 3 ul cDNA eklenerek hazirlandi (Sekil
3.5). PCR tiiplerine hazirlanan karisimdan 24 pl eklendi ve daha sonra 1 pul cDNA’dan
eklenerek tiipler 2-3 sn vortesklenmistir. Bu ¢alismaya 6zgii tasarlanan primerlerin CONA
uzunluklar1 dikkate alinarak baglanma sicakliklar1 ve her virlise ait sicaklik dongiisii

olusturulmustur (Tablo 3.3).

Tablo 3.3. Bu ¢alismada test edilen viriislerin teshisi i¢in kullanilan RT-PCR dongiileri

Viriisler Sicaklik dongiileri

94°C 2dk

94°C 30sn

55°C 1dk 40 dongii
68°C 2dk

72°C 5dk

BQCV
ABPV

94 °C 2dk
94°C 20sn
SBV 56°C 30sn 40 dongii
68°C 30sn
72°C 5dk
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Tiipler PCR cihazina yerlestirilerek viriislerin istenilen bdlgelerinin  ¢ogaltimi

gerceklestirilmistir (Sekil 3.5).

Sekil 3.5. A) Orneklerin PCR cihazina yerlestirilmesi B) cDNA’nin PCR karisimina eklenmesi
3.2.1.5. PCR Uriinlerinin Agaroz Jelde Boyama ve Gériintiileme

PCR islemi ile ¢ogaltilan DNA fragmanlar1 %1°lik agaroz jel’de elektroforez yapilarak
goriintiilenmistir. Buna gore 1 g agaroz 100 ml 1X TAE (Ek 2.2) tamponu igerisinde
mikrodalga firinda ¢6ziindiiriildii. Sogutulan 1X karigimi jel tankina dokiildii ve 5 pl EtBr
eklenerek pipet ucu ile karisim igerisinde iyice eritilmistir. Jelin katilasgtiktan sonra
elektroforez tankina yerlestirildi. Jelin yilizeyini tamamen kapatacak sekilde 1X TAE

tamponu tankin igerisine eklendi ve jelin tizerindeki tarak ¢ikarilda.

Toplamda 25 pl olarak hazirlanan PCR iriintiniin 15ul ile 5 pl yiikleme tamponunu
homojen bir sekilde karistirilarak jelin ¢ukurlarina numaralandirilarak yiiklenmistir. Ik
jel gukuruna 5 ul DNA Ladder yiiklenmistir. Yiikleme islemi bittikten sonra elektroforez
tanki 110 V’ luk elektrik akimi 50 dk kosturma islemi yapilmistir. Yiiklenen ornekler
elektroforez yontemiyle kosulduktan sonra jel goriintiileme odasinda goriintiilendi ve

pozitif bant iceren jeller fotograflandi (Sekil 3.6).
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3.2.2. Klonlama Calhismalari
3.2.2.1. DNA Fragmentlerinin Agaroz Jelden Kesimi ve Saflastiriimasi

UV altinda, ¢ogaltilmis olan DNA bantlar1 kontrol edilerek steril bisturi ile kesim
yapilarak ¢ikartilmistir (Sekil 3.6). UV altinda kesilen DNA bantlari steril 2 ml eppendorf
tiiplerine konarak jel saflastirilmasi yapilmistir. Saflagtirma islemi GeneJET kiti ile
gergeklestirilmistir. Bu islem Kit protokoliine gore yapilmistir.
Buna gore;

v' UV altinda DNA fragmanlarimn steril bisturi ile en az jel kesilecek sekilde bantlara

en ince kesim yapildi ve 2 ml tiipline yaklagik 100 pl PCR ile ¢ogaltilmis DNA

iriind aktarilmistir.

Sekil 3.6. A) Cogalan DNA’larin ultraviole 1s1k altinda goriintiillenmesi B) DNA’larin kontrolii bir sekilde
bistiiri ile kesilmesi

v 2 ml tiiplere konulan jel tartildi ve ayn1 miktarda (1/1) oraninda Binding Buffer
ilave edilmis ve 58 °C’de jelin tamami ¢ozlinene kadar eritilmistir.

v' DNA fragmanlarini igern jelden iyice eritildikten sonra sivinin tamami bitinceye
kadar GeneJET kolonuna eklenip 13000 rpm de 1 dk santrifiij yapilmistir.
Santrifiij sonunda altta biriken siv1 faz atilmustir.

v Sivi faz bosaltilan toplama tiipiine 700 pl yikama tamponu eklendi ve 1dk santrifiij
yapildi. Bu asamadan sonra tiip igerisindeki etanolii tamamen uzaklastirmak i¢in

maksimum hizda 1 dk bos sekilde santrifiij yapildi.
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v' Steril 1,5 ml lik yeni ependorf tiipiine yerlestirilen saflagtirma kolonun iizerine 20
ul Elution Buffer filtrenin membranin {izerine bosaltildi ve maksimum hizda 1dk
santrifiij yapilmistir. Elde edilen saflastirilmis DNA fragmanlar1 ligasyon

asamasinda kullanilmak tizere -20 °C’de muhafaza edilmistir.
3.2.2.2. DNA’nin Plazmide Yerlestirilmesi (Ligasyon)

PCR yontemiyle ¢ogaltilan DNA iiriinii pPGEM-T Easy plazmit vektoriine baglanmasi
asamasi T4 DNA ligaz enzimi ile yapilmistir. Bu asamada pGEM-T Easy vektori
kullanilmistir. Plazmit, buffer, ligaz enzimi ve insert DNA dan olusacak sekilde
eppendorf tiipiinde karisim hazirland1 (Tablo 3. 4). Daha sonra 4°C de 24saat inkiibe
edilmistir. 24 saat sonunda elde edilen rekombinant plazmitler transformasyon

asamasinda kullanilana kadar -20 °C’de muhafaza edilmistir.

Tablo 3. 4. Ligasyon asamasinda kullanilan bilesenler ve miktarlari

Ligasyon bilesenler Miktar
pGEM-T Easy vektor 1wl
2x Rapid ligation buffer 5ul
DNA ligaz enzimi 1l
PCR iiriinii DNA (insert) 5 pul

3.2.2.3. Plazmidin Bakteriye Aktarilmasi (Transformasyon)

Plazmidin aktarilmas1 amaciyla E.coli bakterisinin JM-109 susuna elektrosok uygulamasi
ile transformasyon islemi yapilmistir. Bu asamada, 100ul bakteri ile Sul rekombinant
plazmit karistirildi. Bu karisim daha 6nceden sogutulmus kiivetlere konularak elektrik
akim1 uygulamasi1 Micro-pulser cihazi gergeklestirilmistir (Sekil 3.7). Sok asamasindan
sonra kiivetteki bakteriler iizerine 900 pul SOC (Ek 3.3.3) soliisyonu eklendi ve bu karisim
2 sa boyunca 180 rpm de 37°C de sallayicida gelistirilmistir.

Ayrica, daha dnceden hazirlanan ampisilin, X-GAL (Ek 3.3.1) ve IPTC (Ek 3.3.2) iceren
LB petrilere 1 saat 37 °C inkubatorde ekime hazir hale getirilmistir. Hazirlanan petrilere

bakteri siispansiyonundan 100 ul ve 300 ul olmak alinarak her bir numune i¢in iki petri
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olacak sekilde petrilerin yiizeylerine pipet ile ekim yapilmis ve drigaski ¢ubugu ile petri
yiizeyine yayilmasi saglanmistir (Sekil 3.8). Petriler bir gece 37 °C’de ters gevrilip

inkiibasyona birakilarak beyaz ve mavi koloniler gelistirilmistir.

Sekil 3.7. A) Kiivetlere Rekombinant plazmit ve bakteri karisimi eklenmesi B) Micropulser cihazi ile Ec2
programinda elektrik akiminimn uygulanmasi

Sekil 3.8. A) Transformasyon sonrasinda calkalayici aletinde 180 rpm ve 2 saat 37 °C de ¢ogalan bakteri
stispansiyonlarinin petriye eklenmesi B) Ampsilin, X-gal ve IPTG igeren LB nin drigaski ¢ubugu ile petriye
yayilmast
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3.2.2.4. Transforme Olmus Bakterilerden Kolonilerin Olusturulmasi

Bu asamada kullanmis oldugumuz kompetant JM-109 bakterisinde ampisiline
dayaniklilik geni bulunmamaktadir. Bundan dolayr transformasyon asamasinda
ampisiline iceren besi ortamima ekilen bakterilerden biinyesinde yalnizca plazmid
bulunduran bakteriler ampsilinden etkilenmeyecektir. Ampisilin igeren LB ortaminda
sadece iki renk koloni gozlemlenecektir. Bu renkler, beyaz ve mavi olan kolonilerdir
(Sekil 3.9). Beyaz koloniler; hedef DNA’y1 igeren plazmidi biinyesine alan bakteriler,

mavi koloniler ise, hedef DNA’y1 icermeyen bakterilerdir.

Sekil 3.9. Transformasyon sonucu beyaz ve mavi koloni olusgan BQCV ve SBYV viriislerine ait insert
DNA’lar

DNA plazmite aktarilmis ise bu insert DNA plazmitin Lac-Z bolgesine yerlesmis ve Lac-
Z Dbolgesi bozuldugundan dolayr bakterinin igerisinde bulunan X-Gal ve IPTG
kimyasallarinin; Beta-galaktosidazin glikoz ve galaktoza donilisimii engelledigi ig¢in
beyaz renkli olusur. Plazmitin biinyesinde bulunan bakteriler Lac-Z bolgesi zarar
gormediginden X-Gal ve IPTG kimyasallarim1 etki etmekte ve mavi koloniler

olusmaktadir. Bundan dolay1 beyaz olan koloniler secilerek cogaltilmistir.
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3.2.2.5. Mavi-Beyaz Kolonilerin Se¢imi

Transformasyon sonucu olusan beyaz kolonilerden steril pipet ucu degdirilerek, dnceden
hazirlanmig ampisilin ve glycerol igeren 10 ml LB (Ek 1) bulunan 15 ml’lik steril tiiplere
aktartlmistir (Sekil 3.10). Steril tiiplerin etiketlenmesi yapildiktan sonra 180 rpm de 37
°C’de 16-24 saat inkiibe edildi. Bu ¢aligma steril kabinde yapilmustir.

Sekil 3.6. A) Steril pipet ucu ile beyaz kolonini alinmasi B) Pipet ucunun sivi LB igeren ortama daldirilmasi

3.2.2.6. Plazmitlerin Saflastirilmasi

Stire sonunda, 10 ml LB (siv1) igine transforme olmus bakterilere plazmit saflastirma
islemi uygulanmistir. Plazmitlerin saflastirilmasi, GeneJET Plasmid Miniprep Kit ile
saflastirma protokolii uygulanmustir.
Bu protokole gore;
v 15 ml siv1 LB ortaminda ¢ogaltilan bakteriler 2 mI’lik steril tiipiine aktarild1 ve
bakteri hiicrelerini 8000 rpm de 2 dk santrifiij edilmistir.
v Pelletler; 250 ul resuspend buffer ile ¢ozdiiriilmiistiir.
v Eppendorf tiipiine 250 pl Lyzis Buffer ilave edildi ve tiipler 2-3 sn ters diiz
edilerek karistirildi.
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v" Eppendorf tiipiine 350 pl nétralizasyon tamponu eklendi ve tiipler 2-3 sn ters diiz
edilerek karistirildi. Sonra 14000 rpm de 5 dk santrifiij yapildi.

v' 2 ml’lik tiipli igerisine yerlestirilen spin kolon 14000 rpm’de 1 dakika santrifiij
edildi ve s1v1 faz uzaklastirildi.

v Spin kolon iizerine 500 pl yikama tamponu ilave edildi ve 14000 rpm de 1 dk
santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasi tiipiin dibinde biriken siv1 faz bosaltilmistir.

v Etanoliin iyice uzaklagsmasi i¢in kolesiyon tiipleri 14000 rpm de 1 dakika bos
olarak santrifiij yapilmis ve altta biriken s1vi1 dokiilmiistiir.

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

v" Son asamada 1,5 ml tiipte bulunan 55 pl saflastirllmis plazmid -20 °C de

muhafaza edilmistir.

3.2.2.7. Saflastirilan Rekombinat Plazmitlerin Restriksiyon Enzimleri ile Kontrol
Edilmesi

Enzimatik kesimde EcoRI restriksiyon enzimi Promega firmasinin 6nerdigi protokole
gore kullanilmistir. Enzimin kestigi bolge klonlamada kullanilan pGEM-T Easy vektoriin
coklu klonlama bolgesinin her iki ucunda da bulunmaktadir. Enzimatik kesim
yapilabilmesi i¢in agagidaki bilesenler verilen oranlarda alinmigtir.
Buna gore steril bir PCR tiipii igerisine;

v' 2 ul plazmid DNA

v 1 ul EcoRI enzimi

v 1 ul EcoRI tamponu

v’ 6 ul steril su

v 0.5 pl BSA eklenerek bir karigim elde edilir.
Hazirlanan bu karisim 37 °C de 3-4 saat inkiibe edilerek kesime tabi tutlmustur.
Enzimatik kesime maruz birakilan plazmidin biinyesinde ilgili genin olup olmadi diisiik
konsantrasyonda dokiillen %]1°lik agaroz jelde 110V’da 45 dk kosulmasi sonucu

goriintiilenmistir.
3.2.2.8. Klonlanms PCR Uriinlerinin DNA Dizi Analizi

Rekombiant plazmid iizerindeki DNA dizilerini tespit etmek i¢in 50 pl saflastirilan

plazmid Ornegi (Sentebiolab/Ankara) firmasma gonderilmistir. Gonderilen her 6rnegi
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plazmid i¢in dizileme hatasini en aza indirmek igin ¢ift yonli dizileme yapilmistir. Dizi
analizi sonrasi elde edilen genom bilgileri gen bankasinda ilgili virlislere ait olup

olmadiklar1 BLAST yontemi ile belirlenmistir.
3.2.2.9. DNA Dizilerinin Gen Bankasina Veri tabanina Girilmesi

DNA dizileri sekans analizi sonrasi elde edilen sonuclar, NCBI Gen bankasi veri tabanina

kayitlar1 yapilmistir.
3.2.2.10. Iigili Dizilere Ait Filogenetik Analiz

Bingdl ilinde tespit edilen virlis izolatlarina ait niikleotit dizileri kullanilarak filogenetik
analiz gergeklestirilmistir. Genetik uzaklik modeli Tamura-Nei algoritmasi uygulanan
agac yapim metodu ve neighbor-joining yontemiyle filogenetik agaclar olusturulmustur.
Olusturulan agaclar sayesinde Bingo6l ilinde tespit edilen viriis izolatlarinin diinyadaki
diger izolatlar ile genetik iliskileri ortaya ¢ikarilmistir. Dizi analizi sonrasi elde edilen
genom bilgileri farkli biyoinformatik programlar ile CLC Main Workbench 6.7.1, Snap

Gene, Mega 7 programlari ile analiz edilmistir.



4. BULGULAR VE TARTISMA

Bing6l ilinde yiiritiilen bu calismada toplamda 128 ariliktan 384 isci bal aris1 drnegi
toplanmustir. Toplanan is¢i ar1 6rneklerine ABPV, BQCV ve SBYV viriisleri igin spesifik
primerler sentezletilmis ve sirasiyla Total Niikleik Asit Ekstraksiyonu (TNA),
tamamlayict DNA (cDNA) sentezi, Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) ve klonlama
asamalarindan olusan siiregler uygulanmistir. Gergeklestirilen siiregler sonucunda SBV ve
BQCYV viriislerine ait pozitif DNA fragmanlari elde edilmis ve bu fragmanlarin dizileri
ortaya ¢ikarilarak filogenetik iligkileri arastirilmistir. Bingdl ili 128 ariliktan 24 arilikta
inceleme kapsamindaki 3 viriisten ikisinin varligina rastlanmis ve genel infeksiyon orant

%18,75 olarak hesaplanmustir.
4.1. Siyah Kralice Hiicre Viriisii (BQCV) ile ilgili Bulgular

Bing6l ilinde, 2020 yilinda 128 ariliktan 384 isci bal arist numunesi ile yaptigimiz
caligmada 700 bp DNA fragmenti iireten structural polyprotein geni cogaltilmis ve
ariliklarin 15’inde %11,7 orantyla BQCV enfeksiyonunun varligi tespit edilmistir.
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Sekil 4.1. BQCV ile enfekteli ariliklarin Bingdl ili ve ilgelerindeki lokaliteleri
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BQCV, bu oranla ¢alisma kapsaminda arastirilan ti¢ viriis igerisinde en sik rastlanilan ar1
viriisii olarak tespit edilmistir. BQCV igeren bal arilarinin bulundugu ariliklar Bingél 11
Merkezi ile Solhan, Adakli, Yayladere ve Kig: ilgeleri olup infeksiyon orami ilgeler
arasinda farkliliklar gostermistir (Tablo 4.1 ve Sekil 4.1).

Tablo 4.1. BQCYV ile enfekteli ariliklarin Bingdl ili ve ilgelerindeki lokaliteleri

Bolgeler BQCV’nin BQCV pozitif BQCV pozitif Pozitif 6rnek numaralari
arastirildigi ornek sayisi ornek oram
arilik sayisi
Merkez 44 1 %2,27 86
Karhlova 19 0 0 0
Solhan 17 4 %23,5 58, 59, 62, 99
Geng 12 0 0
Yedisu 10 0 0 0
Adakh 11 4 %45,4 77,78, 80, 94,
Yayladere 4 2 %50 90, 92
Kig1 11 4 %36,36 67,71,73,93
86, 58, 59, 62, 99, 77, 78, 80, 94, 90,

Toplam 128

=
(8]

%11,7 92,67, 71, 73,93

Gimiisova vd. (2010), BQCV’nin Tiirkiye’deki varligr ilk kez 2010 yilinda tespit
edilmistir ve infeksiyon orant %21,42 olarak belirlenmistir. Riistemoglu ve Sipahioglu
(2019), BQCV’nin Dogu Anadolu’daki varlig: ise ilk kez 2019 yilinda %16,6 orani ile
Hakkari ilinde tespit edilmistir. Oguz vd. (2017), Van ilinde yetistirilen bal arilarinda,
toplam 26 koloninin 23'inde %88,52 oraninda BQCV viriisii tespit ettiklerini rapor
etmislerdir. Karapmar vd. (2018), Van bolgesinde yiirtittiikleri calismada BQCV viriisiine
structural poliprotein gen bolgesine ait 700 bp niikleotit dizisini molekiiler olarak
amplifiye ederek bu bdlgedeki BQCV yayginhiginin %88,46'sinda (23/26) oraninda
oldugunu tespit etmislerdir. Riistemoglu ve Sipahioglu (2019), Hakkari bolgesinde
yiiriittiikkleri ¢alismada BQCV viriisiine ait kilif protein (CP) gen bolgesine ait 567 bp
niikleotit dizisini molekiiler olarak amplifiye ederek bu bdlgedeki BQCV yayginliginin

%16,6 oraninda oldugunu tespit etmislerdir.

Kalayc1 vd. (2020), yillarinda Adana, Aydin, Bursa, Izmir, Kiitahya, Mugla ve Manisa
illerinde 2280 6rnegi BQCV viriisiine karsi test ettiler. 532 bp gen kismi1 gogaltilmis ve
%28,9 oraninda BQCV pozitif sonug elde edilmistir. Usta vd. (2020), Burdur bolgesinde



44

yiiriittiikleri ¢alismada BQCV’ye 6zgili 514 bp uzunlugundaki bolgeyi RT-PCR yontemi

ile ¢ogaltarak %25,81 oraninda infeksiyon tespit etmislerdir.

Bu ¢alisma kapsaminda, BQCV”’ nin Bingdl ilindeki varligi ilk defa bu ¢alisma ile 700 bp
niikleotit dizisinin polyprotein geni ¢ogaltilmis ve %11,7 oraninda BQCV pozitif sonug
elde edilmistir. Farkli bélgelerde dnceden yapilmis olan bazi galismalara oranla fazla
ornek sayis1 ve diisiik infeksiyon orani ortaya konulmustur. RT-PCR testleri sonucunda
pozitif olarak net bant olusturan 92 numarali 6rnek jelden saflastirilarak klonlama ve

filogenetik analiz ¢aligmalarinda kullanilmistir (Sekil 4.2).

Sekil 4.2. BQCV virlisiinii tespiti i¢in Bing6l ili 6rneklerine uygulanan RT-PCR’1n agaroz jel goriintiisii, M:
100-1500 b¢ Marker, 58, 59, 62, 80, 92, 93, 99,86 numarali Pozitif 6rnekler, NC: Negatif Kontrol, PC:
Pozitif Kontrol

BQCV’ye ait jelden saflastirilan bantlar pPGEM T-Easy plazmidine materyal ve yontemde
belirtildigi gibi ligasyonu yapilmis ve transformasyon islemleri uygulanmistir.
Transformasyon sonrasi kati besi yerinde rekombinant bakterilerin olusturdugu beyaz
kolonilerin gelismesi saglanmistir. Koloniler igerisinde rekombinant plazmiti tagidigini
diistiniilen beyaz kolonilerden rastgele biri isaretlenmis ve sivi besi yerine ekimi

gerceklestirmistir (Sekil 4. 3).



45

Sekil 4.3. Kolonilerin bir gece 37 °C inkiibe edilmesi sonucu gelisen kolonilerde beyaz renkli koloni
isaretlenmigtir

PCR sonucu pozitif sonug veren 92 nolu 6rnekten rastgele 1 beyaz koloni segilerek sivi
besi yerine ekilmis ve bir gece boyunca 37 °C de 180 rpm calkalayici platform tizerinde
inkiibasyona birakilarak ¢ogaltilmistir. Rekombinant plazmid tasiyan bakteriler
coktiiriiliip plazmit saflastirilmistir. Saflagtirilan plazmit klonlamanin basarist i¢in 92
numarali drnege ait polyprotein genini igeren plazmitin ¢ift yonlii DNA dizilemesi

yaptirilmig ve 700 niikleotit igerdigi tespit edilmistir (Tablo 4. 2).

Tablo 4.2. 92 nolu BQCV Bingdl izolatina ait polyprotein geni baz dizisi

Baz Siralasi (b¢)  Niikleik asit baz dizisi

1 TGGTCAGCTCCCACTACCTTAAACATAGTAGCGGAGATGTACGCGCTTTATCGAGGAG
51 GAGTTCGAGTTAAAGTAGTCACTGAGAAAGGTGTGGATTTCGTCAGAGCTACGGTAA
99 GTCCTCAACAGACTTACGGTAGTGATGTCGCTCCCACGACCCATATCAGTACTCCTTT
149 GGCAATAGAACAAATACCAATAAAGGGAGTCGCAGAGTTCCAAATACCGTACTATGC
199 TCCATGTTTGTCATCTTCGTTTAGAGCGAATTCAGAAACATTTTACTATAGTTCAGGTC
250 GGAATAATCTCGATATAGCCACTTCACCTCCCACTGTCAATCGCTATTATGCGGTCGG
300 TGCGGGAGATGATATGGACTTTTCCATCTTTATCGGTACGCCGCCCTGTATTCATGCAT
350 CTCAGACGGCTCAGTTTACCAAAATAAAACAAGGTAAAGTGTATGATTTGAGGTATG
401 ATCAGTATGACCCTTTCCGGGAAGTCCAGGACGGTACGGCTTTCCTCAATGCTCGAAG
451 TATTGAGGACAGCGATTTGTTGTGAGCTCCTTTAGAGGGAGGGCTCACTTTATCTATT
501 GCTTAATTCGGTAAGCCACAAATTTTTCTAAGTGTCATGAGTTTCTTCTCGGTTCTTCT
551 CATGATAACTAATCGAACCGTGTGTAGAGTCAGAATGTTGTGGTTTACGTTTCTTCTTG

700 T
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DNA dizisi elde edilen BQCV izolatt MZ357974 ulasim numarasi ile NCBIl Gen Bankasi
veri tabanma eklenmigtir. Gen Bankasi veri tabanina daha oOnce diinyanin farkli
bolgelerinde tespit edilerek girilmis 20 farkli izolat se¢ilmistir (Tablo 4.3). Yapilan goklu
niikleik asit karsilastirmalari sonucunda BQCV Bing6l izolatinin diinyada tespit edilen
diger izolatlar ile %96,58-75,71 arasinda degisen oranlarda benzerlik gosterdikleri

belirlenmistir.

Tablo 4.3. Gen bankas1 veri tabaninda bulunan BQCV viriisiine ait farkl1 izolatlarin Erisim numarasi, Ulke,
Viriis, Konukgu, Gen ve Niikleotit Benzerligi

Erisim No. Ulke Viriis  Konukeu Gen Niikleotit
Benzerligi

EU292211 Brezilya BQCV  Apis mellifera Capsid protein %96,58

MN565034 Fransa BQCV  Vespa velutina Structural %96,43
polyprotein

KP730025 Tayland BQCV  Apisflorea Capsid protein 996,29

EU770973 Giiney Kore BQCV  Apis mellifera Structural 996,01
polyprotein

MN902100 Amerika BQCV  Bombus impatiens Structural %96,01
polyprotein

MT416539 Italya BQCV  Apis mellifera Structural %96,01
polyprotein

KP119603 Cin BQCV  Apis mellifera Structural %96
polyprotein

KY243932 Cek Cumh. BQCV  Apis mellifera Structural 995,86
polyprotein

KM206738 Cin BQCV  Apis mellifera Structural %95,86
polyprotein

MN902106 Amerika BQCV  Apis mellifera Structural 295,59
polyprotein

MF623171 Avustralya BQCV  Apis mellifera Structural %95,58
polyprotein

KM255692 Cin BQCV  Apis mellifera Capsid protein 995,58

MT482476 Papua Gine BQCV  Apis mellifera Structural 995,43
polyprotein

MW397638 Israil BQCV  Apis mellifera Structural %94,80
polyprotein

KY465680 Avustralya BQCV  Apis mellifera Structural %94,59
polyprotein

KP730007 Tayland BQCV  Apiscerana Capsid protein %94,43

MH267693 Isvec BQCV  Apis mellifera Structural %93,43
polyprotein

GU903461 ingiltere BQCV  Apis mellifera Capsid protein %91,44

EF517519 Polonya BQCV  Apis mellifera Structural %82,86
polyprotein

KY363519 Isveg BQCV  Apis mellifera Structural %75,71
polyprotein

Niikleotit benzerlik analizlerine géore BQCV Bingol izolati %96,58 orani ile en cok
Brezilya izolat1 (EU292211) ile en diisiik ise %75,71 oraninda Isveg izolat1 (KY363519)
ile benzerlik gostermistir. Olusturan filogenetik aga¢ MZ357974 Bing6l izolatinin
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Brezilya (EU292211), Fransa (MN565034), Avustralya (KY465680) ve Italya
(MT4165309) iilkelerinden izole edilen ayni viriis izolatlariyla genetik yakinlik igerisinde
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oldugunu gostermistir (Sekil 4.4.).

Sekil 4.4. BQCV Bingol izolati (MZ357974) ile diinyadaki BQCV izolatlarinin kismi polyprotein protein
geninin niikleik asit dizisi 1000 tekerriirlii olarak neighbor joining yontemi ile olusturulan 1sinsal filogenetik
agaci

4.2. Tulumsu Yavru Ciiriikliigii Viriisii (SBV) Ile lgili Bulgular

Bingol ilinden toplanan 128 ariligin 9’unda %7,03 infeksiyon orani1 SBV viriisii tespit
edilmistir. Virlis oran1 yogun olarak Merkez, Geng, Solhan ve Kigi ilgelerindeki siirvey

merkezlerinde tespit edilmistir.
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Sekil 4. 5. SBV ile enfekteli ariliklarin Bing6l ili ve ilgelerindeki lokaliteleri
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Tespit edilen bolgeler ve bolgelere 0zgli infeksiyon oranlar1 asagidaki tabloda

Ozetlenmistir (Tablo 4. 4 ve Sekil 4. 5).

Tablo 4. 4. SBV ile enfekteli ariliklarin Bingdl ili ve il¢elerindeki lokaliteleri

Merkezler SBV’nin arastirildigi SBV pozitif SBV pozitif Pozitif 6rnek

arilik sayisi ornek sayisi ornek orani numaralari
Merkez 44 4 %9,1 18, 24, 26, 32
Karhova 19 0 0 0
Solhan 17 1 %5,8 59
Geng 12 1 %8,3 55
Yedisu 10 0 0 0
Adakl 11 1 %9,1 83
Yayladere 4 0 0 0
Kig 11 2 %18,2 66, 69

18, 24, 26, 32, 59,

Toplam 128 9 %7,03 55, 83, 66, 69

Riistemoglu ve Sipahioglu (2019), Hakkari bolgesinde gergeklestirdikleri ¢galismada SBV
yayginligini 429 bp uzunlugundaki bolgeyi hedef alarak arastirmiglar ve bu bolgedeki
infeksiyon oranimi %12,2 oraninda tespit etmisilerdir. Cagirgan vd. (2020), Burdur
bolgesinde polyprotein genine ait 342 bp niikleotit dizisini ¢ogaltarak SBV infeksiyon
oranint %33,3 oldugunu belirtmislerdir. Kalayci vd. (2019), Mugla bdlgesinde yiiriitiilen
bagka bir ¢alismada, etmenin 342 bp biiyiikliigiindeki polyprotein genini amplifiye ederek
bu bolgedeki SBV varligini ortaya koymuslardir. Kalaycr vd. (2020), Adana, Aydin,
Bursa, Izmir, Kiitahya, Mugla ve Manisa bolgelerinde gerceklestirdikleri calismada SBV
virtistiniin polyprotein genine ait 342 bp uzunlugundaki bolgeyi ¢ogaltarak bu bolgedeki

SBV infeksiyonunu %22,3 oraninda oldugunu tespit etmislerdir.

Yaptigimiz ¢alismada, tespit edilen viriislere 6zgii viral polyprotein geninin 342 bp kismi
RT-PCR testi ile ¢ogaltilmis ve dizi analizinin yapilmasi i¢in molekiiler klonlama
islemleri gergeklestirilmistir. SBV virlisiiniin Bingol ilindeki varligi %11,7 oram ile ilk
defa bu ¢alismayla kanitlanmistir. RT-PCR testleri sonucunda pozitif sonug veren
orneklerden rastgele secilen 66 ve 59 numarali ornekler klonlama c¢alismalarinda

kullanilmak tizere jelden saflastirilmistir.
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Sekil 4.6. SBV viriisiiniin tespiti i¢in Bing6l ili 6rneklerine uygulanan RT-PCR’1n agaroz jel goriintiisii, M:
100-1500 bg¢ Marker 18, 24, 26, 32, 59, 55, 83,66 numarali Pozitif 6rnekler, NC: Negatif Kontrol, PC:
Pozitif Kontrol

Saflastirilan  plazmide sirasiyla yukarida anlatildigi gibi ligasyon ve bakteriyel
transformasyon islemleri uygulanmistir. Transformasyon sonrasi kati LB ortaminda
rekombinant plazmidlerden mavi-beyaz koloni olusumuna bagli olarak rekombinant
plazmiti tagidigi disiiniilen beyaz kolonilerden bakteriyel ¢ogaltim gergeklestirilmistir
(Sekil 4.7).

bb-~5BY

Sekil 4.7. Kolonilerin bir gece 37 °C inkiibe edilmesi sonucu gelisen kolonilerde beyaz renkli koloni
isaretlenmistir

PCR sonucu pozitif sonug veren 66 ve 59 érneklerden rastgele 3 beyaz koloni seleksiyonu
yapilarak sivi LB ortamina ekimi yapildi ve 37 °C de 180 rpm de 16-24 sa aralifinda
calkalayic1 platform {izerinde bekletilerek ¢ogalmasi yapildi. Daha sonra rekombinant
plazmidler igeren bakteriler saflastirildi ve klonlamanin dogrulugu enzimatik kesim
reaksiyonu ile kontrol edildi (Sekil 4.8).
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Sekil 4.8. SBV ‘ye ait 66, 59 nolu ve 342 b¢ uzunlugundaki polyprotein genini tasiyan plazmitlere
uygulanan PCR sonucuna ait jel goriintiisii. M:100-3000 b¢ marker, 1: Birinci koloni plazmit, 2: Ikinci
koloni plazmit, 3: Pozitif kontrol

Dogrulama sonrasi her iki 6rnege ait rekombinant plazmitler ¢ift yonlii DNA sekans

analizine gonderilmis ve niikleotit dizisi ortaya ¢ikarilmistir (Tablo 4.5).

Tablo 4.5. 66 nolu SBV Bing6l izolatina ait polyprotein geni baz dizisi

Baz Siralamasi(bg)

Niikleik Asit Baz Dizisi

1
56
101
151
200
250
342

CGTAATTGCGGAGTGGAAAGATTATCTACAATCCTTGCCTCTAGTAAGAAGAC
ATTTGATACAGTGGGCTCTTATACCGATTTGTTTAATGGTTGGGTTTCTGGTAT
GTACGTGGATAAAAATGTCCACTACACCGAAATGTCCAGTGATGAGAGTGGAC
GAAGAATCTGGAATGTTAGGCGCGCAGTGTCAATTAAGACCGCAGAAGGAAC
TTTAGTGTGGCGAAAAGTAATATCCTCTTACAGTTGTAAAGTGGCTTCCGAGCT
AGCAGCTAAGAGTATCTTAGTACAGTTTACAGGTCCGATAAGGACTCAGAGTG
ATGAGGTACCCTCGAAGGAATCT

Sekans analizi sonucunda klonlanmis olan DNA’nin dizisinin 342 bg¢ uzunlugunda oldugu
tespit edilmistir. DNA dizisi elde edilen iki SBV izolatt MZ357971 ve MZ357972 erisim

numarast ile NCBI Gen Bankasi veri tabanina kaydedilmistir. Filogenetik iliskilerin

belirlenmesi amaciyla NCBI veri tabanindan diinyanin farkli bolgelerinde tespit edilen 20

farkl1 SBV izolati segildi (Tablo 4.6).
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Tablo 4.6. Gen bankas: veri tabaninda bulunan SBV viriisiine ait farkli izolatlarin erigim numarasi, Ulke,

Viriis, Konukgu, Gen, Niikleotit Benzerligi

Erisim No. Ulke Viriis Konuk¢u Gen Niikleotit
benzerligi

MZ357971 Tiirkiye SBV  Apis mellifera Polyprotein %100
MZ357972 Tirkiye SBV  Apis mellifera Polyprotein %100
MH251274 Tiirkiye SBV  Apis mellifera Polyprotein %92,98
MG545286 ABD SBV  Apis mellifera Polyprotein %92,40
MH267698 Isveg SBV  Apis mellifera Polyprotein %92,40
KY465673 Avusturalya SBV  Apis mellifera Polyprotein %92,11
AH012541 Fransa SBV  Apis mellifera Polyprotein %91,81
MT482477 Gine SBV  Apis mellifera Polyprotein %91,23
MNO082651 Tayvan SBV  Apis mellifera Polyprotein %90,94
KC007374 Vietnam SBV  Apis cerena Polyprotein %90,94
KY273489 Cek Cumh.  SBV  Apis mellifera Polyprotein %90,06
KJ000692 Cin SBV  Apis cerena Polyprotein %90,06
JX194121 Hindistan SBV  Apis cerena Polyprotein %90,06
KX663835 Hindistan SBV  Apis cerena Polyprotein %90,06
MNO082652 Tayvan SBV  Apis cerena Polyprotein %89,77
KM884990 Vietnam SBV  Apis cerena Polyprotein %89,47
JX270800 Hindistan SBV  Apis cerena Polyprotein %89.18
KM495267 Cin SBV  Apis cerena Polyprotein %89.18
KP296803 Giiney Kore SBV  Apis cerena Polyprotein %88,89
JX679488 Cin SBV  Apis cerena Polyprotein %85,96

Filogenetik analiz sonucunda SBV Bingdl izolatlarinin diinyada tespit edilen diger

izolatlar ile %92,98-85,96 arasinda degisen oranlarda niikleotit benzerligi gosterdigi ve

ayrica SBV Bingol izolatlarinin kendi aralarinda %100 oraninda niikleotit benzerligine

sahip oldugu tespit edilmistir. Her iki izolat, en diisiik (%85,96) oranda Cin izolati

(JX679488) ile ve en yiiksek (%92,98) Tiirkiye izolati (MH251274) ile niikleotit

benzerligi gostermistir. Ayrica filogenetik agag SBV Bingol izolatlarinin Tiirkiye izolati

ile aym1 kiimede oldugunu ve genetik yakinlik igerisinde oldugunu gostermistir (Sekil

4.9).
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Sekil 4.9. SBV Bingol MZ357971 ve MZ357972 izolatlar1 ile diinyadaki SBV izolatlarinin polyprotein
geninin niikleik asit dizisi 1000 tekerriirlii olarak neighbor joining yontemi ile olusturulan 1sinsal filogenetik
agaci

4.3. Akut An Felci Viriisii (ABPV) Ile Ilgili Bulgular

Bingol ili ar1 kolonilerinden toplanan 384 canli is¢i ar1 6rnegi tizerinde yapilan molekiiler
test c¢alismalar1 sonucunda ABPV viriisii agisindan herhangi bir infeksiyona
rastlanilmamistir. ABPV viriisii ile enfekteli arilarda 3-5 giin gibi kisa bir zamanda ani
olimler meydana gelmektedir. Bu durum viriisiin teshisini ve infeksiyon oranini tespit
etmeyi zorlagtiyor. Calisma konusu kapsamindaki ii¢ viriisinde ssRNA’ ya sahip
olmalarindan dolay: bu viriisler ile enfekteli 6lii arilarda bulunan viriis partikiilleri uzun
stire canliligin1 koruyamamaktadir. Tiirkiye’nin farkli bolgelerinde yiiriitiilen ¢aligmalarda
ABPV virlisli tespit edilmemesi veya diisiikk oranlarda tespit edilmesi ABPV’nin

Tiirkiye’deki varligimin diisiik seviyelerde oldugu gostermektedir.

Riistemoglu ve Sipahioglu (2016), Hakkari ilinde 2014 yili Mayis, Haziran, Temmuz ve
Agustos aylarinda 90 ariliktan yapilan siirvey calismasinda Akut ar1 paraliz viriisiiniin
yaygimligr ve varlig1 arastirtlmistir. RT-PCR metodu ile yapilan bu ¢alismada, 90 ariligin
sadece ikisinde (%2,2) ABPV infeksiyonu goriilmiis ve virlisiin Hakkari ili bal arisi
kolonilerinde yaygin bir viriis olmadig belirlenmistir. ABPV’nin Tiirkiye’deki varligini

yayginlik oraniyla ilk kez bu ¢alisma ile ortaya koymuslardir. Kalayci vd. (2020), Adana,
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Aydin, Bursa, Izmir, Kiitahya, Mugla ve Manisa illerinde 2280 ornek iizerinde
gerceklestirdigi arastirmada (%35,5) ABPV’nin oldugunu tespit etmislerdir. Cagirgan vd.
(2020), Burdur ili ariliklarinda yaptiklar1 siirveylerde ABPV virlisiine ait 900 bp
uzunlugundaki bolgeyi RT-PCR yontemi ile ¢cogaltarak bu bolgedeki infeksiyon oraninin
%86,66 oldugunu tespit etmislerdir. Bu ¢aligma kapsaminda, ABPV’ nin Bingdl ilindeki
varligr tespit etmek icin 900 bp niikleotit dizisinin kilif protein (CP) geni ¢ogaltilmis ve

ABPYV viriisiine ait pozitif bant elde edilememistir.
4.4. Kangik Infeksiyonlar

Bingdl ilinde yapilan bu calismada, viriislerin tekil infeksiyonlarinin yanisira karisik
infeksiyonlar1 da tespit edilmistir. Ariliklarda yiiriitiilen ¢alismalarda 128 arilikta 24
arilikta tekli infeksiyon goriilslirken sadece bir arilikta BQCV+SBV karisik infeksiyonu
%0,78 oraninda belirlenmistir (Tablo 4.7). Uclii ve daha fazla infeksiyon tespit

edilememistir.

Tablo 4.7. Tekli ve Ciftli viriis infeksiyonlarinin tespit edilen sayisi, oranlari ve ariliklar

Tekli infeksiyonlar Infeksiyon oram Pozitif ariik numarasi

BQCV (15/128) %11,7 58,59, 62, 67, 71,73,77,78,80, 86,90,92,93,94,99

18,24,26,32,55, 59,66, 69, 83
SBV (9/128) %7,03

Ciftli infeksiyonlar

BQCV+ SBV (1/128) %0,78 59




5. SONUC VE ONERILER

Bingol ili bal aris1 kolonilerindeki viral infeksiyonlar arasinda Siyah kralige hiicre viriisii
(BQCV), Tulumsu yavru ciirikligi viriisi (SBV) ve Akut ari felg viriisi (ABPV)
varliklarin1 ve yayginliklarini tespit etmek amaci ile 2020 yilinin Nisan-Eyliil aylarinda
survey calismast yapilmistir. Bu ¢alismada ar1 kolonilerindeki viral hastalik etmenlerinin
tespiti icin RT-PCR yontemi kullanilmistir. Arastirma kapsaminda dizayn edilen spesifik
primerler ile yiiriitiilen test ¢caligmalarinda toplam 128 ariliktan 384 isci bal arisina ait
ornekler test edilmis ve %11,7’sinde BQCV, %7,03’linde SBV ve %0,78’inde ise
SBV+BQCV Kkarisik infeksiyonlar1 tespit edilmistir. Testlenen Orneklerin higbirinde
ABPV enfeksiyonu tespit edilmemistir. Koloni diizeyinde incelendiginde 128 ariliktan
15’inde BQCV, 9’unda SBV ve 1’inde SBV+BQCYV belirlenmistir.

Bingdl ilinde tespiti yapilan SBV ve BQCV virlislerinden rastgele segilen viriis
izolatlarmimn molekiiler karakterizasyonlart yapilmistir. Molekiiler test sonuglari
diinyadaki diger izolatlarla karsilastirildiginda, SBV’nin %85-100 ve BQCV’nin %96-75
arasinda niikleotit benzerligi gosterdigini ortaya koymustur. Ayrica olusturulan
filogenetik agaca gore Bingdl BQCV izolati Avustralya, Brezilya, italya ve Fransa
izolatlartyla ayn1 kiimede yer alirken, Bingdl SBV izolat1 en yakin Tiirkiye izolati ile

yakin iligki icerisinde olmustur.

RT-PCR sonucu tespit edilen ve molekiiler karakterizasyonlar1 yapilan BQCV ve SBV
virtislerinin literatiir arastirmasina gore Bingol ili igin ilk kayit niteligi tasimaktadr.

Bu caligsmanin sonucunda elde edilen bulgular 1s181nda;

v" Diinya genelindeki bal aris1 kolonilerinde ekonomik zararin 6nemi ele alindiginda
en fazla zararli olan bal aris1 virlisleri arasinda bulunan BQCV ve SBV
viriislerinin Bingdl ilindeki varliklarini ve infeksiyon oranlarinin tespit edilmesi

bu ilde yapilan aricilik faaliyetleri agisindan onem arz etmektedir. Elde edilen
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sonuglar hem Bingol ili i¢in hemde Tiirkiye’deki ar1 ve ar saghig arastiricilart,
arastirma enstitiileri ve aricilara 11k tutacagi kanaatindeyiz.

Bing61’deki varliklart daha 6nce tespit edilmeyen ikKi 6nemli bal arisi1 viriisiiniin
BQCV ve SBV varliklar1 molekiiler yontemler ile gilivenilir bigimde tespit
edilmisgtir.

Bu ¢alisma kapsaminda sentezletilen (Sentebiolab/Ankara) spesifik primerler ve
bu ¢alismaya 6zgiin PCR sicaklik ve dongiileri ile RT-PCR’1n kullanimi a¢isindan
diger arastiricilara kolaylik ve fayda saglayacaktir. Bal aris1 viriislerini diger teshis
yontemlerine (Elektron mikroskobu, immiinodifiizyon testi, ELISA vb.) gére RT-
PCR yontemi daha giivenilir ve hizli sekilde teshisi yapilabilecektir.

Bal aris1 viral hastaliklar1 Bing61” de bazi viriisler agisindan tehlikeli olabilecek bir
noktaya yaklasmaktadir. Ozellikle Adakli, Yayladere, Solhan ve Kig ilgelerinde
yayginligi %20 nin {izerinde olan BQCV ve SBV viriisleri tehdit noktasinda yer
almaktadir. ABPV ve diger viriislerinin varliklarinin {ilkemizde tespit edilmis
olmas1 ileriki zamanlarda Bingdl’de ilinde de bulagmanin goriilmesi ve ar1
oliimlerine neden olabilecek potansiyele sahip olduklarini géstermektedir.

Ana arn bagirsak dokularinda ve diskida Siyah kralige hiicre virlisii tespit
edilmistir. Diskida goriilmesi de digski yoluyla olasi bulagsmayr diisiindiiriiyor.
Ancak, BQCV kismen yetiskin arilarin sindirimdeki infeksiyonu nedeniyle
Nosema apis'e baglantili oldugu disiiniilityor. Bu nedenle nosema ile ilgili gerek
kiiltiirel gerekse de kimyasal miicadele yontemlerine agirlik verilmelidir.

SBV, ABPV ve BQCV bal aris1 viriislerinin Varroa parazitinde de goriilmesi,
Varroanin her ii¢ viriise vektorliik ettigi ve koloniler arasinda tasiyabildigini
gostermektedir. Benzer sekilde ektoparazir varroa ile miicadee konusunda
aricilarin bilgilendirilmesi hem ar1 hastaliklar1 ile miicadele hem de bal {iretiminin
artirtlmasi agisindan hayati 6nem tagimaktadir.

Bal arist viriisleri ile miicadelede dayanikli ar tiirleri tercih edilmelidir. Viriise
dayanikli ve viriisten ari ana aridan yararlanilarak saglikli koloniler elde
edilmelidir. Bu durum da ana ar ile bulusan viriislerin engellenmesi koloni i¢in
onemli bir gelisme saglayacaktir. Is¢i ve erkek arilarin salgilarinda bu viriislerin
bulunmasi bu bulagma yolarina da dnemli 6l¢iide etki edecektir.

Viriis hastaliklar1 ile miicadelede kiiltiirel 6nemler son derece onemlidir. Bu

bakimdan kovanlarin bakimlarinin zamaninda yapilmasi, giiclii tutulmasi, alet
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ekipmanlarin dezenfekte edilmesi, kovanlarin yerden 50 cm yiiksege konularak
nemden uzak tutulmasi, kovanlarin giines gorecek sekilde ve riizgara kapali
alanlarin tercih edilmesi ve bulasik kovanlardan petek, bal, ¢ita vb {iriinleri
kovanlar arasinda degistirilmemesi 6nemli hususlardir.

v’ Varroa, nosema ve diger hastaliklar ile yapilan miicadelenin ayni zamanda ari

virtisleri ile miicadele edildigi anlamina geldigi unutulmamalidir.

Bal aris1 kolonilerinde hastaliga neden olan en 6nemli yaygin yedi viriisiin ikisinin varlig
ve yayginliklarinin tespit edildigi bu ¢alisma sonrasinda, diger ar1 viriislerinin de varlik ve
yayginliklarinin  aricilik  sektorii  agisindan Tirkiye genelinde de daha kapsamli

arastirilmasina ihtiya¢ duyulmaktadir.

Mevcut zengin florasindan dolayr konargdcer aricilarin tercih ettigi Bingdl iline giris
yapacak olan ar1 kolonilerinin Tarim ve Orman Il Miidiirliikleri ya da Universiteler
tarafindan hizli ve giivenilir bir teshis araci olan RT-PCR testine tabi tutularak bolgeye
alinmasi, art virislerinin Bingdl ilinde daha fazla yayilmalarini &nleyebilir ve

infeksiyonlar1 daha ciddi sekilde kontrol altina alinabilecegi kanaatindeyiz.



KAYNAKCA

Akyol E, Camc1 O (1999) Ariciligin bitkisel iiretimdeki yeri ve énemi. GAP 1. Tarim
Kongresi. Sanlurfa, Tiirkiye 2: 1157-1164

Akyol E, Korkmaz A (2005) Bal Arist (Apis mellifera L.) zararlis1 Varroa destructor’un
biyolojisi. Uludag Aricilik Dergisi 5(3): 122-127

Allen MF, Ball BV (1996) The incidence and world distribution of the honeybee viruses.
Bee World 77: 141-62

Anderson DL, Gibbs AJ (1988) Inapparent virus infections and their interactions in pupae
of the honeybee (Apis mellifera L.) in Australia. Journal Gen Virology 69: 1617-25

Anonim (2021a) https://www.ordutb.org.tr/wp-content/uploads/2020/10/Aricilik
Raporu.pdf. (Erisim tarihi; 10.06.2021)

Anonim (2021b) Food and Agriculture Organization of The United Nation, “FAO
Statistical Databases /Agriculture”.http://faostat3.fao.org/browse/Q/QL/E. (Erisim tarihi:
10.06.2021)

Anonim  (2021c) International Committee on  Taxonomy of  Viruses.
http://ictvonline.org/virusTaxonomy.asp?taxnode_id=20130611, Edinburg. (Erisim tarihi:
12.06.2021)

Antunez K, Anido M, Garrido-Bailon E, Botias C, Zunino P, Martinez-Salvador A,
Martin-Hernandez R, Higes M (2012) Low prevalence of honeybee viruses in Spain
during 2006 and 2007. Research in Veterinary Science 93: 1441-1445

Antunez K, Alessandro B, Corbella E, Ramallo G, Zunino P (2006) Honeybee viruses in
Uruguay. Journal of Invertebrate Pathology 93: 67-70

Antunez K, Alessandro B, Corbella E, Zunino P (2005) Detection of Chronic bee
paralysis virus and Acute bee paralysis virus in Uruguayan honeybees. Journal of
Invertebrate Pathology 90: 69-72


https://www.ordutb.org.tr/wp-content/uploads/2020/10/Aricilik%20Raporu.pdf
https://www.ordutb.org.tr/wp-content/uploads/2020/10/Aricilik%20Raporu.pdf
http://faostat3.fao.org/browse/Q/QL/E
http://ictvonline.org/virusTaxonomy.asp?taxnode_id=20130611

58

Azzami K, Beier H, Ritter W, Tautz J (2012) Infection of honey bees with Acute bee
paralysis virus does not trigger humoral or cellular immune responses. Archives Virology
157: 689-702

Bacandritsos N, Granato A, Budge G, Papanastasiou I, Roinioti E, Caldon M, Gallina A,
Mutinelli F, Falcaro C (2010) Sudden deaths and colony population decline in Greek
honey bee colonies. Journal of Invertebrate Pathology 105: 335-340

Bailey L (1975) Recent research on honey bee viruses. Bee World 56: 55-64

Bailey L, Ball BV, Perry JN (1983) Association of viruses with two protozoal pathogens
of the honeybee. Annals of Applied Biology 103: 13-20

Bailey L, Gibbs AJ, Woods RD (1963) Two viruses from adult honey bees (Apis
mellifera L.). Virology 21: 390-395

Bailey L, Gibbs AJ, Woods RD (1964) Sacbrood virus of the larval honeybee (Apis
mellifera L.). Virology 23: 425-9

Bailey L, Milne RG (1969) The multiplication regions and interaction of acute and
chronic bee paralysis viruses in adult honeybees. Journal of General Virology 4: 9-14

Bailey L, Woods RD (1974) Three previously undescribed viruses from the
honeybee. Journal of General Virology 25: 175-86

Bailey L, Woods RD (1977) Two more small RNA viruses from honey bees and further
observations on sacbrood and acute bee-paralysis viruses. Journal of General Virology
37:175-182

Baker AC, Schroeder DC (2008) Occurrence and genetic analysis of picorna-like viruses
infecting worker bees of Apis mellifera L. populations in Devon, South West England.
Journal of Invertebrate Pathology 98: 239-242

Bakonyi T, Farkas R, Szendroi A, Dobos-Kovacs M, Rusvai M (2002a) Detection of
acute bee paralysis virus by RT-PCR in honey bee and Varroa destructor field samples:
rapid screening of representative Hungarian apiaries. Apidologie 33: 63-74

Bakonyi T, Grabensteiner E, Kolodziejek J, Rusvai M, Topolska G, Ritter W, Nowotny N
(2002b) Phylogenetic analysis of Acute bee paralysis virus strains. Applied and
Environmental Microbiology 68: 6446-6450

Ball BV (1985) Acute paralysis virus isolates from honeybee colonies in-fested with
Varroa jacobsoni. Journal of Apicultural Research 24: 115-119



59

Ball BV (1989) Varroa jacobsoni as a virus vector. In Cavalloro R. (ed.) Present status of
varroatosis in Europe and progress in varroa mite control. Office for Official Publications
of the European Communities, Luxembourg, p. 241-244

Benjeddou M, Leat N, Allsopp M, Davison S (2001) Detection of Acute Bee Virus and
Black Queen Cell Virus from honeybees by reverse transcriptase Applied and
Environmental Microbiology 67: 2384-2387

Benjeddou M, Leat N, Allsopp M, Davison S (2002) Development of infectious
transcripts and genome manipulation of Black queen cell virus of honey bees. Journal of
General Virology 83(12): 3139-3146

Berenyi O, Bakonyi T, Derakhshifar 1, Koglberger H, Nowotny N (2006) Occurrence of
six honeybee viruses in diseased Austrian Apiaries. Applied and Environmental
Microbiology 72: 2414-20

Cagirgan AA, Yildirnm Y, Usta A (2020) Phylogenetic analysis of deformed wing virus,
black queen cell virus and acute bee paralysis viruses in Turkish honeybee colonies.
Veterinary Medicine 76(8): 480-484

Chen YP, Evans JD, Feldlaufer M (2006a) Horizontal and vertical transmission of viruses
in the honey bee, Apis mellifera L. Journal of Invertebrate Pathology 92: 152-159

Chen G, Wu Y, Deng J, Wen Z, Wang S, Chen Y, Zu F, Zheng H (2021) Seasonal
variation of viral infections between the eastern honey bee (Apis cerana) and the western
honey bee (Apis mellifera). Microbiology Open 10(1): 1162

Chen YP, Pettis JS, Collins A, Feldlaufer MF (2006b) Prevalence and transmission of
honey bee viruses. Applied and Environmental Microbiology 72: 606-611

Chen YP, Siede R (2007) Honey bee viruses. Advances in Virus Research 70: 33-80

Chen YP, Zhao Y, Hammond J, Hsu HT, Evans JD, Feldlaufer MF (2004c) Multiple virus
infections in the honey bee and genome divergence of honey bee viruses. Journal of
Invertebrate Pathology 87: 84-93

Chen Y (2011) Viruses and Viral Diseases of the Honey Bee, Apis. Recent Advances in
Entomological Research: From Molecular Biology to Pest Management, p. 105

Cordoni G (2011) Epidemiology and Taxonomy of Honey Bee Viruses in England and
Wales. (Doktora tezi), University of Surrey, Environment Food and rural Affares
(DEFRA). Birlesik Krallik, p. 37



60

De Miranda JR, Bailey L, Ball BV, Blanchard P, Budge G, Chejanovsky N, Chen YP,
Gauthier L, Genersch E, De Graaf D, Ribiére M, Ryabov E, De Smet L, Van Der Steen
JIM (2013) Standard Methods for Virus Research in Apis mellifera. The Coloss
Beebook, Standard Methods for Apis mellifera Pest and Pathogen Research, Volume I1.
(Editors: V Dietemann; J D Ellis; P Neumann), Journal of Apicultural Research. 52(4): 1-
55

De Miranda JR, Cordoni G, Budge G (2010) The Acute bee paralysis virus—Kashmir bee
virus—Israeli acute paralysis virus complex. Journal of Invertebrate Pathology 103: 30-47

Delfinado MD (1963) Mites of Honeybee in South-East Asia. Journal of Apicultural
Research 2: 113-114

Di Pasquale G, Salignon M, Le Conte Y, Belzunces LP, Decourtye A, Kretzschmar A,
Suchail S, Brunet JL, Alaux C (2013) Influence of Pollen Nutrition on Honey Bee Health:
DoPollen Quality and Diversity Matter. PLoS ONE. 8(8)

Engel MS (1999) The taxonomy of recent and fossil honey bees (Hymenoptera: Apidae;
Apis). Journal of Hymenoptera research 8: 165-196

Foissac L, Gentit P, Svanetia-Dumas L, Dulucq MJ, Candresse T (2001) Polyvalent
detection of fruit tree tricho, capillo, and foveaviruses by nested RT-PCR using
degenerated and inosine containing primers (pdo rt-pcr). Acta Horticulturae 550: 37-43

Freiberg M, De Jong D, Message D, Cox-Foster D (2012) First report of Sacbrood virus
in honey bee (Apis mellifera) colonies in Brazil. Genetics and Molecular Research 11(3):
3310-3314

Geng F, Dodologlu A (2002) Ariciligin Temel Esaslari. Atatiirk Universitesi Ziraat
Fakiiltesi Ders Kitab1 26: 715-722

Ghosh RC, Ball BV, Willcocks MM, Carter MJ (1999) The nucleotide sequence of
Sacbrood virus of the honey bee: an insect picorna-like virus. Journal of General
Virology 80: 1541-1549

Glover RH, Adams IP, Budge G, Wilkins S, Boonham N (2011) Detection of honey bee
(Apis mellifera) viruses with an oligonucleotide microarray. Journal of Invertebrate
Pathology 107(3): 216-219

Gordon KHJ, Waterhouse PM (2006) Small RNA viruses of insects: Expression in plants
and RNA silencing. Advances in Virus Research 68: 459-502

Govan VA, Leat N, Allsopp M, Davison S (2000) Analysis of the complete genome
sequence of Acut bee paralysis virus shows that it belongs to the Novel group of Insect-
Infecting-RNA viruses. Virology 277(2): 457-463



61

Grabensteiner E, Ritter W, Bakonyi T, Pechhacker H, Nowotny N (2007) Development of
a multiplex RT-PCR for the simultaneous detection of three viruses of the honeybee (Apis
mellifera L.): Acute bee paralysis virus, Black queen cell virus and Sacbrood virus.
Journal of Invertebrate Pathology 94: 222-225

Grabensteiner E, Ritter W, Carter MJ, Davison S, Pechhacker H, Kolodziejek J, Boecking
O, Derakhshifar I, Moosbeckhofer R, Licek E, Nowotny N (2001) Sacbrood Virus of the
honeybee (Apis mellifera): rapid identification and phylogenetic analysis using reverse
transcription-PCR. Clinical and Diagnostic Laboratory Immunology 8: 93-104

Guzman-Novoa E, Hamiduzzaman MM, Correa-Benitez A, Espinosa-Montano LG,
Uribe-Rubio JL (2013) A scientific note on the first detection of Black queen cell virus in
honey bees (Apis mellifera) in Mexico. Apidologie 44(4): 382-384

Giimiisova SO, Albayrak H, Kurt M, Yazict Z (2010) Prevalence of three honey bee
viruses in Turkey. Veterinarski Arhiv 80(6): 779-785

Haddad N, Brake M, Migdadi H, De Miranda JR (2008) First detection of honey bee
viruses in Jordan by RT- PCR. Jordan Journal of Agricultural Sciences 4(3): 242-247

Higes M, Esperon F, Sanchez-Vizcaino JM (2007) Short communication. First report of
Black queen cell virus detection in honey bees (Apis mellifera) in Spain. Spanish Journal
of Agricultural Research 5(3): 322-325

Hunter W, Ellis J, vanEngelsdorp D, Hayes J, Westervelt D, Glick E, Williams M, Sela I,
Maori E, Pettis J, Cox-Foster D, Paldi N (2010) Large-Scale Field Application of RNAI
Technology Reducing Israeli Acute Paralysis Virus Disease in Honey Bees (Apis
mellifera, Hymenoptera: Apidae) PLoS Pathogens. 6(12)

Kaftanoglu O, Kumova U, Yeninar H (1992) Varroa Miicadelesinde Son Gelismeler.
Dogu Anadolu Bolgesi 1. Aricilik Semineri. Erzurum, Tiirkiye s.127-139

Kalayct G, Cagirgan AA, Pekmez K, Ozkan B, Kaplan M (2019) Molecular Detection
And Phylogenetic Analysis Of The Honeybee (Apis mellifera) Sacbrood virus in Turkey.
Turkish Journal of Veterinary And Animal Sciences 43: 551-554

Kalayct G, Cagirgan AA, Kaplan M, Pekmez K, Beyazit A, Ozkan B, Yesiloz H, Arslan
F (2020) The Role of Viral and Parasitic Pathogens Affected By Colony Losses in
Turkish Apiaries. Kafkas Universitesi Veteriner Fakiiltesi Dergisi 26(5): 671-677

Kevan PG, Hannan MA, Ostiguy N, Guzman E (2006) A summary of the Varroa-virus
disease complex in honeybees. American Bee Journal 146: 694-697



62

Kubaa R, Molmatt G, Khaled B, Daher-Hjaij N, Hemoun K, Saponar1t M (2018) First
detection of black queen cell virus, Varroa destructor macula-like virus, Apis mellifera
filamentous virus and Nosema ceranae in Syrian honey bees Apis mellifera syriaca.
Bulletin of Insectology 71(2): 217-224

Leat N, Ball B, Govan V, Davison S (2000) Analysis of the complete genome sequence
of black queen cell virus, a picorna-like virus of honeybees. Journal of General Virology
81:2111-2119

Li Z, Huang S, Huang WF, Geng H, Zhao Y, Li M, Chen Y, Su S (2016) A scientific note
on detection of honeybee viruses in the darkling beetle (Alphitobius diaperinus,
Coleoptera: Tenebrionidae), a new pest in Apis cerana cerana colonies. Apidologie 47(6):
759-761

Maori E, Tanne E, Sela I, (2007b) Reciprocal sequence exchange between non-retro
viruses and hosts leading to the appearance of new host phenotypes. Virology 362: 342-
349

Maramorosch K, Shatkin A (2007) Honey bee viruses. Advances in Virus Research.
Academic Press, p. 33-80

Mayo MA (2002) Virus Taxonomy—Houston 2002. 2002. Archives of Virology 147:
1071-1076

Mili¢evi¢ V, Radojici¢ S, Kureljusi¢ J, Sekler M, Nesi¢ K, Veljovi¢ L, Zori¢ JM,
Radosavljevi¢ V (2018) Molecular detection of black queen cell virus and Kashmir bee
virus in honey. AMB Express 8: 128

Morse RA, Gonclaves LS (1979) Varroa Disease a Threat to World Beekeeping.
Gleanings in Bee Culture 179-181

Morse RA, Laigo FM (1969) The Potential and Problem of Beekeeping in Philippines.
Bee World 50: 9-14

Nielsen SL, Nicolaisen M, Kryger P (2008) Incidence of Acute bee paralysis virus, Black
queen cell virus, Chronic bee paralysis virus, Deformed wing virus, Kashmir bee virus
and Sacbrood virus in honey bees (Apis mellifera) in Denmark. Apidologie 39: 310-314

Oguz B, Karapinar Z, Dinger E, Deger MS (2018) Molecular detection of Nosema spp.
and black queen cell virus in honeybees in Van Province, Turkey. Turkish Journal of
Veterinary and Animal Sciences 41: 221-227

Onciier C, Benlioglu K (1998) Balaris1 Zararlilar1, Hastaliklar1 ve Zehirlenmeleri. Adnan
Menderes Universitesi Yaymlari no:3



63

Rangel J, Keller JJ, Tarpy DR (2013) The effects of honey bee (Apis mellifera L.) queen
reproductive potential on colony growth. International Union for the Study of Social
Insects 60: 65—73

Reynaldi FJ, Sguazza GH, Albicoro FJ, Pecoraro MR, Galosi CM (2013) First molecular
detection of co-infection of honey bee viruses in asymptomatic Bombus atratus in South
America. Brazilian Journal of Microbiology volume 73(4): 797-800

Reynaldi FJ, Sguazza GH, Pecoraro MR, Tizzano MA (2010) First report of viral
infections that affect argentine honeybees. Environmental Microbiology Reports 2: 749-
751

Ribiere M, Ball BV, Aubert M (2008) Natural history and geographical distribution of
honey bee viruses. In Virology and the honey bee (eds M Aubert, BV Ball, | Fries),
Luxembourg City, Luxembourg: EEC Publications, European Commission, p. 15-84

Riistemoglu M, Sipahioglu H (2016) Occurrence and Molecular Characterization of Acute
Bee Paralysis Virus (ABPV) in Honeybee (Apis mellifera) Colonies in Hakkari Province.
Yiiziincii Y1l Universitesi Tarim Bilimleri Dergisi 26(2): 174-182

Riistemoglu M, Sipahioglu HM (2019) Occurrence and prevalence of six honey bee
viruses in Hakkari (Turkey) and their genomic divergence. Munis Entomology &
Zoology 14(2): 574-583

Sammataro D, Avitabile A (1998) The beekeeper’s handbook. 3th edition

Sanpa S, Chantawannakul P (2009) Survey of six bee viruses using RT-PCR in Northern
Thailand. Journal of Invertebrate Pathology 100: 116-119

Sguazza GH, Reynaldi FJ, Galosi CM, Pecoraro MR (2013) Simultaneous detection of
bee viruses by multiplex PCR. Journal of Virological Methods 194: 102-106

Shen M, Cui L, Ostiguy N, Cox-Foster D (2005) Intricate transmission routes and
interactions between picorna-like viruses (Kashmir bee virus and sacbrood virus) with the
honeybee host and the parasitic varroa mite. Journal of General Virology 86: 2281-9

Seeley TD (1985) Honeybee Ecology. Princeton University Press, Princeton, NJ, USA. p.
201

Teixeira EW, Chen Y, Message D, Pettis J, Evans JD (2008) Virus infections in Brazilian
honeybees. Journal Invertebrate Pathology 99: 117-9

Tentcheva D, Gauthier L, Zappulla N, Dainat B, Cousserans F, Colin ME, Bergoin M
(2004) Prevalence and seasonal variations of six bee viruses in Apis mellifera L. and



64

Varroa destructor mite populations in France. Applied and Environmental Microbiology
70: 7185-7191

Tewaron NC (1983) Nutrition and Reproduction in the Ectoparasitic Honey Bee (Apis
sp.) Mite, Varroa jacopsoni. ( Eberhard-Karls-Universitat, Tiibingen) p. 35

Tutkun E, Bosgelmez A (2003) Bal arist zararlilart ve hastaliklar1 teshis ve tedavi
yontemleri. Bizim Biiro Basimevi, Ankara, S. 27

TUIK (2019) Tiirkiye Istatistik Kurumu (TUIK). www.tuik.gov.tr (Erisim: 17.12.2020).

Usta A, Yildirim Y (2020) Bal Arilarinin Viral Hastaliklari. Cukurova Tarim ve Gida
Bilimleri Dergisi 35(1): 57-66

Welch A, Drummond F, Tewari S, Averill A, Burand JP (2009) Presence and prevalence
of viruses in local and migratory honeybees (Apis mellifera) in Massachusetts. Applied
And Environmental Microbiology 75(24): 7862-7865

White GF (1917) Sacbrood virus. US Department of Agriculture Bulletin.(Editors:
Howard, L. O.), 431. Washinton D.C. 1-55

Wilson JE, Powell MJ, Hoover SE, Sarnow P (2000) Naturally occurring dicistronic
cricket paralysis virus RNA is regulated by two internal ribosome entry sites, Molecular
and Cellular Biology 20: 4990-4999

Winston ML (1987) The Biology of the Honey Bee. Harvard University Press,
Cambridge, MA, USA. p. 281

Yue C, Schroder M, Bienefeld K, Genersch E (2006) Detection of viral sequences in
semen of honeybees (Apis mellifera): evidence for vertical transmission of viruses
through drones. Journal of Invertebrate Pathology 92: 105-108

Zhang X, He SY, Evans JD, Pettis JS, Yin GF, Chen YP (2012) New evidence that
Deformed wing virus and Black queen cell virus are multi-host pathogens. Journal of
Invertebrate Pathology 109:156-159


http://www.tuik.gov.tr/

EKLER

Ek 1. Total RNA Ekstraksiyonunda Kullanilan Tampon Cozeltiler

Ek 1.1. Ekstraksiyon Tampon Cozeltisi

v" Guanidine Thiocyanate 4M 23.64gr/50ml
v" NaOAc (pH 5.2) 0.2M 1.36 gr/50 ml
v EDTA 25mM 0.465 gr/50 ml
v KOAc 1.0 M 4.9 gr/ 50 ml
v' PVP-40 %2.5 wt/vol 1.25 gr/50ml

v' %1 2-ME (Mercaptoethanol)
50 ml hacimde hazirlanacak olan ¢ozelti i¢in yukarida belirtilen miktarlardaki kimyasallar
saf su igerisinde ¢Ozdirilir ve otoklav edildikten sonra kullanim siiresince 4 °C’de

muhafaza edilir.

Ek 1.2. Nal Soliisyonu

v" Nal (Sigma S8379) 36 gr

v" Na,S03 0.75 gr
Bilesimler eklendikten sonra saf su ile 100 ml’ye tamamlanir. Daha sonra %50 oraninda
Ethanol eklenerek 200 ml’ye tamamlanir. Ethanol eklendikten sonra soliisyon 4 °C’de

muhafaza edilir.

Ek 1.3. Silikanin Hazirlanmasi (pH: 2.0)

v' Silica (Sigma %12 S5631) 60 gr

Meziir kabina eklenen 500 ml saf su igersine 60 gr silika tartilip koyulur ve iyice

karistirildiktan sonra 24sa bekletilir. Ustte biriken 470 ml s1v1 uzaklastirilir ve 500 ml’ye
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tamamlandiktan sonran iyice karistirilir. Hazirlanan bu karigim S5sa bekletilir ve dstte

biriken 440 ml sivi atilir, kalan 60 ml karisimm pH’1 2.0 olana kadar HCI eklenir.

Ek 2. Elektroforez Calismalarinda Kullanilan Tampon Cozeltiler

Ek 2.1. 50X TAE Kosum Tamponu

v Glacial Asetic acid (CH3COOH) 57.1¢gr
v' Tris-base (C4H11NO3) pH (8.0) 242 gr
v' 0.5 M EDTA (C10H14N208Na2.2H20) 100 ml

Ek 2.2. 1X TAE Kosum Tamponunun Hazirlanmasi (1 Litre)

v 50X TAE stok soliisyondan 20 ml alinarak steril saf su ile 1000 ml’ye

tamamlanarak 1X TAE soliisyonu elde edilir.

Ek 3. Klonlama Asamasinda Kullanilan Kimyasallarin Hazirlanmasi

Ek 3.1. Stvi LB Hazirlama (1 Litre)

v" 5 g NaCl (Sigma)
v' 5 g Bacto yeast (Applichem)
v" 10 g Bacto tryptone (Fisher BioReagents BP1421 500g)

Yukarida verilen bilesenler belirtilen miktarlarda tartilarak 1 litrelik erlene konur ve iizeri
saf su ile 1 litreye tamamlanir. 121 °C de 20-25 dakika otoklavda steril edilir. Karsim 50-
55 °C dereceye kadar sogumasi saglanir. Bu asamada, ¢alismanin amacina uygun olarak
ampisilin, IPTG ya da X-gal gerekli miktarlarda eklenebilir. Kompetan hiicreler icin

hazirlanan sivi LB ortamina Ampisilin, IPTG ve X-gal katilmamaktadir.
Ek 3.2. Kati LB Hazirlama (1 Litre)

v" 5 gNaCl

v 10 g Bacto tryptone

v 5 g Bacto yeast extract

v 15 gr Agar (Katilagsmas igin)
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Yukaridaki kimyasallar belirtilen miktarlarda tartilip erlene konulur ve iizeri steril saf su
ile 1 It tamamlanir. 121 °C de 20-25 dk otoklavda steril edilir. Otoklav bittikten sonra oda
sicakliginda 55 °C ye kadar sogumaya birakilir.

Ek 3.3. Rekombinat Bakterilerilerin Secimi
Ek 3.3.1 X-Gal

20 mg X-Gal tartildiktan sonra 1 ml Dimethyl formamide icersinde ¢ozdiriiliir. X-gal
1siktan korumak icin eppendorf tiipii aliminyum folyo ile sarilir. Hazirlanan X Gal -20 °C

de muhafaza edilmeli.

Ek 3.3.2. IPTG

100 mg IPTG tartilarak 1 ml’lik steril saf su igerisinde ¢ozdiiriiliir. IPTG’yi 1siktan
korumak i¢in eppendorf tiipli alliminyum folyo ile sarilir. Hazirlanan IPTG, -20 °C de

muhafaza edilmeli.
Ek 3.3.3. SOC Soliisyonu (1 Litre)

20 ml of 1M glucose
10 ml of 1M MgCI2

2 ml of 5M NacCl.

5 g Bacto Yeast Extract
20 g Bacto Tryptone
2.5 ml of 1M KCI

10 ml of 1M MgSO4

AN N N N N

Erlen igerisine yukaradaki belirtilen bilesenler tartilip steril saf su ile 1 litreye tamamlanur.
121 °C de 20-25 dk otoklavda steril edilir. Otoklav sonrasi, oda sicakliginda 55 °C

dereceye kadar sogumasi saglanir. Daha sonra 4 °C de buzdolabinda saklanir.

Ek 3.3.4. Kompetan Hiicre Hazirlanmasi

Ticari olarak tedarik edilen kompetan hiicreler, steril kabin icerisinde hazirlanan kat1 LB

ortamina bir 6ze yardimi ile zigzag cizgiler seklinde ekim yapilir. 1 gece inkiibatorde
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(87°C) petriler ters gevrilerek gelismeye birakilir. Ertesi giin olusan beyaz tek
kolonilerden secilerek taze hazirlanmis 10 ml sivi LB ortamina ekim yapilir. 1 gece
sallayici platformda (37°C de, 200 rpm) inkiibe edildikten sonra 1 litre sivi LB ortamina
ilave edilir. Karisim 37°C de 200 rpm’ de OD 0.6-0.9 araliginda oluncaya kadar
gelismeye birakilir. Sonraki agamalar asagidaki gibidir;

v Bakteri ¢ogalmasinin durmasi i¢in erlen buza daldirilir. Sonrasinda bakteri
siispansiyonlari, falkon tliplerine ilave edilerek 6.000 rpm’de 15 dk santrifiij edilir.
Santrifiij sonrasi, olusan iist sivi (supernant) bosaltilir. Geri kalan bakteri
pelletleri, 5 ml soguk su ilave edilerek ¢ozdiiriiliir ve daha sonra soguk su ilave
edilerek 50ml’ye tamamlanir.

v" Falkon tiipleri, 6000 rpm’de 15 dakika santrifiij edilir. Olusan supernant (iistvsivi)
atilir ve 5-10 ml soguk su ile katilip vortekslendikten sonra steril soguk su ile 50
ml’ye tamamlanir.

v’ Tekrardan 6.000 rpm’ de 15 dk santrifiij yapilir. Santrifiij sonucu supernatant
atilarak 5-10 ml soguk su ile resuspanse edilir. Vorteksleme ile ¢oziindiiriildiikten
sonra bu sefer tiipler toplamda yarim litre olacak sekilde yariya kadar soguk su ile
doldurulur ve 6.000 rpm’ de santrifuj edilerek tist s1v1 atilir.

v" Bu asamadan sonra falkon tiipleri 20 ml %10’luk soguk glycerol ile resuspanse
edilir. 6000 rpm de 15 dk santrifiij yapildiktan sonra st sivi atilir ve tiipler
yaklastk 2-3 ml %10’luk glycerol ile sulandirilir. Gliserol ilavesi sonrasi
voktekslenerek homojenizasyon saglanir.

v Elde edilen siispansiyon 100 pl’ lik kisimlar halinde 500 pl’ lik tiiplere
paylastirilir. Olusturulan kompetan hiicreler 6 ay boyunca -80 °C de derecede

saklanabilir.



Ek 4. Survey Calismalarinda Toplamlan Is¢i Ar1 Ornekleri

Ek 4.1. Survey caligmalarinda toplanilan is¢i ar1 drneklerine ait lokalite, numune alma sekli ve toplanma

tarihleri

No Lokalite Ornekleme sekli Tarih

1 Merkez/Capakcur Kovan oniinden rastgele ~ 17.04.2020
2 Merkez/Capakcur Kovan Oniinden rastgele ~ 17.04.2020
3 Merkez/Capakgur Kovan Oniinden rastgele ~ 17.04.2020
4 Merkez/Capakgur Kovan oniinden rastgele ~ 17.04.2020
5 Merkez/Capakgur Kovan oniinden rastgele ~ 17.04.2020
6 Merkez Kovan oniinden rastgele ~ 17.04.2020
7 Merkez Kovan oniinden rastgele ~ 18.04.2020
8 Merkez Kovan oniinden rastgele ~ 18.04.2020
9 Merkez Kovan oniinden rastgele ~ 18.04.2020
10 Merkez Kovan 6niinden rastgele ~ 18.04.2020
11 Merkez Kovan 6niinden rastgele ~ 18.05.2020
12 Merkez Kovan 6niinden rastgele  18.05.2020
13 Merkez/ Sarigigek Kovan oniinden rastgele ~ 18.05.2020
14 Merkez/ Sarigigek Kovan 6niinden rastgele ~ 18.05.2020
15 Merkez/ Ilica yolu Kovan oniinden rastgele ~ 18.05.2020
16 Merkez/ Ilica yolu Kovan oniinden rastgele ~ 18.05.2020
17 Merkez/ Ilica yolu Kovan oniinden rastgele ~ 18.05.2020
18 Merkez/ Ilica yolu Kovan oniinden rastgele ~ 18.05.2020
19 Merkez/ Ilica yolu Kovan oniinden rastgele ~ 18.05.2020
20 Merkez/ Ilica yolu Kovan 6niinden rastgele ~ 18.05.2020
21 Merkez/ Ilica yolu Kovan oniinden rastgele ~ 01.06.2020
22 Merkez/Ekin yolu Kovan oniinden rastgele ~ 01.06.2020
23 Merkez/ Goltepesi Kovan oniinden rastgele ~ 01.06.2020
24 Merkez/ Kervansaray Kovan oniinden rastgele  01.06.2020
25 Merkez/ Kervansaray Kovan 6niinden rastgele ~ 01.06.2020
26 Merkez/ Kervansaray Kovan oniinden rastgele ~ 01.06.2020
27 Merkez/ Ekin yolu Kovan oniinden rastgele ~ 01.06.2020
28 Merkez/ Ekin yolu Kovan oniinden rastgele ~ 01.06.2020
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29
30
31
32
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62

Merkez/ Ekin yolu
Merkez/ Ekin yolu
Merkez/Sarigicek
Merkez/Y enikoy
Merkez/Y enikdy
Merkez/Celtik suyu
Merkez/Celtik suyu
Merkez/Tek 6ren
Merkez/Tek 6ren
Merkez/Cayagzi
Merkez/Kumgegidi
Geng/Sagan Koyt
Geng/Sagan Koyt
Geng/Sagan Koyt
Geng/Sagan Koyii
Geng/Caytepe
Geng/Caytepe
Geng/Caytepe
Geng/Dilektas
Geng/Stigiitli
Geng/Doganca
Geng/Yamag
Geng/Diiz yayla
Geng/Koprii
Geng/Koprii
Geng/Koprii

Geng

Geng Yolu
Solhan/ Serban
Solhan/ Serban
Solhan/ Serban
Solhan/ Serban
Solhan/ Serban

Kovan 6niinden rastgele
Kovan oniinden rastgele
Kovan dniinden rastgele
Kovan dniinden rastgele
Kovan 6niinden rastgele
Kovan 6niinden rastgele
Kovan dniinden rastgele
Kovan dniinden rastgele
Kovan 6niinden rastgele
Kovan 6niinden rastgele
Kovan oniinden rastgele
Kovan oniinden rastgele
Kovan 6niinden rastgele
Kovan 6niinden rastgele
Kovan oniinden rastgele
Kovan oniinden rastgele
Kovan dniinden rastgele
Kovan dniinden rastgele
Kovan 6niinden rastgele
Kovan 6niinden rastgele
Kovan dniinden rastgele
Kovan dniinden rastgele
Kovan 6niinden rastgele
Kovan 6niinden rastgele
Kovan dniinden rastgele
Kovan oniinden rastgele
Kovan 6niinden rastgele
Kovan 6niinden rastgele
Kovan dniinden rastgele
Kovan dniinden rastgele
Kovan oniinden rastgele
Kovan 6niinden rastgele

Kovan 6niinden rastgele

01.06.2020
01.06.2020
02.06.2020
02.06.2020
02.06.2020
02.06.2020
02.06.2020
02.06.2020
02.06.2020
02.06.2020
02.06.2020
20.06.2020
20.06.2020
20.06.2020
20.06.2020
20.06.2020
20.06.2020
20.06.2020
20.06.2020
20.06.2020
21.06.2020
21.06.2020
21.06.2020
21.06.2020
21.06.2020
21.06.2020
21.06.2020
21.06.2020
29.06.2020
29.06.2020
29.06.2020
29.06.2020
29.06.2020
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63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
91
92
93
94
95

Solhan/ Yazicioglu
Solhan/ Yazicioglu
Solhan/ Yazicioglu
Kigi/Merkez
Kigi/Merkez
Kig1/Seyit kasim
Kig1/Giiney agil
Ki1g1/Giiney agil
Kig1 yolu
Kig1/Cigek tepe
Kig1 yolu

Kig1/ Cukur bag
Kig1/ Cukur bag
Adakli/Merkez
Adakli/ Haspalar
Adakli/ Su diigiini
Adakli/Siitlag
Adakli/ Sar1 dibek
Adakli/Sar1 dibek
Adakli/Dolu tekne
Adakli yolu
Adakli yolu
Merkez/ Haserek
Merkez/ Haserek
Merkez/ Ugur ova
Merkez/ Kartal
Yayladere yolu
Yayladere yolu
Yayladere/ Haskoy
Yayladere/ Haskoy
K181/ Merkez
Adakli/ Seyitcar
Adakli/Merkez

Kovan 6niinden rastgele
Kovan 6niinden rastgele
Kovan dniinden rastgele
Kovan dniinden rastgele
Kovan 6niinden rastgele
Kovan 6niinden rastgele
Kovan dniinden rastgele
Kovan dniinden rastgele
Kovan 6niinden rastgele
Kovan 6niinden rastgele
Kovan dniinden rastgele
Kovan oniinden rastgele
Kovan 6niinden rastgele
Kovan 6niinden rastgele
Kovan oniinden rastgele
Kovan oniinden rastgele
Kovan dniinden rastgele
Kovan dniinden rastgele
Kovan 6niinden rastgele
Kovan 6niinden rastgele
Kovan dniinden rastgele
Kovan dniinden rastgele
Kovan 6niinden rastgele
Kovan 6niinden rastgele
Kovan dniinden rastgele
Kovan dniinden rastgele
Kovan 6niinden rastgele
Kovan 6niinden rastgele
Kovan dniinden rastgele
Kovan dniinden rastgele
Kovan oniinden rastgele
Kovan 6niinden rastgele

Kovan 6niinden rastgele

29.06.2020
29.06.2020
29.06.2020
12.07.2020
12.07.2020
12.07.2020
12.07.2020
12.07.2020
12.07.2020
12.07.2020
12.07.2020
12.07.2020
12.07.2020
21.07.2020
21.07.2020
21.07.2020
21.07.2020
21.07.2020
21.07.2020
21.07.2020
21.07.2020
21.07.2020
02.08.2020
02.08.2020
02.08.2020
02.08.2020
09.08.2020
09.08.2020
09.08.2020
09.08.2020
09.08.2020
17.08.2020
17.08.2020
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96

97

98

99

100
101
102
103
104
105
106
107
108
109
110
111
112
113
114
115
116
117
118
119
120
121
122
123
124
125
126
127
128

Adakli/Merkez
Solhan/ Merkez
Solhan/Merkez
Solhan/Merkez
Solhan/Merkez
Solhan/Merkez
Solhan/Merkez
Solhan/Merkez
Solhan/Merkez
Solhan/Merkez
Solhan/Merkez

Karliova/ Kantar kaya
Karliova/ Merkez
Karliova/ Kiragtepe
Karliova/ Kiragtepe

Karliova/ Haglar

Karlhiova/Cukurtepe

Karliova/Catak

Karliova/Kizilgubuk
Karliova/Kizilgubuk

Yedisu/ Merkez
Yedisu/ Merkez
Yedisu/ Merkez
Yedisu/ Merkez
Yedisu/ Merkez
Yedisu/ Merkez

Yedisu/ Dinarbey
Yedisu/ Dinarbey
Yedisu/ Dinarbey
Yedisu/ Dinarbey
Yedisu/ Dinarbey

Karliova

Solhan

Kovan 6niinden rastgele
Kovan 6niinden rastgele
Kovan dniinden rastgele
Kovan dniinden rastgele
Kovan 6niinden rastgele
Kovan 6niinden rastgele
Kovan dniinden rastgele
Kovan dniinden rastgele
Kovan 6niinden rastgele
Kovan 6niinden rastgele
Kovan dniinden rastgele
Kovan oniinden rastgele
Kovan 6niinden rastgele
Kovan 6niinden rastgele
Kovan oniinden rastgele
Kovan oniinden rastgele
Kovan dniinden rastgele
Kovan dniinden rastgele
Kovan 6niinden rastgele
Kovan 6niinden rastgele
Kovan dniinden rastgele
Kovan dniinden rastgele
Kovan 6niinden rastgele
Kovan 6niinden rastgele
Kovan dniinden rastgele
Kovan dniinden rastgele
Kovan 6niinden rastgele
Kovan 6niinden rastgele
Kovan dniinden rastgele
Kovan oniinden rastgele
Kovan dniinden rastgele
Kovan 6niinden rastgele

Kovan 6niinden rastgele

17.08.2020
25.08.2020
25.08.2020
25.08.2020
25.08.2020
25.08.2020
25.08.2020
25.08.2020
25.08.2020
25.08.2020
25.08.2020
28.08.2020
28.08.2020
28.08.2020
28.08.2020
28.08.2020
28.08.2020
28.08.2020
28.08.2020
28.08.2020
02.09.2020
02.09.2020
02.09.2020
02.09.2020
02.09.2020
02.09.2020
02.09.2020
02.09.2020
02.09.2020
02.09.2020
02.09.2020
05.09.2020
10.09.2020




OZGECMIS

Zeynelabidin KURT, 12.06.1992 yilinda Kavaklibag Mah. Sur/Diyarbakir’da dogdu. Ilk
ve orta Ogrenimini Kavaklibag Mah/Sur, Lise &grenimini Fatih Lisesi Baglar/
Diyarbakir’da tamamladi. 2011 yilinda girdigi Harran Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Bitki
Koruma Boliimiinden Haziran 2015°’te mezun oldu. 2019 yilinda bagladigi Bing6l
Universitesi, Ar1 ve Ar1 Uriinleri Anabilim Dalinda Yiiksek Lisans egitimini 2021 yilinda

tamamlada.



