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Yiritiilen bu ¢alisma ile Malatya ve Elaz1g illeri bal arilarinda enfeksiyona yol agan
Deforme kanat viriisii (Deformed wing virus, DWV), Siyah krali¢e hiicre viriisii
(Black queen cell virus, BQCV), Israil akut felg viriisii (Israeli acute bee paralysis
virus, IAPV), Akut an felg virlisii (Acute bee paralysis virus; ABPV), Torba yavru
clirtikligt virisi (Sacbrood virus, SBV) ve kasmir ar1 virtisii (Kashmir bee virus,
KBV)’un varliklar1 ve yayginliklar1t RT-PCR yontemi ile arastirilmis, tespit edilen
viriis izolatlarinin molekiiler karakterizasyonlari gergeklestirilmistir. Malatya ve
Elazig illerindeki farkli ariliklardan toplam 147 adet bal aris1 6rnegi toplanmustir.
Kovana giris ¢ikis yaptigi tespit edilen ve potansiyel vektor olabilecegi tahmin edilen
Thomisidae, Tettigonidae, Mantidae, Lygaeidae, Reduvidae ve Vespidae
familyalarindan 40 farkli bocek 6rnegi ve 4 adet parazit vektor akar Varroa érnegi
toplanmustir. Orneklerde arastirilan tiim viriislerin var oldugu saptanirken, bazi
orneklerde karisik enfeksiyonlar tespit edilmistir. Tespit edilen ar1 viriisleri arasinda
Malatya ilinde en yaygin sirasiyla %32 ile DWV, %17,8 ile ABPV, %16 ile BQCV,
%5,9 ile SBV, %2,3 ile IAPV, %1,1 ile KBV olmustur. Elazig ilinde ise %12,6
DWV, %6,3 ile ABPV ve %1,5 ile BQCV olarak tespit edilmistir. Bu ¢alismada
tespit edilen tim virislerin varligt Malatya ve Elazig illeri icin ilk kayit
niteligindedir.

ANAHTAR KELIMELER: Bal aris1, Viriis, Tiirkiye, DWV, BQCV, ABPV, IAPV,
SBV, KBV



ABSTRACT
M. Sc. Thesis

DETECTION AND OF MOLECULAR CHARACTERIZATION OF BEE
VIRUSES IN MALATYA AND ELAZIG PROVINCES

Songiil AYDIN

Malatya Turgut Ozal University
Institute of Graduate Studies
Department of Plant Protection

81 +xvii pages
2020

Supervisor: Assist. Prof. Dr. H. Digdem OKSAL

The occurence and distribution of Deformed wing virus (DWV), Black queen
cell virus (BQCV), Israeli acute bee paralysis virus (IAPV), Acute bee paralysis
virus (ABPV), Sacbrood virus (SBV) and Kashmir bee virus (KBV) infecting honey
bees in Malatya and Elazig provinces were detected and molecular characterizations
were performed via RT-PCR methods within the study. For this purpose, a total of
147 honeybees were collected from different apiaries from Malatya and Elazig
provinces. Varroa feeding on honeybees were also collected as well as 40 different
insect samples from Thomisidae, Tettigonidae, Mantidae, Lygaeidae, Reduvidae and
Vespidae families, which were found around the hive and were predicted to be
potential vectors. All viruses tested were found to be present in the samples
individualy or as mixed infections. The prevelance of the viruses detected in Malatya
province were 32%, 17.8%, 16%, 5.9%, 2.3% and 1.1% for DWV, ABPV, BQCYV,
SBV, IAPV and KBV, respectively. These rates were detected as 12.6%, 6.3% and
1.5% for DWV, BQCV and ABPV, respectively. The viruses detected in this study

are first record for Malatya and Elazi1g provinces.

KEYWORDS: Honey Bee, Virus, Turkey, DWV, BQCV, ABPV, IAPV, SBV,
KBV
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1. GIRIS

Unlii sistematik¢i Linnaeus 1758 yilinda bal arisimi Apis mellifera olarak
isimlendirmistir (Engel, 1999). Apis mellifera “Bati” bal aris1 olarak da
adlandirilmaktadir. “Dogu” bal aris1 olarak adlandirilan 3 tiirii daha bulunmaktadir,
bunlar Apis cerana, Apis dorsata ve Apis florea'dir. Diinyadaki bal iiretiminin biiyiik
cogunlugu A. mellifera tarafindan yapilirken, A. cerena’dan da az da olsa
yararlanilmaktadir. A. dorsata ve A. florea tiirleri ise kovana kabul edilmedikleri i¢in

tek bir petek ile dogal ortamlardaki yuvalarinda yasamlarini gergeklestirmektedir
(Anonim, 2019a).

A.mellifera nin taksonomisi asagidaki gibidir.

Alem : Animalia (Hayvanlar)

Grup : Arthropoda (Eklembacaklilar)
Alt Grup : Antennata (Antenliler)

Sinif : Hexapoda (Bocekler)

Takim  : Hymenoptera (Zar kanatlilar)
Familya : Apidae (Arilar)

Cins : Apis (Bal arilar)

Tiir : Apis mellifera L.

Balarilar1 (Apis mellifera L.), insanoglu varolmadan once de yeryiiziinde
bulunan sosyal bir bocektir. Dogadan elde ettikleri ve kendilerinin irettikleri bal,
polen, propolis, ar1 siitii, ar1 zehri, bal mumu iiretmenin yanisira, bitkilerde yabanci
tozlagsmayr saglayarak yasantimizda biiyiikk bir 6nem tasirlar (Anonim, 2008;
Anonim, 2019b).

Dogada tozlasmada gorev alan su, riizgar, kuslar, insanlar, bir cok memeli
hayvan tiirii ve bocekler gibi pek ¢ok etken bulunmaktadir. Boceklerin igerisinde yer
alan ve tozlagsmada en etkili olan bocek tiirii ise arilardir. Bal arilarinin ve diger
canlilarin yapmis oldugu tozlagsma olmaksizin bitkisel lretimdeki pek ¢ok bitki
tiiriinde meyve olusumu ve tohum iiretimi miimkiin degildir. Balarilar1 tarafindan
yapilan tozlagsma sadece meyve olusumunu ve tohum iiretimini etkilemekle kalmaz
(Yilmaz, 2016), aymi zamanda topragin yapisini, dogadaki biyogesitliligin
korunmasini, devamliligin1 ve zenginlestirilmesini, hem bitkisel, hem hayvansal,

hem de insanoglu hayatinin devamlilig1 ve korunmasi agisindan biiytik ¢apl bir etki



saglamaktadir. Buna ek olarak tozlasmasi arilar tarafindan gergeklestirilen bitkilerin
ciceklerinin ilkbahar ge¢ donlarindan daha diisiik oranda zarar meydana getirdiginin
gorildiigli bildirilmistir (Kesdek, 2012). Bundan dolay1 tiim diinyadaki yasamin ve
bitkilerin varligr ve devamlilifi tozlasmaya baglidir. Tozlasma olmaksizin bu siireg

ve devami sz konusu bile olamaz (Korkmaz ve Aydin, 1999).

Daha o6nce yapilmis pek c¢ok arastirma, bitkiler arasinda farklilik olmakla
birlikte, ar1 kovanlarinin bitkisel iiretim alanlarina yerlestirildiginde iiretimde
yaklagik % 20-60 oraninda bir artis oldugunu géstermistir (Y1lmaz, 2016). Bir baska
caligmada ise bazi bitki tiirlerinde balarilarinin yapmis oldugu tozlasmanin % 100

verim ile sonug¢landigi ortaya koyulmustur (Karadeniz, 2012).

Bir diger ¢alismada, diinya genelinde arilarin tozladig: bitkilerden elde edilen
iriin degerinin, o yil iretilen baldan elde edilen gelirden 50 kat fazla oldugu
bildirilmistir (Crane, 1975). ABD’de 1989 yilinda balarilarinin tozlagma araciligiyla
9.3 milyar dolarlik katki sagladig: bildirilirken (Robinson vd., 1989), 1992 yilinda bu
deger, 13 milyar dolarin iistiine ¢ikmustir (Cakmak, 1999). Sadece bal arilar1 tozlayici
olarak kullanildiginda bitkisel iiretimde elde edilen gelirin 2000 yilinda ABD’de 15
milyar dolar, Kanada’da ise 443 milyon Kanada dolari oldugu rapor edilmistir

(Morse ve Calderone, 2000; Delaplane ve Mayer, 2000)

Aricilik, temel veya tamamlayict bir faaliyet olarak diinya ¢apinda tarimin

ayrilmaz bir pargasi olarak kabul edilir (Runckel vd., 2011)
1.1. An1 Kolonisi

Tiirkiye’de aricilik hem sosyo-ekonomik, hem de ekolojik anlamda 6nem
tasimaktadir. Apis mellifera L. (Avrupa bal aris1) ‘nin yasadigi topluluga koloni adi
verilmektedir. Kolonide morfolojik ve fizyolojik yapisal farkliliklar1 olan bir tane ana
ar1, binlerce is¢i ar1 ve ylizlerce erkek ar1 bulunmaktadir. Ana ar ve is¢i arilar disi
bireyler olup, dolli yumurtalardan gelismektedir. Erkek arilar ise dolsiiz

yumurtalardan gelismektedir.
1.1.1. Ana An (Kralice Ar)

Ureticiler ana arty1 “’Bey’” veya “’Kralige > olarak adlandirmaktadirlar. Ana
ar1; dolli bir yumurtanin larva doneminde is¢i arilar tarafindan daha sik, zengin ve
farkli 6zel bir besin maddesi olan ar1 siitii ile beslenmesiyle yaklasik 16 giinde

gelisimlerini tamamlayarak kuluckadan ¢ikarlar. Kulugkadan ¢ikis sonrasi 1 hafta



icerisinde c¢esitli ortam kosullarinda (6zel alanlar, iklim kosullarinin uygunluk
durumu vb.) ¢iftlesme ucusuna 10-30 metre yiikseklikte ¢ikarlar. 10-20 aras1 degisen
sayida erkek ar1 ile ¢iftleserek 3-4 giin icerisinde de yumurtlamaya baglarlar. Standart
kosullarda 3-5 yil yasayabilen ana ar1, her yil ya da her iki yilda bir degistirilerek
daha saglikli ve basarili aricilik yapilmasi 6nerilmektedir (Anonim, 2019c).

1.1.2. Isci Arilar

Isci arilar dollenmis yumurtalardan meydana gelirler. Kulugka siiresi 21 giin
olan isci arilarin, ilk 20 giin kovan i¢inde; ana armin ve yavrunun beslenmesi,
temizlik, ar1 siitii salgilama, balin olgunlastirilmasi, mum salgilayarak petek 6rme ve
kovan igerisinde bekgilik gibi pek ¢ok gorevi bulunmaktadir. 21 giliniin sonunda
kovan disinda dis hizmet aris1 olarak; bal 6zii (nektar) iiretimi, salgi, polen toplama,
su tasrma ve propolis toplama gorevlerine sahiptirler. Isci arilar kolonide ¢iftlesme
potansiyeline sahip olmayan disi arilardir. Yasam siireleri kis aylarinda yaklagsik 4-9
ay, yaz aylarinda 6 hafta olmaktadir. Sonbahar ve ilkbahar aylarinda yaklasik 42 giin
yasamaktadirlar. Koloninin en kalabalik grubunu olusturmaktadirlar. Kalabalik
olmalar1 koloninin hem giiciinlin hem verimliliginin bir gdstergesidir (Suwannapong

vd., 2011).
1.1.3. Erkek Arilar

Kulugka siiresi 24 giin olan dolsliz yumurtalardan gelisen erkek arilarin
sayilar1 ve varligi mevsime bagl olarak degismektedir (Winston, 1987; Schliins vd.,
2003; Czekonska vd., 2013). Kis mevsiminde kovanda disi olan ana ar1 ve isgi arilar
bulunurken, erkek arilar bulunmamaktadir. Kig mevsimi sonrasi is¢i arilarin petek
gozleri ingaasiyla ana ar1 petek gozlere yumurtalarini erkek ar1 olusturmasi igin
birakir. Ilkbahar doneminde erkek arilar bu gozlerden ¢ikmaya baslar. Buna ragmen
kovandaki tek bir erkek armin beslenmesi i¢in 5-6 is¢i ar1 ¢alismak zorundadir.

Kovanda ana arilar1 déllemek disinda bagka gorevleri bulunmamaktadir.
1.2. Tiirkiye ve Diinya Aricilik Verileri
1.2.1. Diinyada Bal Uretimi

Aricilik faaliyeti kutup bolgeleri disinda diinyanin her yerinde yapilmaktadir.
Diistik bir maliyetle topraktan bagimsiz olan elde edilen bir¢ok iiriiniiyle kisa siirede
gelir getirmektedir. Tiim diinyada 12 bin bitki tiirline sahip olan iilkemiz diinyada bal

tiretimine katki saglayan diinyadaki bitki Ortiistiniin dortte iiciine sahiptir. Bu tiirlerin



dort bine yakin1 endemik tiirdiir. Ulkemizin bulundugu konum agisindan ¢ok zengin
bir flora ve faunaya sahip olmasi aricilik ve yetisitiriciligi acisindan biiyiik katki
saglamaktadir ve diger llkelere kiyasla avantajli bir konumda bulunmaktadir. Son
yillarda hem teknolojinin ilerlemesi hem de talebe yonelik {liretim modelinin
olugmasiyla farkindalik artarak degisimler gerceklesmektedir. Modern {iretime gecis
baslamistir. Art {rilinleri arasinda bal ilk siralarda yer almasina karsin diger {riinler
de iiretilmeye baslanmistir. Ulkemiz bu gelismelerle ar1 yetistiriciligi bilinci,
ekonomide artis ve insan saglig1 agisindan apiterapi gibi yontemlere katki saglayacak
konuma sahip olmaktadir. Aricilar kendi birliklerini kurarak iletisim birligi ve
dayanismasini saglamislardir. Bununla birlikte {iniversitelerle birgok ortak projelere,
1slah ¢aligmalart konusunda gelisim siirecine katilmigtir. Gida sanayinde ve iiretici

entegrasyonunu saglamay1 basarmistir.

2000-2018 yillar1 arasindaki diinya bal iiretim verilerine gore Asya, Avrupa
ve Amerika kitalar1 ilk siralar1 almaktadir. Ulkelere gore degerlendirdigimizde ise,

ilk siralarda Cin, Tiirkiye ve Arjantin yer almaktadir (Sekil 1.1.)
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Sekil.1.1. Diinyadaki bal iiretimi (FAO, 2020)

FAO istatistiklerine gore diinyada 2010-2018 yillar1 arasindaki Tirkiye bal
tiretimi bakimindan Cin’in arkasindan ikinci sirada yer almaktadir (Anonim, 2020).
Cin bal tiretiminde diger llkelere gore onemli Ol¢iide dnde bulunmaktadir. Cin’de
386 106 000 ton bal tiretilirken ayn1 donemde Tiirkiye’de 86 735 000 ton bal iiretimi
yapilmigtir. Tiirkiye diinyada kovan sayis1 ve bal {iretimi bakimindan 2’nci sirada yer

almaktadir (Sekil 1.2).
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Sekil 1.2. Diinyada 2000-2018 yillar1 arasinda ilk 10 siray1 alan iilkelerin bal iiretimi

(FAO 2020)
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Diinyada balmumu iiretiminde ise ilk siralart Hindistan, Etyopya, Arjantin, Tiirkiye,

Kore, Kenya, Angola, Meksika almaktadir (Sekil 1.3)
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Sekil 1.4. Son 17 yillik balmumu iiretimini gergeklestiren iilkeler (FAO, 2020)

Tiim diinyadaki balmumu {iiretim miktarlar1 g6z 6niinde bulunduruldugunda
Hindistan ilk sirada yer alirken, Arjantin ve Etiyopya’dan sonra gelen Tiirkiye
dordiincii sirada yer almaktadir. 2018 yilindaki verilere gore Hindistan iiretim
acisindan 21 862 58 ton balmumu oraniyla karsimiza ¢ikmaktadir. Tiirkiye’de ise 4

141 42 ton balmumu iiretimi gergeklesmektedir (Sekil 1.4).

1.2.2. Tiirkiye’de Bal Uretimi

I}

Sekil 1.5. Tiirkiye’de bal iiretiminin yillara gére durumu (TUIK, 2020)

Tiirkiye’de bal iiretiminin 1960’11 yillardan gilinlimiize kadar olan seyrine
bakildiginda, bazi yillarda diisiisler goriilse de genel olarak yiikselerek devam
etmektedir (Sekil 1.5). 2004 yilinda 73 929 115 ton olan iiretimin, 2018 yilinda 86
735 000 tona ¢iktig1 goriilmektedir (TUIK, 2020).
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Sekil 1.6. Malatya aricilik faaliyeti yapan isletme sayis1 grafigi (TUIK, 2020)

Malatya ilinde aricilik faaliyeti yapan isletme sayist ise 2013 yilindan sonra
ciddi bir artis gostermistir. 2012 yilinda 365 olan aricilik faaliyeti yapan isletme
sayist 2019 yilinda 1.176’ya yiikselmistir. 2019 yilinda Malatya ilinin Battalgazi
ilgesinde aricilik faaliyeti yapan isletme sayist 195 iken, Dogansehirde 81,
Yesilyurt’ta 148 isletme aricilik faaliyeti yapmustir (Sekil 1.6).
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Sekil 1.7. Malatya 2004-2018 yillar1 arasinda dogal bal iiretimi /ton (TUIK, 2020)

Malatya ilinde dogal bal iretimi 2014 yilindan sonra ciddi bir artig
gostermistir. 2013 yilinda 278.833 ton olan bal tiretimi 2019 yilinda 528.99 tona
yiikselmistir. 2019 yilinda Malatya ilinin Battalgazi ilgesinde 53.5 ton bal iiretimi
yapilmigken, Dogansehir ilgesinde 79.22 ton, Yesilyurt ilgcesinde ise 130.02 ton bal
tiretimi yapilmistir (Sekil 1.7).
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Sekil 1.8. Malatya 2004-2018 yillar1 arasinda balmumu iiretimi /ton (TUIK, 2020)

Malatya’da balmumu diretimi 2014 yilindan itibaren belirgin bir artig
gostermistir. 2013 yilinda 28.745 ton olan balmumu iiretimi 2019 yilinda 42.574 ton
olarak gerceklesmistir. 2019 yilinda Malatya ilinin Battalgazi ilgesinde 2.3 ton
balmumu {iiretimi yapilmisken, Dogansehir ilgesinde 1.584 ton, Yesilyurt ilgesinde

ise 4.2 ton balmumu iiretimi yapilmistir (Sekil 1.8).
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Sekil 1.9. Elazi1g aricilik faaliyeti yapan isletme sayis1 grafigi (TUIK, 2020)

Elaz1g’da aricilik faaliyeti yapan isletme sayisinda 2013 yilindan itibaren ilge
bazinda 6nemli seviyede artis gerceklesirken, 2012 yilinda 386 olan isletme sayisi
2019 yilinda 791 olmustur. 2019 yilinda Elazig ilinin Aricak ilgesinde 41 aricilik
faaaliyeti yapan isletme bulunurken, Kovancilarda 28, Palu’da 57, Sivrice’de ise 119

isletme aricilik faaliyeti yapmustir (Sekil 1.9).
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Sekil 1.10. Elaz1g 2004-2018 yillar1 arasinda dogal bal iiretimi /ton (TUIK, 2020)

Elaz1g’da il genelinde dogal bal {iretimi son yillarda az da olsa diisiis
egilimindedir. ilde dogal bal iiretimi 2004 yilinda 605.9 ton, 2012 yilinda 1 070 118
ton, 2019 yilinda ise 519.71 ton olarak gergeklesmistir. Elazig ilinin Aricak ilgesinde
2019 yilinda 7.4 ton dogal bal iiretimi yapilmisken, Kovancilar ilgesinde 9.4 ton,
Palu ilgesinde 24, Sivrice ilgesinde ise 13.5 ton dogal bal iiretimi yapilmistir (Sekil
1.10).
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Sekil 1.11. Elaz1g 2004-2018 yillar1 arasinda balmumu iiretimi /ton (TUIK, 2020)

Elazig’da bal iiretiminde oldugu gibi balmumu iiretimi de son yillarda
azalmaktadir. 2012 yilinda 104.077 olan balmumu iiretimi 2019 yilinda ise 35.322
ton olarak gergeklesmistir. 2019 yilinda Elazig ilinin Aricak ilgesinde 0.365 bal
mumu iretimi yapilmigken, Kovancilar ilgesinde 1.45 ton, Palu ilgesinde 1.5 ton,

Sivrice ilgesinde ise 1 ton balmumu tiretimi yapilmistir (Sekil 1.11).



1.3. Bal Arnis1 (A. mellifera) Hastalik ve Zararhlar

Arlar da tipki insanlar gibi bakteriyel, viral ve parazitik hastaliklara
hassastirlar. Beslenme ve c¢evre kosullar1 olumsuz oldugunda bu hastaliklara
hassasiyetleri artar. Kimyasal maddeler ve herbisit ve insektisitler basta olmak tizere
pestisitler ar1 sagligm olumsuz etkiler. Diinya Hayvan Saghg Orgiitii (World
Organization for Animal Health, OIE Terrestrial Animal Health) ‘ne gore dnemli ar1
hastaliklar1 arasinda Acarapisosis, American yavru c¢irtkligi, Avrupa yavru
cuirtikligi, Kiigiik kovan kin kanatlis1 (Aethina tumida), Tropilaelaps ve Varroosis
ilk siralar1 almaktadir. Bal arilarindaki hastalik ve zararlilar Cizelge 1.1°de
Ozetlenmistir.

Cizelge 1.1. Bal arilarinda bulunan hastalik ve zararlilar

Bal Arnis1 Ergin Bal aris1 yavru Bal arsisi zaralilar:
Hastalhiklarn hastaliklan
1. Varroasis 1. Amerikan yavru 1) Trake Akar1 (Acarapis
2. Nosemosis curikligi woodi rennie)
a) Nosema apis 2. Avrupa yavru 2) Ar Akarn (Varroa
b) Nosema ceranae clriikligi jacobsoni qudemans)
3. Acarapiasis 3. Tulumsu yavru 3) Bal Mumu Giivesi
4. Septisemi curikligi (Galleria mellonella L.)
5. Mayis Hastaligi (Sacbrood) 4) Esek Arilar1 (Vespa
6. Galleria mellonella 4. Kireg hastaligi spp.)
7. Achroia grisella (Chalkbrood ) 5) Karincalar
8. Braula coeca 5. Tas hastaligi 6) Yaki Bocegi
9. Tropilaelaps clareae (Stonebrood) 7) Oriimcekler
8) Ar Kusu,
9) Fare,

10) Kurbaga,

11) Kertenkele,

12) Ay,

13) Kirpi

14) Kiimes Hayvanlari

1.4. Bal Anisi (A. mellifera)’nda Enfeksiyon Yapan Viriisler

Bal aris1 zararli ve hastaliklart aricilik faaliyetlerinin iilkemizde ve diinyada
gelisimi ve ilerlemesini etkileyen ve kisitlanmasini saglayan en belirgin faktorlerden

birini olusturmaktadir (Dogaroglu, 1999).

Tiim diinyanin karsilastigi en biiylik problemlerinden biri de ar1 liimlerinin

hizla artis gostermesidir (Antunez vd., 2006). Bal aris1 patojenleri arasinda, viriisler
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bal arilarmin saglhigini tehdit etmeleri bakimindan ilk sirada yer almaktadirlar.
Viriisler ilk kez 20. yiizyilin baglarinda bal arisiyla bulasan patojenlerin yeni bir sinifi
olarak tamimlanmustir. Tantillo vd. (2015), hastalikli ar1 larvalarinin filtre edilebilir
bir maddesinin arilardaki yavru ¢iirtikliigli (Sacbrood) hastaligina neden olabildigini
tespit ettigini bildirmistir.

Bugiine kadar basta pozitif iplikli RNA viriisleri olmak tiizere arilardaki
Dicistroviridae ve Iflaviridae familyalarina ait 24 viriisiin bal arilarina bulastig
belirtilmistir (de Miranda vd., 2013). Fakat 2017 yilinda Pennsylvania Eyalet
Universitesinde Galbraith ve meslektaslar1 diinya capinda yeni ari viriislerini
arastirmaya baglamiglar ve Amerika Birlesik Devletleri, Orta Amerika, Avrupa,
Kenya, Hindistan ve Yeni Zelanda'da bal arilarindan (Apis mellifera) ve diger 11
tirden 9 iilkeden toplanan Ornekleri incelemislerdir. Galbraith'in ekibi, Kuzey
Amerika ve Avrupa bal arilarin1 merkez alan ve metagenomiklerle arastirilan ve yeni
nesil sekanslama teknolojilerini uyguladig1 sekliyle ar1 tiirlerini etkileyen RNA ve
DNA viriislerinin sayisinin artmakta oldugunu bildirerek, 30°un tizerinde bal arisi
virlisii tanimlamistir. Son yapilan ¢aligmalari ile tespiti gergeklestirilen yeni 7 adet
viriisiin RdRp ve replikaz igerikleri bulunarak filogenetik analizi gerceklestirilmistir
(Galbraith vd., 2018; McMenamin ve Flenniken, 2018; Schoonvaere vd., 2018). Bu
teknoloji, virtislerin saflagtirilmasi ve kiiltiirlenmesi i¢in uzun adimlar1 atlayarak,
daha once karakterize edilmemis viriis tiirleri ve suslarinin hizli ve verimli bir sekilde
tanimlanmasini saglamaktadir. Viral metagenomik yeni viriisleri tanimlama ve ¢esitli
organizmalarda viral topluluklar1 karakterize etmek i¢in pek ¢ok ¢alismada tercih
edilmistir (Mokili vd., 2012).

Virtisler, bal arillarinin yumurta, larva, pupa ve ergin gibi farkli evrelerinde
bulasabilmektedirler. Ar viriisleri genellikle belirgin bir hastalik belirtisine neden
olmamasima ragmen, bal arilarinin saghgmi 6nemli oOlciide etkilerler ve bazi
kosullarda bulasan enfeksiyonlarla bal arilarinin 6mriinii kisaltirlar. Baz1 durumlarda
ise viriisler arilarin ciddi hastalanmalarima ve Oliimlerine veya tiim kolonilerin

¢okmesine neden olurlar (Berenyi vd., 2006).

Bal aris1 patojenleri, stres gibi gevresel faktorler ile birlikte es zamanli olarak
hastalik olusturabilirler. Bu viriislerden ¢ok ciddi hastaliklara ve kayiplara neden
olan yedi adet virlis diinya ariciligini biiyiik oranda tehdit olusturmaktadir. Bu

viriisler; Deformed wing virus (DWYV), Israeli acute bee paralysis virus (IAPV),
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Black queen cell virus (BQCV), Acute bee paralysis virus (ABPV), Kashmir bee
virus (KBV), Sacbrood virus (SBV) ve Chronic bee paralysis virus (CBPV)’tiir. En
yaygin bal aris1 viriisleri Picornavirales takimina dahil olurken CBPV

smiflandirilmadigi i¢in bir istisnadir (Baker ve Schroeder, 2008).

Bu viriislerin genel o6zellikleri; 30 nm izometrik pargaciklara sahip tek
iplik¢ikli pozitif RNA igerirler. Filamentous bee virus (AmFV) ve Apis iridescent
virus (AlV) hari¢ tiim bal aris1t viriislerinin tek sarmalli RNA’ya sahip oldugu
bilinmektedir. Morfolojik yapilar1 bakimindan bu viriisler yaklasik 20-30 nm ¢apinda
protein kapsitlerine sahiptir ve ¢ok benzer izometrik sekillidir. CBPV bunlarin
disinda kalmaktadir (Bailey vd.,1976; Chen vd. 2005a; Baker ve Schroeder, 2008).
Cok benzer morfolojik yapilar1 sahip olmalarindan kaynakli elektron mikroskobunda
teshisleri zordur, yapilarindaki bu benzerlikten dolayr birkag virlisiin bir arada
bulundugu bildirilmistir (Anderson ve Gibbs, 1988; Chen vd., 2004). Bal aris1
virisleri genom dizileri bakimindan replikaz, poliprotein, helikaz, proteaz ve
polimeraz bolgerinde CBPV hari¢ benzerlik gostedirdigi belirlenmistir (Baker ve
Schroder, 2008). Kapsid proteinleri ile tekli bir RNA molekiilinden viral genom
olugsmaktadir. Bal aris1 viriislerinin genom biiyiikliigi 3° ucunun sonundaki polyA
kuyrugu disinda 8550 ile 10140 bp araligindadir. Genetik olarak belirlenen polyA
kuyrugunun uzunlugu her viriis i¢in farklidir Bugiine kadar SBV’niin (Ghosh vd.,
1999), ABPV’niin (Govan vd., 2000), KBV niin (de Miranda vd., 2004), BQCV’niin
(Leat vd., 2000), IAPV (Maori vd., 2007a) ve CBPV’nin (Olivier vd., 2008a) tam
genom dizileri (Lanzi vd., 2006), ¢ikarilmistir ve CPBV heniiz herhangi bir aileye
veya cinse dahil edilmemistir (Ribiere vd., 2010).

Picornavirales ve Tymovirales takimindaki familyalar; Dicistroviridae,
Bacillariornaviridae, Iflaviridae, Marnaviridae, Labyrnaviridae, Secoviridaeve,
Picornaviridae,  Iridoviridae, = Baculoviridae, = Nodaviridae, = Tymoviridae,
Bunyaviridae, Flaviviridae, Partitiviridae Circoviridae ve Rhaboviridae olarak
tanimlanmustir. Yeni pozitif anlamli RNA, negatif anlamli RNA, ¢ift sarmalli RNA
ve tek iplikli DNA virtisleri Apis mellifera dicistrovirus (ADV), Apis mellifera nora
virus, (ANV), Rhabdovirusl (ARV-1), Rhabdovirus2 (ARV-2), Apis mellifera
bunya-like virusesl-2 (ABV1-ABV2) Apis mellifera filavivirus (AFN) olarak
belirlenmistir. Ayrica ssDNA sahip Circo-like virus ve dsRNA yapisina sahip
Partiti-like virus arilarda tespit edilmistir (Allen ve Ball, 1996, Ellis ve Munn, 2005;
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Reynaldi vd., 2010; Reynaldi vd., 2011, de Miranda vd., 2013; Remnant vd., 2017,
Galbraith vd., 2018).

Bal aris1 viriislerinin taginmasi yatay ve dikey olmak tizere iki sekilde
gerceklesmektedir. Virlislerin ayni jenerasyonda farkli bireyler arasinda taginimi
yatay taginma olarak adlandirilmaktadir. Viriislerin anneden yeni dollere yumurta
aracligiyla ve yumurta iginde (transovarial tasinma) veya yumurta yiizeyinde
(transovum taginma) tasinmast dikey tasinma olarak adlandirilmaktadir. Sekil
1.12.’de olas1 aktarim yillar1 goériilmektedir. Bal arisi viriisleri fiziksel veya biyolojik
vektorler aracilifiyla da tasinmaktadirlar. Biyolojik vektorler enfekte olmus
bireylerden viriisii saglikli bireylere tasirlar. Kovan igerisinde Varroa akarlartyla bal
aris1 viriislerinin bulunmasi, bu ektoparazitlerin viriislerin taginiminda biiytik olcekte
aktif gorev aldiklarmi gostermektedir (Ongus vd., 2004; Tentcheva vd 2004; Shen
2005b; Yue ve Genersh, 2005; Chantawannakul vd., 2006; Fujiyuki vd 2006; Zhang
vd., 2007; Shah vd., 2009).
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Sekil 1.12. Bal arist viriislerinde olast aktarim yollarmi agiklayan diyagram (de
Miranda vd., 2011)
1.4.1. Dicistroviridae familyasinin genel 6zellikleri

Dicistroviridae familyasina ait olan tiirlerde virion, tek pargali, zarfsiz,
sSRNA(+) genomuna sahip yaklasik 30 nm partikiil ¢apindadir (Sekill.13) (Sanchez
vd., 2015).
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Sekil 1.14. Dicistroviridae familyasinin genom yapisinin goriintiisii (Anonim, 2020a)

Dicistroviridae familyas: iiyeleri, 5’ terminalinde bir VPg ve bir 3’polyA
kuyrugu ile 8.5-10.2 kb'lik uzunlugunda monopartit dogrusal ssSRNA (+) genomuna
sahiptir. Sirastyla yapisal olmayan ve yapisal proteinleri kodlayan ortlismeyen iki
okuma cergevesi igerir. Virion RNA bulasicidir ve hem genom hem de mRNA olarak
islev gortir. ORF1 ve ORF2 genomlar1 birincisi replikasyona katilan yapisal olmayan
proteinleri i¢eren, ikincisi {i¢ (veya daha fazla) kapsid proteini igeren iki polyproteini
kodlar. Her ORF’den 6nce mRNA'nin 5 'ucunda ve ortasinda bulunan bir dahili
ribozom giris bolgesi (IRES) gelir (Sekil 1.14). Viris hiicreye giris yaptiktan sonra,
sitoplazmanin i¢ine viral genomik RNA’nin birakilmasi ve kaplanmas1 gerceklesir.
Replikasyon poliprotein RNA1’in sentezi ve proteolitik boliinmesi gerceklesir.
Replikasyon viral alanlarda gerceklesir. Bir dsRNA genomik ssRNA (+)’dan
sentezlenir. dsRNA genomu viral yeni ssRNA genomlar1 sayesinde kopyalanir.
RNA2 poliproteinin ifadesi yapisal proteindir. Viriis replikasyonu gerceklestikten
sonra viral RNA’lar hiicreden hiicreye gegis yapar.

1.4.2. Iflaviridae familyasinin genel ozellikleri

Iflaviridae familyasina ait olan tiirlerde virion, tek pargali, zarfsiz, sSSRNA(+)

genomuna sahip yaklagik 30 nm partikiil ¢apindadir (Sekil 1.15).
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Sekil 1.16. Iflaviridae familyasinin genom yapisinin goriintiisii (Anonim, 2020b)

Iflaviridae familyasina dahil olan tiirler, 5° terminalinde bir VPg ve bir
3’polyA kuyrugu ile 8,8-9,7 uzunlugunda monopartit dogrusal ssSRNA (+) genomuna
sahiptir. 5> ucunun sonundaki uzun UTR, IRES (internal ribosome entry site) olarak
adlandirilan bir ribozom giris bolgesi icerir. Bu RNA viriisii hem genom hem de
viriislii messenger RNA olarak iglev goriir ve enfekte eder. Ribozom giris bolgesi
IRES, poliproteinin dogrudan translasyonuna izin verir. Poliprotein konake1 hiicreyi
modifiye eden sonunda hiicre lizizine yol acan ¢ogu proteini VPG, replikaz ve
yapisal proteinleri baslangicta viral proteazlar tarafindan cesitli 6ncii ve olgun
proteinler halinde isler (Sekil 1.16). Ribozomal atlama, enfeksiydz flacherie viriisii
poliproteinden 2A proteini agiga vurmak igin de kullanilabilir. Viriis, konuk¢u
reseptorlerine  baglandiktan sonra, viral genomik RNA sitoplazmada kilif
proteininden ayrilarak muhtemelen konak hiicre zarinda bir gozenek olusumu

yoluyla salinir. Replikasyon viral alanlarda gergeklesir. Bir dsRNA genomu,
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genomik ssRNA'dan (+) sentezlenir. dsSRNA genomu viral yeni ssRNA genomlari
sayesinde kopyalanir. Neo-sentezlenen genomik RNA'nin, Onceden birlestirilmis
prokapsidler halinde paketlendigine inanilmaktadir. Hiicre lizizi ve virlis salimi

gergeklesir.

Familyaya ait tek cins Iflavirus’tiir. Bununla birlikte, Iflavirus’lerin tim
cevrilmis genomlarmin filogenetik analizi, bir dizi farkli klonun mevcut oldugunu
gostermektedir. Daha fazla viriis sekanst mevcut hale geldik¢e, bunlar yakin

gelecekte taksonomik olarak farkli cinslere ayrilabilir.

McMahon vd. (2015), Iflavirus cinsine ait tiim iiye viriislerin, basta bocekler
olmak {izere eklembacaklilardan izole edildigini bildirmistir. Bal arisinda enfeksiyon
yapan DWV, Varroa destructor virus-1 (Varroa yikict viriis 1; VDV-1), Slow bee
paralysis virus (Yavas ar1 felci viriisii;, SBPV), SBV’niin diger Apis tiirlerini ve
cesitli Bombus tiirlerini enfekte ettigi gosterilmistir (McMahon vd., 2015). DWV,
VDV-1, SBPV ve SBV bal arilarinda parazit olan Varroa ve Tropilaelaps cinsi
akarlar ile tagmabilir. Bu akar cinsleri ayrica DWV ve VDV-1 i¢in konak¢1 gorevi
gorebilir. Bu iki virus tiirii bal arilarinda dikey ve cinsel yolla bulagir. Iflavirus
cinsine ait olan virlisler i¢in en yaygin enfeksiyon yolu, viriis bulagsmis gida
kaynaklarinin yutulmasidir. Sosyal boceklerde Trophallaks, kolon i¢i viriis
yayilimin1 kolaylastirir (de Miranda ve Genersch, 2010). Bagirsaga ek olarak,
gonadlar, yag viicudu, kas, beyin ve glandiiler dokularin da birkag iflaviriis i¢in hedef
oldugu gosterilmistir. Viriis konukei hiicreye girdiginde, enfeksiyon hizli bir sekilde
gerceklesir (van Oers, 2010).
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2. KAYNAK OZETLERI
2.1. Diinyada Yapilmis Calismalar

Deforme kanat viriisii (DWV) ilk olarak Japon kovanliklarinda yetigkin bal
arillarinda belirgin kanat deformasyonu gosteren bireylerden izole edilmistir (Bailey
ve Ball, 1991). DWV diinyada yaygin olarak bulunan aricilik viriislerinden en genis
yayginlik alani gosteren virlistir. DWV enfeksiyonun varligi, Avusturalya harig,
Afrika, Asya, Avrupa, Kuzey Amerika ve Giliney Amerika'da bildirilmistir (Allen ve
Ball, 1996). Pek c¢ok ¢alismada Apis mellifera’daki DWV enfeksiyonunun herhangi
bir cografi sinir olmaksizin diger bal arisi1 viriislerine gore daha biiyiik bir yayginlikla
goriildiigl bildirilmistir. Fransa’da ar1 kovanlariin %97’sinin DWYV ile enfekteli
oldugu ve bu viriisiin bulundugu kovanlarda neredeyse her bir bireyin Varroa
destructor ile enfekteli oldugu, dolayisiyla bu kovanlardaki Varroa enfeksiyonun
%100 oldugu tespit edilmistir (Tentcheva vd., 2004). Tentcheva vd., (2006)
tarafindan daha sonra yapilan c¢alismalarda yetiskin arilarin pupalarinda DWV
enfeksiyonlarinin yayginhiginin ve sikliginin ilkbahardan sonbahara dogru artig
yaptig1 gozlenmistir. DWV yogunlugundaki bu mevsimsel degisimler erginlerden
¢ok pupalarda goriiliir. DWV enfeksiyonunun Giiney Amerika’da Apis mellifera’nin
Africanized honeybees (AHBs) olarak adlandirilan melezinde de gorildiigi
bildirilmistir (Teixeira vd., 2008).

DWYV diisiik patojeniteye sahip bir virlistiir ve ¢ogunlukla yogun Varroa
destructor enfeksiyonu, besin maddesi noksanligi veya yanlis aricilik
uygulamalarindan kaynaklanan stres kosullarinda latent enfeksiyonlar yapar. DWV
pupalarda daha yiiksek replikasyon orani gostermesine ragmen yumurtadan ergine
kadar tiim gelisim evrelerini enfekte edebilir (Chen vd., 2005b, 2006b; Yue ve
Genersh, 2006; Sanpa ve Chantawannakul, 2009; de Miranda ve Genersch, 2010).
Patojenitesi diisiik oldugundan dolayr persistent olarak tasindigi diisiiniilmektedir.
Ustelik konukgusunda 6liime neden olmadan yavas bir sekilde cogalir (Kovac ve
Crailsheim, 1988; Bailey ve Ball, 1991). DWV 1980’lerin basinda ilk defa Varroa
destructor akari tarafindan bulasik bir koloniden izole edilmistir (Bailey ve Ball,
1991). DWV, Kakugo virus ve VDV-1 yakindan iligkilidir (de Miranda vd., 2013).

Tayland, Uruguay, Avusturya ve Fransa’da ar1 kolonilerinde azalmalar ve bal

tiretimindeki kayiplarin arastirilmast sonucunda DWV, ABPV ve BQCYV viriislerine
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rastlanilmistir (Tentcheva vd., 2004; Bereyni vd., 2006; Chantawannakul vd., 2006).
BQCV, kralige armin hiicrelerinin etrafi siyahlagmig bir goriintii ile larva ve
pupalarindan elde edildiginden ismini buradan almistir (Bailey ve Woods, 1974;
Benjeddou vd., 2002). Kralice arilarda goriilmesiyle viriisiin transovarial taginma ile
aktarilacagini distindiirmektedir. Nosema apis ile bulasik kolonilerde daha ¢ok
rastlanilmast N. apis’in tasiyict oldugu olasiliginmi arttirmaktadir (Benjeddou vd.,
2002). Nosema hastaligi, arilarin orta bagirsagimi etkiler ve sindirim sisteminin
BQCV enfeksiyonuna duyarliligin1 arttirir (Ribiére vd., 2008). 2012 yilinda yapilan
bir ¢alisma ile ilk kez Danimarka’da IAPV’niin tespiti ger¢eklesmistir (Francis ve
Kryger, 2012). Locke vd. 2017 yilinda yaptiklar1 bir g¢alisgmada DWV
enfeksiyonlarinin pupa devresinde pupada beslenen Varroa akari ile artis
gosterdigini tespit etmis ve akarisit uygulamasi ile akar miicadelesinin DWV nin
epidemisini azalttigin1 ve koloni kayiplarimi aza indirdigini bildirmislerdir (Locke

vd., 2017).

Bal arilarinda yapilan bagka bir ¢alismada ise ABPV, BQCVve DWV, hem
is¢i artllarda hem de kraligelerde gézlemlenmistir. Arastirmada koloni materyalleri ve
arilarin digkilart da teste tabi tutulmustur. Farkli evrelerde ve fakli yogunluklarda

viriis tespiti gergeklestirilmistir (Zvokelj vd., 2020).

2019 yilinda yapilmis farkli bir ¢aligmada bes Vespid tiirinde Cin’de ve
Fransa’dan alinan 6rneklerle 11 bal aris1 viriisii test edilmistir. Calisma sonucunda
AmFV, DWV ve IAPV’nin varlig1 tespit edilmistir. Fransa'da DWV en yaygin viriis
olarak belirlenmis, bir 6rnekte SBV ve iki 6rnekte BQCV tespit edilmistir. Ayrica,
bu ¢alisma ile Lake Sinai Virus-1 (LSV-1)’tin Cin’de ilk tespiti gerceklestirilmistir
(Yang vd., 2020).

Payne (2020) Teksas eyaletinde ar1 kovanlarindan alinan 57 karinca
orneginden 51'i nin(% 89) en az bir viris bakimmdan pozitif oldugunu tespit
etmistir. Tek bir karinca 6rneginde birden fazla virlis tespit gergeklestirilirken, ar1
kovanlarindan toplanan karincalarda en yaygin viriis 57 6rnegin 38'inde bulunan (%
66.7) DWV olarak rapor edilmistir. 57 6rnekten sadece alti Grnekte tespit edilen
KBV % 10.5 orani ile en az yaygin viriis olarak bulunmustur. Ar1 kovani olmayan
bolgelerde, Solenopsis invicta (ates karincalarl)’da sadece DWV ve KBV
enfeksiyonu bulunmustur. 20 farkli karinca orneginden ticii DWV(% 15), ikisi
KBV(% 10) ile bulasik bulunmustur.
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SBV ar viriislerinin en yaygin olanidir ve ilk olarak ABD’de saptanmistir
(White, 1913). Larvalar viriis enfeksiyonuna daha hassas olmakla birlikte, hem
larvalarda hem de erginlerde enfeksiyon yapabilir. Aslinda SBV 6zellikle bal arisi
yavrularinda yiiksek oranda viral replikasyon yaparak 6énemli morfolojk degisimlere
neden olmakta ve larvalart 6ldiirmektedir (Berenyi vd., 2006). Enfekteli larvalar
pupa haline gelemez ve SBV partikiilleri bakimindan zengin olan larvalar ecdysial
(deri degistirme) sivi olusturamaz. Viriis adin1 integiimentin altinda biriken bu kese
seklindeki yapidan alir. Enfeksiyonlu larvalarin inci beyazi renkleri soluk sar1 renge
dontisiir ve 6ldiikten sonra koyu kahverengi gemi seklinde kabuksu bir yap1 olusturur
(Grabensteiner vd., 2001). Ergin arilarda goriilen latent enfeksiyonun o&zelligi,
simptom gostermeden sadece Omiirlerinin kisalmasi seklindedir (Grabensteiner vd.,
2001; Berenyi vd., 2006). Bu latent enfeksiyon SBV’nin yayilmasi i¢in olduk¢a
Oonemlidir, ¢linkii bu viriis enfekte olmus arilarin basinda ve larvalarin salgi bezleri
araciligiyla beslenmesinden sorumlu olan yutak bezlerinde birikmektedir (Shen vd.,
2005a). Ustelik ergin arilar, viriisle bulasik oldugunu fark ettikleri 6lmiis larvalari bir
veya iki glin sonra, virlis heniiz enfektivitesini kaybetmemisken ortamdan
uzaklastirmaktadirlar (Bailey vd., 1964; Shen vd., 2005b). Bu bilgiler 1s1ginda,
SBV’nin 6li larvalardan erginlere, Ozellikle ecdysial sivi araciligiyla bulastig

sonucuna ulagilmistir.

BQCV oli kralice larvalarindan ve pupa hiicrelerinden izole edilmistir
(Bailey ve Woods, 1974, Leat vd., 2000) ve Avustralya’daki kralige larvalarinin en
yaygin Olim nedeni oldugu tespit edilmistir. (Benjeddou vd., 2001). BQCV
enfeksiyonu Amerika, Avrupa, Asya, Afrika ve Orta Dogu’da da tespit edilmistir
(Allen ve Ball, 1996; Ellis ve Munn, 2005). BQCYV ile enfekteli kolonilerde, viriisiin
gelisen kralige larvasi ve pupasini daha ¢ok enfekte etmesine ragmen, pupadan ¢ok
ergin arilarda daha yaygin oldugu belirlenmistir (Tentcheva vd., 2004). Bu larvalar
SBV enfeksiyonunun neden oldugu simptomlara benzer sekilde sert bir kese seklinde
ve soluk sar1 bir goriinlim kazanirlar. Virlis, adin1 pupalarin igindeki viriis
partikiillerinin olusturdugu ve pupalar1 enfekte eden hiicrelerin duvarlarindaki

kararmis alanlardan almaktadir (Bailey ve Woods, 1974; Leat vd., 2000).

ABPV, KBV ve IAPV, benzer bulagsma yollarina sahip ve benzer yasam
evrelerini etkileyen iliskili virtislerin bir kompleksidir. Bu viriisler diisiik titrelerde

yaygindir ve asirt viriilant patoloji nedeniyle hizli bir sekilde yiiksek titreler
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gelistirebilir. Siklikla koloni kaybi ile iligkili olan bu virlis kompleksi, 6zellikle
koloniler Varroa akarlari ile yogun sekilde istila edildiginde 6limciildiir (Ball 1989;
Genersch 2010, Genersh vd., 2010). Bu viriislerden ABPV ilk olarak 1963 yilinda,
CBPV ile birlikte ergin bal arilarinda yapilan bir ¢alismada tesadiifi bir hastalik
olarak ortaya ¢ikmistir (Bailey vd., 1963).

ABPV’un ergin arilarda simptom gostermeden enfeksiyon yaptiklar
labaratuvar denemeleri ile gosterilmistir (Benjeddou vd., 2001). Bu viriisiin diinya
capindaki bir¢cok iilkede saglikli goriinen kolonilerde bal arilarinda yaygin
enfeksiyon yaptigr tespit edilmistir (Allen ve Ball, 1996; Békési vd., 1999;
Benjeddou vd., 2001; Farkas vd., 2001; Bakonyi vd., 2002a, Bakonyi vd., 2002b;
Tentcheva vd., 2004; Antunez vd., 2005; Ellis ve Munn, 2005; Berenyi vd., 2006;
Forgach vd., 2007; Sanpa ve Chantawannakul, 2009).

Bu enfeksiyonlar, tarimsal teknoloji icinde kullanilan bocek ilaglart ve
kimyasallarin neden oldugu kirlilik, bakteriyel enfeksiyonlar, akar istilast gibi
cevresel stres faktorleri tarafindan tetitklenir (Bakonyi vd., 2002a, Bakonyi vd.,
2002b). ABPV enfeksiyonu ani ergin dliimii ile karakterize edilir. Oliimciil bir viriis
olan ABPV ile enfekte olmus olan ergin arilar, gégiis ve karin tiiylerini kaybeder,
kademeli olarak kararir ve kanatlarin titremesi ile ugma kabiliyetini kaybeder ve
bunu felg olma durumu takip eder (Bailey vd. 1963; Maori vd. 2007a; Ribiére vd.
2008; de Miranda vd. 2010a).

ABPV, bal anlarinin tiim evrelerinde enfeksiyon yapabilir, fakat viriisiin
¢ogalmast i¢in en uygun konuk¢u pupalardir (Chen vd., 2005a; Sanpa ve
Chantawannakul, 2009). Enfekteli ergin arilar, geng¢ larvalart beslerken viriis
partikiillerini besinsel olarak onlara naklederler. Veya virlis partikiilleri polenle
karisarak yine besinsel olarak gen¢ larvalara aktarilmis olur. Bu durum, viriis
partikiillerinin gen¢ larvalarinin beyinlerinde ve 6zellikle yutak bezinde ve ayrica
diskida tespiti ile kanitlanmigtir (de Miranda vd., 2010a; Hung, 2000; Ribi¢re vd.,
2008; de Miranda vd., 2010b; Benjeddou vd., 2001).

Enfekteli larvalar, eger kulugka doneminde beslenirken yliksek miktarda viris
partikiilii alirlarsa ya oOliirler ya da enfekteli ergin arilar olarak yasamlarim

stirdiirtiriiler (Bailey ve Ball, 1991).
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ABPV, V. destructor ile istila edilmis bal arilarinda 6liim oranin etkileyen en
biiyiik faktordiir ve Almanya, Yugoslavya, Fransa, Macaristan ve ABD’de zayiflamig
kolonilerin ana 6liim nedeni oldugu tespit edilmistir (Faucon, 1992; Nordstrom,
2000; Bakonyi vd., 2002a, Bakonyi vd., 2002b; Antanez vd., 2005; Forgach vd.,
2007).

2014 yilinda ise Sirp bolgelerinden elde edilen kolonilerle yapilan testlerde
DWYV ve ABPV karsimiza ¢ikmaktadir (Stmeunovi¢ vd., 2014)

Avustralya’dan Amerika’ya bal {riinlerinin ithal edilmesiyle cografik bolge
farkliliklar ile ani dikkat ¢ekici koloni kayiplart IAPV ’nden siiphelenilmesine neden
olmustur. Amerika’da bu konuyla ile ilgili olarak yapilan ¢alismada ilk olarak IAPV
tespiti de gergeklesmistir (Maori vd., 2007b).

IAPV ilk defa 2004’te Israil’deki kovanlarda izole edilmis ve Israil’de bal
arilarinda yogun o6liim oranlar ile agir kayiplara neden olmustur (Maori vd., 2007a,
Maori vd., 2007b; Blanchard vd., 2008). Bu viriisiin Dicistroviridae familyasinin
yeni bir iiyesi oldugu dizi analizi sonucunda ortaya konulmustur. KBV ve ABPV’nin
de birbirleriyle yakin akraba oldugu bildirilmektedir (Maori vd., 2007a; Blanchard
vd., 2008) . Genetik olarak birbirlerine yakin akraba olmalarina ragmen, ana
konuk¢uda yasama evreleri ve genis alana yayilmalari, simptomsuz enfeksiyon
yapmalar1 gibi bir¢ok biyolojik 0Ozellikleri, deneysel enfeksiyonlardaki yiiksek
viriilensligi ile ters diismektedir (de Miranda, 2010). Bu ii¢ viriisiin arasindaki yiiksek
benzerlige ragmen, ABPV digerlerinden farkli 6nemli genetik ve serolojik 6zelliklere
sahiptir (Maori vd., 2007a; Blanchard vd., 2008). ABPV’nin, Israil’den baska,
Avustralya’da ve ABD’nin Florida, California, Maryland ve Pensilvanya gibi bir¢ok
eyaletinde yaygin oldugu bildirilmektedir (Chen ve Evans, 2006; Cox-Foster vd.,
2007; Maori vd., 2007a, 2007b; Blanchard vd., 2008; Palacios vd., 2008; de Miranda
vd., 2010a). Dogal olarak enfekte olmus kolonilerde ABPV belirgin simptomlar
disinda diisiik titrelerde bile devamlilik saglamaktadir. Bal arilarinin savunmalari
cesitli stres faktorleri nedeniyle zayiflamakta, bu durum onlarin Oliimii ile
sonuclanmaktadir. Oliimciil sekilde viriisle enfekteli erginlerin dliimiinden énce hizla
fel¢ olma, titreme kanatlarda yetersizlik ve yavas yavas kararma veya gogiis ve karin
titylerinde kayiplar goriilmektedir (Bailey vd., 1963; Maori vd., 2007a; Ribiére vd.,
2008; de Miranda vd., 2010a). Bu viriisiin yeni teshis edilmis olmasi nedeniyle,

IAPV’nin taginma yollar1 hakkinda yeterli bilgi bulunmamaktadir. Yapilan farkli bir
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calismada ar1 kolonilerinde higcbir klinik enfeksiyon bulgusu gostermese de,
aragtirtlan bal arilar1 kolonilerinde IAPV yaygin olarak bulunmustur. IAPV, arilar
lizerinde beslenen yumurta, larva, pupa, yetiskin isci arilar ve kraligelerde ve ayrica

arilar tizerinde beslenen V. destructor'da PCR ile tespit edilmistir (Chen vd., 2014).

Molineri ve arkadaslar1 (2017) Arjantin'de 1liman ve subtropikal bolgelerdeki
bal aris1 (Apis melifera) viriislerinin yayginligini ¢aligmislar ve balarilarimi yedi
virilise kars1 testlemislerdir (DWV, ABPV, IAPV, KBV, SBV, BQCV ve CBPV) Bu
calisma sonucunda KBV ve IAPV’ye rastlanilmamus, fakat diger bes virlis farkh

oranlarda teshis edilmistir.

Diinyadaki bal arilarmin g¢ogunlugunu DWV ve vektorii olan Varroa
destructor akari tehdit etmektedir. Varroa akari DWV salginin diinya g¢apinda

sliregelen bal arilarinin yeni ortaya ¢ikan patojenidir (Wilfer vd., 2016).

Ghorani ve arkadaslar1 2017 yilinda Iran’in farkli bélgelerinden topladiklari
89 bal aris1 6rneginde DWV, ABPV ve CBPV viriislerini tespit etmislerdir. Ayni
caligmada testlenen SBV, KBV ve BQCYV viriisleri ise bulunamamastir.

Ding vd. (2016), farkli iklim bolgelerindeki mevcut viris varligini ve
dagilimini analiz etmek ve farkli ari tiirleri / alttiirleri hakkinda bilgi toplamak igin
Cin ve Arjantin'de kapsamli bir ¢aligsma yiiriitiilmiistiir. Ergin bal arilari, Cin'in 1ilimhi
ve subtropikal bolgelerindeki arilardan ve Arjantinden alinarak calisma igin
kullanilmiglardir. A. mellifera'nin 6zel populasyonlari olan alanlar, A. mellifera ve A.
cerana'nin birlikte bulundugu alanlar ve A. cerana'nin 6zel populasyonlarina sahip
alanlar tercih edilmistir. Testlenen alt1 viriisten (DWV, BQCV, SBV, CBPV ABPV,
IAPV) Cin’de A. cerana ve A. mellifera'da altis1 da saptanirken, Arjantin'de dort
viris (DWV, BQCV, CBPV ve ABPV) tespit edilmistir. Her iki iilke i¢in de test

edilen orneklerde KBV ye rastlanilmamustir.

Kasmir ar1 viriisii;, KBV Avustralya’da ve Amerika Birlesik Devletleri’nde
olduk¢a siklikla, Avrupa’ da nadiren goriilen bir virlistir (Tentcheva vd., 2004;
Berényi vd., 2006). Cogu Dicistrovirus gibi KBV de saglikli goriinen kolonilerde
cesitli stres faktorleri olana kadar diisiik titrelerde kalmakta, bu faktorlerle birlikte
viral titrenin artigtyla birlikte koloninin 6liimiiyle sonuglanmaktadir (Christian ve

Scotti, 1998; Valles vd., 2007; de Miranda vd., 2010).
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KBV hastalik belirtileri olmaksizin bal arilarimin farli gelisim evrelerinde
ortaya ¢ikar. Son on yilda, bu potansiyel 6liimciil viriis V. destructor tarafindan istila
edilen ar1 kovanlarinda koloni ¢okiisiiyle yakindan iliskili birka¢ viriisten biri olarak
daha 6nemli hale gelmistir. (Hung vd., 1995, Hung vd., 1996¢; Ball ve Bailey, 1997;
de Miranda vd., 2004; Todd vd., 2007; Pettis vd., 2007; de Miranda vd., 2010a, de
Miranda vd., 2010b). KBV genetik ve serolojik olarak ABPV ile yakindan iliskilidir;
(Allen ve Ball, 1996; de Miranda vd., 2004) her iki viriis de CBPV’nin bulagsma
calismalar1 esnasinda bir kirletici olarak kesfedilmistir (Bailey vd., 1963; de Miranda
vd., 2004). Muhtemelen bu iki viriis ortak bir atadan ve gozlerden uzak bolgelerde
birbirini etkilemeden gelismektedir (Berenyi vd., 2006). Her iki viriis de ayni
kolonide ve hatta ayni ar1 igerisinde bile bulunarak enfeksiyon yapabilir (Hung vd.,
1996; de Miranda vd., 2004; Evans, 2001; de Miranda vd., 2004). Bu iki viriis
birbirleriyle iliskili olmasina ragmen kolayca ayirt edilebilir. Ayrica VP4 proteinleri
acisindan ABPV ve KBV pargaciklar1 serolojik olarak farklidir (Stoltz vd., 1995;
Evans, 2001; de Miranda vd., 2004). Gergekten de bu iki viriis arasinda genomun 5
‘NTR gibi kritik bolgelerde oOnemli farkliliklar vardir. Bu bdlge genom
replikasyonui¢in viral RNA polimerazinin baglanmasi i¢in temel olan birincil ve

ikincil RNA yapilarini igerir (de Miranda vd., 2004; Gromeier vd., 1999).

Deneysel olarak yapilan bulastirmalarda KBV’nin yetiskin ve larvalar i¢in
son derece Oldiiriicii oldugu tespit edilmistir. Birkag giin icinde 6liime neden olmak
icin 100'den daha az partikiil bile yeterlidir. Dogal enfeksiyonlarda KBV, ar1 yasam
dongiisiinlin tiim agamalarini etkiler ve genel olarak kulucka ve yetiskinler goriiniiste
saglikta kalir. KBV'nin dogal enfekte kolonilerde iletimi, birden fazla yoldan
gerceklestirilebilir. Kulugka yemi, bal, polen ar1 siitii ve diskida KBV'nin saptanmasi,
kolonideki kontamine gida kaynaklar1 yoluyla enfeksiyonun oral yolla bulagsmasini
dogrulamaktadir. Varroa'nin biyolojik veya fiziksel vektor olarak etkin roliini
acikliga kavusturmak i¢in daha fazla ¢alismaya ihtiya¢ olmakla birlikte, akarda
tikiriik salgilarinda  viral genomun saptanmast KBV vektorii olabilecegini
diistindiirmektedir (Bailey vd., 1963; Dall, 1985; Bailey ve Ball, 1991; Ribiére vd.,
2008; de Miranda vd., 2004; de Miranda vd., 2010a; de Miranda vd., 2010b; Bailey
ve Woods, 1974; Bailey and Ball, 1991; Nordstrom, 2000; Maori vd., 200743,
Anderson and Gibbs, 1988; Shen vd., 2005b; Chen vd., 2006a; Chen ve Siede,
2007a, Chen ve Siede, 2007b; Hung ve Shimanuki, 1999; Hung, 2000). Son yillarda
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viriisin  Koloni Cokiis Bozuklugu'nun (CCD) en oOnemli belirteci oldugu
kanitlanmisgtir. CCD, koloninin yetiskin ar1 popiilasyonunda hizli kayip ile

sonuglanmaktadir (Pettis, 2007; de Miranda vd., 2010a; de Miranda vd., 2010b).
2.2. Tiirkiye’de Yapilms Calismalar

DWYV ilk olarak 2009 yilinda Giilmez ve arkadaslari tarafindan Ordu’da
bulunmustur. Yine ayni yilda toplu ar1 Oliimlerinin yasandigi Hatay ilinde
kolonilerdeki ana arilardan DWV izole edilmistir (Muz ve Muz, 2009). Giimiisova ve
arkadaslar1 Rize, Trabzon, Giresun, Amasya, Sinop ve Samsun illerinde yapmis
olduklart calismayla BQCV ve CBPV’nin varligini ilk kez ililkemiz ve Karadeniz
Bolgesi’nde tespit etmislerdir. Arastirllmis olmasma karsin ABPV tespiti
gerceklestirilememistir. (Giimiisova vd., 2010). IAPV igin Ankara, Adana, Artvin,
Antalya, Canakkale, Balikesir, Corum, Cankir1, Diizce, Erzincan, Elaz1g, Karabiik,
Hatay, Kastamonu Mersin, Malatya, Mugla, Ordu, Tekirdag ve Sivas’tan toplanan 71
ornegin RT-PCR metodu kullanilarak 15 drnekte tespiti gerceklestirilmistir (Ozkirim
ve Schiesser 2013).

Tozkar (2015), Tiirkiye’de ilk kez Lake Sinai Virus-1 (LSV-1) ve bazi bakteri
tirlerini saptanmistir. Calismada, Varroa destructor virus-1(VDV-1), SBV, AmFV
ve bazi mantar tiirlerinin de tespitini gergeklestirmistir. Yapilan bu ¢alismada KBV,
Tobacco ringspot virus (TRSV), Slow bee paralysis virus (SBPV), Varroa macula

like virus (VAMLYV) tiirleriyle ilgili herhangi bir kanita rastlanmamistir.

Riistemoglu ve Sipahioglu (2015) Hakkari ilinde bal arilarindaki DWYV,
BQCV, ABPV, IAPV, SBV, KBV ve CBPV viriislerinin varligi ve yayginliklarini
RT-PCR yontemi ile arastirmistir. Molekiiler teshiste kullanilmak iizere arastirilacak
her bir viriis genomuna spesifik primerler tasarlanmigtir. Toplam 90 arilikta
gerceklestirilen ¢aligmada arastirilan viriislerden BQCV %32.2, DWV %23.3, SBV
%12.2, CBPV %8.8 ve ABPV ise %2.2 oraninda tespit edilmistir. Testlenen
orneklerin hicbirinde KBV ve IAPV infeksiyonuna rastlanmamistir. Teshis
calismalar1 arilarin tekil, ikili ve {gclii infeksiyonlara maruz kaldigin1 ortaya

koymustur.

Muz ve Muz (2018), 2016-2017 yillarinda koloni sonmelerinin gorildigi
Giresun, Bursa, Mugla, Mersin, Tekirdag, Sakarya illerinde viriislerin varligini ve

yayginliklarin1 arastirmigtir. Bu illerde bulunan toplam 28 ariliktan Ornekler
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alimmustir. Yapilan ¢alismada DWV, VDV-1, BQCV, CBPV, IAPV, SBV ve (LSV-1)
tespit edilmistir. DWV, VDV-1 ve BQCV en yaygin olarak tespiti gerceklestirilen
viriislerdir. CBPV iki arilikta bulunurken, SBV tek arilikta tespit edilmistir.

Van bolgesinde yapilan bagka bir ¢calismada ise bal aris1 kolonilerinde koloni
kayiplarinin yliksek oranlarimin sebepleri parazitik infeksiyonlar ve viriis varlik ve
yayginliklar1 olarak arastirilmistir. Van ilindeki bes bolgeden 26 farkli koloniden
ornekler test edilmistir. Ornekler RT-PCR yontemiyle ABPV, CBPV, BQCV ve
DWV’e kars1 testlenmstir. Test edilen orneklerde 69.23% (18/26) oraninda DWV ve
88.46% (23/26) oraninda da BQCV tespit edilirken, Varroa akarmin yaygimligi ise
89% (23/26) olarak belirlenmistir (Karapinar vd., 2018).

Bal arilarmin vektorleri konusunda c¢alismalar devam etmektedir. Hakkari
ilinde 2014 yilinda arazi ¢alismalar1 esnasinda kovan g¢evrelerinde Messor concolor
karinca tiirti siklikla goriilmektedir. RT-PCR yontemiyle test edilen 6rneklerde DWV
ve BQCV tespit edilmistir. Calisma sonucunda DWYV diinyadaki diger izolatlar
arasinda %96-99 ile benzerlik gosterirken, BQCV ise %89-90 arasinda benzerlik
gostermistir (Riistemoglu, 2018).

Mugla ilinde farkli kovanlardan alinan 6rnekler SBV agisindan test edilmistir.
Bal arilarinin larva ve yetiskin donemlerinde de karsilasilan SBV’nin tespiti
gerceklestirilmistir. Filogenetik analiz ile diinyada bulunan SBV &rnekleri benzerlik
oranlar1 goézlemlenmistir. Kore %12.5, Asya %11.4 ve Avrupa-Giiney Amerika ile
%5.3 oraninda farkliliklar bulunmustur. Filogenetik poliprotein genini kodlayan
kismi dizilere dayanan analiz, dort farkli ar1 kovanindan SBV ile enfekte olmus
arillarda gergeklestirilmistir. Bunun sonucunda Onceden tespiti gergeklestirilen
izolatlardan farkli olarak bu diziler herhangi bir genotip grubuyla eslesmemistir.
Filogenetik analize gore fakli bir dallanmaya sahip olan izolatlar Tiirk genotipi

olarak adlandirilmistir (Kalayci vd., 2019).

Kirklareli ilinde bal arilar1 (larva, ergin, koloni), bal ve tiiketici acgisindan
parazitolojik, fungal, bakteriyel ve viral etmenlerin varligir 900 6rnekle arastirilmistir.

Test edilen higbir 6rnekte pozitif sonug elde edilememistir (Bayrakal vd., 2020).
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal

Malatya ve Elazig illerindeki arikliklardan toplanan bal arisi numuneleri,
kovan g¢evresindeki bocek numuneleri ile arilar tizerindeki parazit akar numuneleri
bu tez ¢aligmasinda ana materyal olarak kullanilmistir. Laboratuvar ¢alismalarinda
kullanilan ultrasantrifiij, buzdolabi, derin dondurucular (-20°C, -86°C), thermal
cycler, elektroforez sistemi, jel goriintiileme ve analiz sitemi, santrifiij, inkiibator,
kirik buz makinasi, steril PCR kabini, otoklav, ultra saf su cihazi, hassas terazi,
forward ve reverse primerler, Tag DNA polimeraz enzimi, Reverse transkriptaz
enzimi (RT), RT buffer ,RNase free su, silica, sodyum iyodiir (Nal), ethanol, saf su
(H20), dNTP, RNase inhibitor, Tris-HC1, Magnezyum kloriir (MgCl,), mikropipet,
mikropipet uglari, floresan DNA boyasi ve agaroz jel isediger malzemeleri

olusturmustur.

Malatya ve Elazig illerinde bal aris1 viriislerinin RT-PCR yontemi ile teshisi
ile belirlenmesi ve enfeksiyonlarin belirlenmesinde daha 6ce bildirilen primerlerler
kullanilmistir (Riistemoglu ve Sipahioglu, 2015) (Cizelge 3.1). Primerler Sentegen
firmasina sentezletilmis 100 pmol/ul konsantrasyonda RNAse free su ile stok
sollisyon elde edilmis ve +4 °C’de muhafazas1 gergeklestirilmistir. PCR islemi
sirasinda  stok sliisyondan olarak 20 pmol/ul konsantrasyona ayarlanarak

kullanilmistir.

Cizelge 3.1. Bal aris1 (Apis mellifera L.) viriislerinin teshisi i¢in kullanilan primerler

(Riistemoglu ve Sipahioglu, 2015)

An Viriisleri Kullanilan primerler Baz uzunlugu  Dizinin ait
oldugu bolge
DWV F-5’-TTGGTATGCTCCGTTGACTG-3’ 488 bp RARP geni
R-5’-ATTCCTCAGAAGTTGGTTTCG-3’
BQCV F-5’-GACAGCGTGCCAAAGAGAG-3’ 567 bp Kilif protein geni
R-5-GCGAACCCGTCCAATACTTA-3’
ABPV F- 5-GTATGGAAGTGGGCTGAGGA-3’ 476 bp Kilif protein geni
R-5-CGCGGTACTAAAAAGCTACGA-3’
IAPV F-5-TTGGCGTGCAACTATGTGTT-3’ 402 bp Kilif protein geni
R- 5’-TCTTCTGCCCACTTCCAAAC-3’
SBV F-5’- TATTCAGGGGGACGCTACAC-3’ 429 bp Kilif protein geni
R-5’- AGTGCTGCTTGAAACCCTGT-3’
KBV F-5’-CACATTCCGAACAATAA-3’ 339 bp Kilif protein geni

R-5’-GCGATAGGAATTTTGCGGTA-3’
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3.2. Metot
3.2.1. Arazi Calismalar

Tirkiye’nin ¢ogu ilinde oldugu gibi, Malatya ve Elazig illerinde gezginci
aricilik yapilmaktadir. Bu nedenle survey calismalari Tiirkiye Arn Yetistiricileri
Birligi’nin Malatya ve Elaz1g il bagkanliklarinin 6nerdigi ariliklar ve iireticilerden
gelen sikayetler dikkate alinarak gergeklestirilmistir. Malatya ilinde Battalgazi,
Yesilyurt ve Dogansehir ilgelerinde (Sekil 3.1), Elazig ilinde ise Aricak, Kovancilar,

Sivrice ve Palu ilgelerinden (Sekil 3.2) 6rnekler toplanmustir.

Sekil 3.1. Malatya ilinde survey yapilan ilgeler
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Sekil 3.2. Elazig ilinde survey yapilan ilgeler

Calisma sirasinda simptom gosteren ve gostermeyen ariliklardan Ornek
toplanmasina dikkat edilmistir. Ayrica kovan igerisinde bulunan tiim arilar ve
yavrular1 gozlemlenerek oOrnekler toplanmistir. Go6zlemlemeler kovan disarisinda
bulunan bal aris1 ve bocek drneklerinde de yapilmistir (Sekil 3.3.). Orneklemelerde
ariliklarda olusan ani ar1 6liimleri, kanatlarda deformasyon, abdomen iizerinde olusan
kararma, kovan onlerinde sebepsiz bir sekilde armin ugusunu gergeklestirememesi,
felg, yavrularda ise yavru gelisimi zayiflamig, peteklerdeki yavrularda sekil
degisikligi ve rengin beyazdan sar1 ve acik kahveye doniistiigi bal arisilarida

orneklenmistir.
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Sekil 3.3. Kovan iginde ve disinda bulunan bal arilarimin kontrolii ve orneklerin

alinmasi

Bal aris1 ve olast vektor ornekleri canli olarak toplandiktan sonra steril
tiiplere, tiiplerin lizeri hava almalarin1 saglayacak sekilde tiilbent ile sarilarak soguk
zincirde labaratuvara getilmistir. Labaratuvara getirilen 6rnekler fotograflanmis ve
simptom gosterip gostermememe durumlarina goére smiflandirilarak kaydedilerek
numaralandirilmistir. Vektor Varroa spp. drnekleri de canli olarak mikroskop altinda
viriis benzeri belirti gosteren arilardan pens yardimi ile canli olarak alinmistir. RNA
ekstraksiyonu hemen yapilamayan ornekler, islem gergeklestirilene kadar +4°C’de

veya -86°C’de muhafaza edilmistir (Sekil 3.4).
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Sekil 3.4. Alinan 6rneklerin soguk zincirde laboratuvara getirilmesi

3.2.2. Labaratuvar Cahsmalar
3.2.2.1. Total Niikleik Asit izalosyonu

Malatya ve Elazig illerinin il¢elerinde toplanan bal aris1 (Apis mellifera L.),
bocek oOrnekleri ve akar Ornekleri total niikleik asit izolasyonu ¢alismalarinda
kullanilmistir. Arazi ¢aligmalarinda toplanan tiim Orneklerin tiirlerine belirtilerine
gore ayrilarak once binokiiler altinda incelenmis fotograflanmis ve iizerinde vektor

Varroa’lar fir¢a yardimiyla ayrilmistir (Sekil 3.5).
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Sekil 3.5. Bal arilari ve bdceklerin ekstraksiyon posetinde total niikleik asit

izalosyonuna hazir hale getirilmesi

Toplanan bal aris1 ve bocek o6rneklerinden BQCV, DWV, ABPV, IAPV, SBV
ve KBV’lerinin teshisi igin total niikleik asit izolasyonu 6ncelikle Qiagen RNeasy
Plant Mini Kit ile yapilmig, daha sonra ise Foisac vd (2001) yontemine gore
gerceklestirilmistir. Total RNA izolasyonunda Qiagen RNeasy Plant Mini Kit’in

onerdigi protokol asagidaki gibi uygulanmistir. Buna gore;

e RLT tampon ¢ozeltisine 6ncelikle protokole gore B-mercaptoethanol ilave
edilmistir. Ekstraksiyon i¢in ekstraksiyon posetlerine 6rnek (Sekil 3.5) ile
birlikte 450 pl RLT tampon ¢ozeltisi eklenmistir. Vortekslenerek
karistirtlmistir.  Toplanan bal arisi, bocek ve akar oOrnekleri plastik

posetlerde ezilerek ependorf tiiplere alinmistir (Sekil 3.6).

e Ornekler mor renkli kolonlara sahip tiiplere alinmis daha sonra 15.000

rpm’de 2 dakika santrifiij edilmistir.

e Bu sayede bocek ve akar artiklarinin toplandigi pellet uzaklastirilarak 400
pl alinarak yeni ependorf tiiplerine aktarilarak iizerine 200 pl %96’lik

etanol ilave edilmistir.
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e Daha sonra yeni ve pembe renkli kolonlara aktarilarak 10.000 rpm veya

8000 xg’ de 15 saniye santrifiij edilmistir.

e Santrifiij edilen 6rneklerde ependorf tiipiiniin alt kisminda toplanan sivi

dokiilmiistir.

e Kolon aym tiiplin igerisine yerlestirildikten sonra RWI1 tampon
¢ozetisinden 700 pl ilave edilmis ve 15 saniye 10.000 rpm veya 8000
xg’de santrifiij edilmistir.

e Santrifiij edilen 6rneklerde ependorf tiipliniin alt kisminda toplanan sivi
dokiilmiistiir. RPE tampon ¢ozeltisinden kolona 500 ul eklenerek 10.000
rpm veya 8000 xg’de santrifiij edilmistir.

e Bu asama bir kez daha tekrar edilmis ve ortamda bulunan tiim sivinin
uzaklastirlmasi i¢in 10.000 rpm’de 1 dakika santrifiij edilmistir. Yeni bir
ependorf tiipli hazirlanarak kolon yeni tiipe yerlestirilmistir. Boylelikle

RNA yeni tiip igerisinde toplanmistir.

e Hazirlanmis olan yeni ependorf tiipii icerisindeki kolona 50 pl RNase
icermeyen su eklenerek tekrar 10.000 rpm veya 8000 xg’de santrifiij
edilmistir. Santrifiij sonras1 ependorf tiipli i¢cerinde toplanan 50 pul RNA
solisyonu elde edilmistir. Testleme islemi gerceklestirilinceye kadar -

20°C’de muhafaza edilmistir.
Foissac vd. (2001) yontemine gore;

e Bal aris1 ve bocek ornekleri 1 ml % 1 Peta-mercapto ethanol igceren
ekstraksiyon tampon ¢ozeltisi ile ekstraksiyon posetlerinde (Sekil 3.6)
ezilmistir. Ekstrakttan 300 pl alinarak tizerine % 10’luk sarcosine (Laury)

tuzundan 100 pl ilave edilmis ve sonrasinda vortekslenmistir.

e Vortekslenen tiipler kuru blok 1siticida 10 dakika 70 °C’de inkiibe edilerek

hazirlanan buz kutusu igerisinde 5 dakika bekletilmistir.

e Daha sonra 10 dakika 14.000 rpm’de santifiij edilmis ve ¢6zeltinin iist

kismindaki sividan 300 pl alinarak yeni ependorf tiiplere aktarilmistir.

¢ Yeni hazirlanan tiiplere 50 pl silika, 150 pl ethanol ve 300 pul 6 M Nal

siispansiyonu ¢ozeltileri eklenerek 10 dakika oda sicakliginda calkalayici
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ile karigsmasi saglanmistir.

¢ Bu islemden sonra 1 dakika 6000 rpm’de santrifiij edilerek iist s1v1 atilmig
ve yikama islemi ile silika partikiilleri 500 pl yikama tampon ile

yikanmistir.
¢ Yikama islemi 500 pl yikama tamponu ile tekrar edilmistir.

¢ Yikama igsleminden sonra tiiplere 100 ul RNase free su eklenerek 4 dakika
70°C’de oda sicakliginda inkiibe edilmis daha sonra vortekslenerek 3

dakika 14.000 rpm’de santrifiij edilmistir.

e Tiiplerdeki 100 pl olan iist s1v1 alinarak elde edilen RNA’lar cDNA sentezi

i¢cin -20°C’de muhafaza edilmistir.

Sekil 3.6. Total niikleik asit izolasyonu

3.2.2.2. Komplementer DNA (cDNA) Sentezi

RNA genomuna sahip BQCV, DWV, ABPV, IAPV, SBV ve KBV’nin
komplementer DNA ya ¢evrilmesi asamasinda her bir 6rnek igin steril PCR tiipti
igerisine 1 ul 2 pmol/ pul spesifik (reverse) primer,1 ul 10mM dNTP ve 3 pl total
RNA ilave edilerek karisimin toplam 12 pl olabilmesi i¢in 7 pul RNAase free su
eklenmistir. Olusan ¢ozeltinin karigmasi ve tiiplin dibine ¢okmesi i¢in 4000-5000
rpm’de kisa bir donii yapilmistir. Sonrasinda 65 °C’de 5 dakika kuru blok 1siticida
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inkiibe edilip buza daldirilarak hizla sogutma islemi gergeklestirilmistir. Buz
tizerindeyken karigima 4 pl 5X first strand buffer, 2 pl 0,1 M DTT ve 1 pl reverse
transkriptaz enzimi ilave edilerek 4000-5000 rpm’de kisa bir donii yapilmistir. Daha
sonra reverse transkriptaz enzimini aktive etmek igin 42°C’de 50 dakika
inkiibasyonu saglanmistir. Reverse transkriptaz enzimini inaktive etmek icinde
70°C’de 15 dakika inkiibasyonu ile reaksiyon tamamlanmistir (Sekil 3.7). Elde
edilen cDNA iiriinleri PCR yapilana kadar -20°C’de muhafaza edilmistir.

Sekil 3.7. Komplementer DNA (cDNA) sentezinin yapilmasi

3.2.2.3. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

RNA genomuna sahip BQCV, DWV, ABPV, IAPV, SBV ve KBV
viriislerine ait primer ¢iftleri kullanilarak PCR ile ¢ogaltilmistir. Steril bir PCR tiip
igerisine tek bir drnek i¢in kullanilan bilesenler toplam hacim 25 pl olacak sekilde

Cizelge 3.2’deki gibi eklenmistir.

Cizelge 3.2. Calismada kullanilan PCR bilesenleri

RNAase free su 14.5 pl
10X Taq DNA buffer 2.5 ul
25 Mm MgClI 1.5ul
2 mM dNTP 1 ul
Primer Forward 1l
Primer Reverse 1 ul
Taq DNA Polimeraz Enzimi 0.5 ul
cDNA 3ul

25 ul olarak hazirlanan PCR karisim dongiileri ve beklenen amplifikasyon
biiyiikliikleri Cizelge 3.3’de gosterilmistir.
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Cizelge 3.3. Testlenen viriislerin PCR dongiileri ve beklenen amplifikasyon

biiyiikliikleri

Viriisler Sicaklik Dongiileri Amplikasyon {iriini

94°C 2 dk

94°C 1 dk

55°C 30 sn 35 Déngii 488 bp
DWV 72°C 1dk

72°C 5dk

94°C 2dk
94°C 1dk
55°C 30sn
BQCV 72°C 1dk
72°C 5dk

35 Dongii

567 bp

94°C 2dk
94°C 1dk
55°C 30 sn
IAPV 72°C 1dk
72°C 5dk

35 Dongii

402 bp

94°C 2dk
94°C 1dk
57°C 30 sn
ABPV 72°C 1dk
72°C 5dk

35 Dongii

476 bp

94°C 2 dk
94°C 1 dk
57°C 30 sn 35 Dongii 429 bp
SBV 72°C 1 dk
72°C 5dk

94°C 2 dk

94°C 1 dk

50°C 30 sn 35 Déngii 339 bp
KBV 72°C 1dk

72°C 5dk
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3.2.2.4. PCR Uriinlerinin Agaroz Jel Elektroforezde Kosturulmasi ve

Goriintiileme Sistemiyle Goriintiilenmesi

PCR ile elde edilen iirtinlerin elektroforetik ayrimi1 % 1°lik agaroz jelde BIO-
RAD markali cihaz ile gergeklestirilmistir. Jeli hazirlamak igin 1 gr. Agaroz (Prona
Biomax) ile 100 ml 1X TAE tampon ¢ozeltisi kullanilmigtir. Agarozun ¢oziilmesi
icin mikrodalga firin kullanilmistir. Jeli dokmeden 6nce kisa bir siire sogumasi
beklenip igerisine 3 ul floresan DNA boyasi (Hibrigen) ilave edilmistir. Hazirlanan
jel tarak tepsisine yerlestikten sonra yavasca dokiilmistiir. Daha sonra 30 dk jelin
sogumasi beklenmis, jel soguyunca tarak hizli ve dikkatli bir sekilde ¢ikarilarak 1X
TAE tampon c¢ozeltisinin oldugu elektroforez tankina yerlestirilmistir. Tanka
yerlestirildikten sonra 100bp DNA Marker (Trans) ve PCR fiiriinleri ile pozitif ve
negatif kontroller 15 pl olmak iizere jel ¢ukurlarina yerlestirilmistir. Daha sonra gii¢
kaynagi 80V’a ayarlanarak 50 dk kosturulmustur (Sekil 3.8). DNA’larin
goriintillenmesi  Quantum Vilber Lourmat markali goriintiileme sistemi ile
goriintiilenmistir. Pozitif sonu¢ elde edilen Orneklerin PCR iiriinleri dizilemeye

gonderilmek i¢in hazirlanmig ve -20°C’de muhafaza edilmistir.

Sekil 3.8. PCR iiriinlerinin elektroforez cihazina yiiklenmesi

3.2.2.5. DNA Dizilemesi ve Filogenetik Analiz

Pozitif sonug¢ elde edilen PCR f{iriinleri tesadiifi olarak secilerek DNA
dizilemesi i¢cin BM Labosis (Ankara) firmasina gonderilmistir. DNA dizilemesi
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gerceklestirilen viriis izolatlarinin CLC Main Workbench ve Vector NTI programlari
ile niikleotid dizi analizleri gerceklestirilmistir. Dizileri tespit edilen viris
izolatlarinin RARP geni ve/veya kilif protein gen bolgeleri Gen Bankassinda BLAST
programi ile arastirilmis Gen Bankasi’nda bulunan farkli iilke, irk ve izolatlar
arasinda kiyaslama yapilarak benzerlik oranlari tespiti edilmistir. Tiim diinyadaki
virlis izolatlariyla genetik olarak farklilik ve benzerlik durumu belirlenerek

filogenetik aga¢ olusturulmustur.
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA
4.1. Arazi Calismalan

Malatya ilinde Battalgazi, Dogansehir ve Yesilyurt ilgelerinde, Elazig ilinde
Aricak, Kovancilar Sivrice ve Palu ilgelerinde aricilifin yogun oldugu ve aricilar
tarafindan ar1 hastaliklar1 iizerine sikayet olan ve olmayan bolgelerde bal aris1 viriis
simtoplarin1 gosteren ve gostermeyen 147 bal arisi 6rnegi ve 40 bdcek Ornegi

alinarak toplam 187 6rnek toplanmistir (Cizelge 4.1).

Arazi caligmalar1 gerceklestirilirken kovan onlerinde bulunan bal aris1 ve
boceklerden (Sekil 4.7, Sekil 4.8, Sekil 4.9) kanatlarda deformasyon, paraliz,
abdomende siyahlagsmalarin olmasi, ani 6lim belirtilerinin goriildiigii ve vektor tiir
olan Varroa’nin bulundugu kovanlar tercih edilerek 6rnek alimi gergeklestirilmistir
(Sekil 4.1, Sekil 4.2, Sekil 4.3, Sekil 4.4, Sekil 4.5, Sekil 4.6). Yavru orneklerin
alinmasinda yavru gelisiminin zayif oldugu ve petek gozlerdeki yavrularin renk

degisimleri dikkate alinmistir (Sekil 4.11).

-

Sekil 4.1. Erkek aridaki kanatlarda olusan deformasyon
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Sekil 4.2. Kralige aridaki abdomende kararma ve kanatlarda deformasyon

Sekil 4.4. Abdomende kararma

Sekil 4.5. Abdomende kararma ve kanatlarda olusan deformasyon
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Sekil 4.6. Kanatlarda olusan deformasyonun belirgin goriintiisii

Sekil 4.8. Kovan onlerinde ¢ogunlukla bulunan karinca (Formicidae ) 6rnegi
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Sekil 4.9. Malatya ve Elazig illerinde kovan i¢inde ve oOnlerinde toplanan A)
Reduviidae B) Thomisidae C) Vespidae D) Asilidae E) Lygaeidae F) Mantidae G)

Tettigonidae ornekleri
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Cizelge 4.1. Survey yapilan bolgeler ve alinan bal aris1 6rnek sayilari

Survey yapilan bolgeler

.
.
.
o
ww

:

:

.
.
:

o

Sekil 4.10. Arazi ¢alismalarinin yapildig: ariliklardan 6rnekler
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Sekil 4.11. Falkon tiipiindeki enfekteli yavru 6rnekleri

4.2. Molekiiler Calismalar
4.2.1. RT-PCR testleri

2018-2019 yillarinda Malatya ve Elazig illerinde toplanan balarisi, diger
bocekler ve akar 6rnekleri once total RNA ektraksiyonuna tabi tutulmus, daha sonra
RT-PCR yapilarak DWV, BQCV, ABPV, SBV, IAPV, KBV enfeksiyonlar tespit
edilmeye c¢alisilmistir. Testlerde kullanilan primerler Riistemoglu ve Sipahioglu

(2015)’ndan alinmustir.

DWV’na spesifik primeler kullanilarak yapilan testlerde Malatya ilinden
alinan 84 (Cizelge 4.1) 6rnekten 27’°si beklenen 488 bp (Sekil 4.12 ve Sekil 4.13)
biiyiikliigiinde bant ile pozitif sonu¢ vermistir. DWV %32 bulasiklilik oram ile
Malatya ilinde en fazla karsilagilan viriis olmustur (Cizelge 4.2).

Sekil 4.12. Malatya ilinde DWYV ile enfekteli bal aris1 6rneklerinin jel goriintiisii M-
Marker, 1-4, 2-5, 3-6, 4-7, 5-8, 6-9, 7-10, 8-11, 9-12, 10-13 nolu bal aris1 rnekleri
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488 bp

Sekil 4.13. Malatya ilinde DWYV ile enfekteli bal aris1 6rneklerinin jel goriintiisii M-
Marker, 1-69, 2-73, 3-79, 4-88, 5-126, 6-128 nolu bal aris1 drnekleri

Toplanan ve testlenen Orneklere bolgesel olarak bakildiginda bulasiklik
acisindan ilk siray1r %73 oraniyla Yesilyurt ilgesi alirken, Battalgazi ilgesi %28,
Dogansehir ilgesi ise %17 oraninda bulasik ¢ikmistir. Alinan 6rneklerin tamamina

bakildiginda bulasiklik oran1 %32°dir (Cizelge 4.2).

Elaz1g ilinden alinan 63 ornekten 8’1 (Cizelge 4.1) DWV ile bulasik
bulunmustur. DWV %12.6 (Cizelge 4.2) orani ile Elazig ilinde en fazla karsilagilan
viriis olmustur (Sekil 4.14.a ve Sekil 4.14.b).

Sekil 4.14.a. Elazig ilinde DWV ile enfekteli bal aris1 6rneklerinin jel gériintiisii M-
Marker, 1-113 no.lu Varroa 6rnegi, 2- 114, 3-116, 4-117, 5-118, 6-119 nolu bal aris1
ornekleri  4.14.b. M- Marker 1-86, 2-89, 3-100, 4-101 5-102 nolu bal aris1 6rnegi,

6-113 nolu Varroa 6rnegi
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¢ iy ahb alz ke

Sekil 4.15. Elazig ilinde DWV ile enfekteli bal aris1, Varroa ve bocek 6rneklerinin
jel goriintiisiit M Marker,1-13 nolu Asilidae 6rnegi, 2-20 nolu Mantidae 6rnegi, 3-
22nolu Tettigonidae drnegi, 4-24 nolu Reduvidae 6rnegi, 5-27 Thomisidae 6rnegi, 6-
28-1 nolu karinca (Formicidae) 6rnegi, 7- 29 nolu karinca (Formicidae) drnegi, 8-40
nolu karmmca (Formicidae) Ornegi, 9-60 nolu Varroa ornegi, 10-88 karinca
(Formicidae) 6rnegi, 11-113 nolu Varroa o6rnegi, 12-139 nolu bal aris1 6rnegi, 13-

140 nolu bal aris1 6rnegi, 14-141 nolu bal aris1 6rnegi

€ 7 8 910 11 12 13

488 bp

Sekil 4.16.a. Malatya ve Elazig illerinde ilinde DWYV ile enfekteli bocek 6rneklerinin
jel gorintiisit M-Marker, 1-13 nolu Asilidae 6rnegi, 2-14 no.lu Reduvidae 6rnegi, 3-
15 nolu karinca (Formicidae) 6rnegi, 4-16 nolu karinca (Formicidae) 6rnegi, 5-17
Tettigonidae 6rnegi, 6-18 nolu karinca (Formicidae) 6rnegi, 7-19 nolu Reduvidae
ornegi, 8-20 nolu Mantidae 6rnegi, 9-21 nolu Tettigonidae 6rnegi, 10-22 nolu
Tettigonidae 6rnegi, 11-23 nolu Acrididae 6rnegi, 12-25 nolu karinca (Formicidae)

ornegi, 13- 24 nolu Reduvidae

4.16.b. M-Marker, 1-26 nolu karinca (Formicidae) ornegi, 2-27 nolu Thomisidae
ornegi, 3-28-1 nolu karinca (Formicidae) 6rnegi, 4-28-2 nolu karinca (Formicidae)
ornegi, 5-29 nolu karinca (Formicidae) ornegi, 6-30 nolu karinca (Formicidae)

ornegi, 7-31 nolu Vespidae 6rnegi
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Bal aris1 6rneklerine yapilan testler sonucunda Aricak, Kovancilar, Sivrice ve
Keban ilgelerinde DWV tespit edilmemistir. Alman 29 06rnegin DWV i¢in
testlenmesi sonucunda Palu ilgesinde bulasiklik oranm1 %27.5 tiim Orneklerle

kiyaslandiginda %12.6 tespit edilmistir (Cizelge 4.2).

Cizelge 4.2. Malatya ve Elazig illerinden toplanan bal aris1 6rneklerinin DWYV ile

bulagiklilik durumu
Survey yapilan bolgeler Testlenen bal aris1i DWV ile  Bulasiklik
ornek sayisi bulasik 6rnek oram
sayi1st
Malatya
Battalgazi 35 10 %28.5
Yesilyurt 15 11 %73.3
Dogansehir 34 6 %17.6
Toplam 84 27 %32
Elazig
Aricak 8 -
Kovancilar 4 -
Palu 29 8 %27.5
Sivrice 14 -
Keban 8 -
Toplam 63 8 %12.6
GENEL TOPLAM 147 35 %23.8

Tim diinyada en yogun olarak bulunan ve bilinen Deformed wing virus
(DWV) ¢ok fazla arastirmaya konu olan bir bocek patojenidir. DWV ¢ogunlukla bal
arist populasyonlarinda bulunmaktadir. Kiiresel olarak yayilmasini saglayan en
biiyiik vektor ektoparazit Varroa spp’dir. DWV epidemiyolojisine biiyiik farkliliklar
katmaktadir. Ozellikle bal aris1 (konake1), akar (vektor) ve DWV (patojen) arasindaki
iligki olduk¢a biiylik bir 6nem kazanmaktadir. Bu da calismalarin bir¢ogunda
akarlarin da test edilmesine neden olmustur. Fakat bal arilar1 sabit durabilen bir
bocek grubu degildir, dolayisiyla tek vektor akarlar olmamaktadir. Bal arisi
kovanlarinin ¢evresinde bir ¢ok bocek bulunmaktadir. 2019 yilinda Malatya ve
Elazig illerinden bircok farkli bocek ve akar ornekleri toplanarak test edilmistir.

Malatya ilinden toplanan bocek orneklerinde 2 adet DWV tespit edilerek %13.3’lik

46



bulasik orani bulunmustur. Elaz1g ilinden toplanan bocek ve akar 6rneklerinin ise
7’sinde DWYV tespit edilerek %28’lik bulasiklik oranit bulunmustur. Malatya ve
Elaz1g illerinden toplanan 40 bocek ve akar O6rneginden 9 adedinde DWV tespit
edilmistir (Sekil 4.15 ve Sekil 4.16.a ve Sekil 4.16.b). Toplam %?22.5’lik bulasiklik

orani bulunmustur (Cizelge 4.3).

Cizelge 4.3. Malatya ve Elazg illerinden toplanan bocek ve akar 6rneklerinin DWV

ile bulasiklik durumu

Survey yapilan Bocek DWYV ile bulasik Bulasiklik orani
bolgeler Ornek Sayilari ornek sayist

Malatya 15 2 %13.3
Elaz1g 25 7 %28
GENEL 40 9 %22.5
TOPLAM

RT-PCT testleri sonucunda 14 no.lu Reduvidae 6rnegi, 15 nolu karinca
(Formicidae) Ornegi, 20 nolu peygamberdevesi (Mantidae) Ornegi, 24 nolu
Reduvidae 6rnegi, 26 nolu karinca (Formicidae) 6rnegi, 28-1 karinca (Formicidae)

ornegi, 29 nolu karinca (Formicidae) 6rneginde DWYV tespit edilmistir.

Malatya ve Elazig illerinde 30 ariliktan alinan toplam 187 bal aris1 ve bocek
Ornegi toplanmis Malatya’dan Orneklerinin 27°si ve Elazig’dan O6rneklerinin 8’1
olmak iizere toplam 35 bal aris1 ve bocek 6rnegi DWYV ile bulasik bulunmustur

(Cizelge 4.2.).

Filogenetik agacin olusturulmasi i¢cin CLC Main Workbench 8.1 programi
kullanilmistir. Elde edilen verilere gore izolatlarin niikleotid dizilerindeki farkliliklar
ve benzerlikler filogenetik agagta dallanmalara neden olmiustur. DWV izolatlarinin
hepsi RARP genine ait baz dizisi gen bankasinda daha Once yayinlanan DWV
izolatlar ile karsilastirilarak farkli oranlarda benzerlik ve degisimler tespit edilmistir
(Sekil 4.17). Rastgele secgilen Orneklerin bir kismi ¢ift yonlii dizi analizine tabi
tutulmustur. Bu analiz sonucunda elde edilen niikleotitler CLC Main Workbench 8.1
programi yardim ile birbirleriyle 5> ve 3’ iissiinden karsilikli olarak cakistirilarak

Sekil 4.18 deki filogenetik agag¢ olusturulmustur.
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DWV Afrika

DWWV italya

Kakugo virus Japonya
DWV Avusturya

DWWV Litvanya

DWV isvicre

DWV Elazig 2
TE.E: DWV Eland 4
DWWV Malatya 3

DWV Elazig 3

e DWWV izrail

DWV Fransa

DWV Almanya

DWV Amerika Birlegik Devletleri
DWW Birlesik Krallik

DWV Elazd 5

DWW Malatya 1

DWV Malatya 2

DWV Elazg 1

DWW Hakkari

Sekil 4.17. DWV (Malatya 1, Malatya 2, Malatya 3, Elazigl, Elaz1g 2, Elaz1g 3,
Elazig 4 ve Elaz1ig 5) izolatlarinin diinyadaki DWV izolatlar1 ile molekiiler

benzerligini gosteren filogenetik agag

Malatya 1 ve Malatya 2 izolatlarinin ile yapilan ¢oklu dizi karsilagtiriimasi
sonucunda iki izolatin benzer oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.17). DWV Malatya ve
Elaz1g izolatlarinin diinya izolatlarindan en yiiksek benzerlik oranlarina sahip tlkeler

ve benzerlik oranlar Cizelge 4.4’te verilmistir.

Cizelge 4.4. DWV Malatya ve Elazig izolatlarmin diinya izolatlarindan en yiiksek

benzerlik oranlarina sahip tilkeler ve benzerlik oranlari

Ulkeler Erisim Numarasi Benzerlik Oranlar:
Israil JF440526 % 98.06
Almanya KX146843 % 97.88
Fransa KX373900 % 97.51
Birlesik Krallik KT215905 % 97.06
ABD KX580899 % 96.83
Japonya AB070959 %96.61
Almanya KX146843 %96.34
Tirkiye (Hakkari) KP835214 %97.09
Afrika KF378605 %96.19
Litvanya KF840795 %97.09
Isvigre MH267695 %97.31

Bu dizi karsilastirilmalarinda %96.61 benzerlik orani ile AB070959 ulasim

numarali Japonya Kakugo virus (KV) bir bocek picorna benzeri viriis olmasindan
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kaynakl1 benzerlik orani dikkat ¢gekmektedir (Iflavirus) (Cizelge 4.4).

1

DWV Avusturya EBcECEEEEE c TcBTch GI BERTTCTEEE cozc
DWV Isvicre BEGECEEREE c TcETGTEECE RERTTCTEGHE 6972
DWWV italya EEcECEEEEE ¢ TcETcTEECE EEBTTcTECH so65
Kakugo virus Japonya BECECEEREE c TcETCTEECE BEETTCTEGE sov7
DWV Birlesik Krallik EECECEEEEE c BeBTGT GI EEETTCTECE 5952
DWV Fransa EBcECHEEEE - TcBicTEEcCE BEETTcTECE 5929
Amerika Birlegik Devietleri EECECEEEEE ¢ TCETGTEEGT BEBETTCTEGHE 5261
DWV Israil EEcECEEEEE c TcETcE GI EEBTTcTECH 6277

DWV Litvanya BECECHEBEE o ToBTGTEEGE BEETTGTEGHE 221
DWWV Afrika EECECEEEEE ¢ TGETGTEECE BEETTGTEGHE 222

DWWV Hakkari BccEcHEEEE c TcBicTEEcT BEETTcTECHE o2

DWV Elazg 1 B TcETCTEECE BEETTcTECE 107
DWV Malatya 2 G TcETch EEBTTciBcHE 62
DWV Elazii 5 B T TETGTEEGE BEBETTGTEGHE 107
DWV Almanya & T ToBTcTBEcT BEBETTcTECE 150
DWV Malatya 1 & GllGl cB HEETTcTEGE 53
DWV Malatya3 E cHE TRETTIT 129
DWVElang 4 [ cHE TERETTIT 128
DWV Elazng 3 B cHE TEETTIT 129
DWV Elazid 2 B cBE TEBETTTE 129

Consensus G GATGTCCGC AAATTGTCGA

Sekil 4.18. DWV(Malatya 1, Malatya 2, Malatya 3, Elazigl, Elazig 2, Elaz1g 3,
Elaz1g 4 ve Elaz1g 5 izolatlar1) RdRp genlerinin CLC Main Workbench 8.1 programi

yardimi ile yapilmis ¢oklu niikleotid dizi karsilastirmasi

Diinyada bulunan 10 ve Tiirkiye’de bulunan Hakkari izolatlariyla DWV
viriistine ait 8 izolatin RARp genlerinin niikleotidlerinin karsilastiriimasi ile Elaz1g 1
izolatinda 107 nci niikleotidde 1 adet ekleme mutasyonu, Malatya 1 ve Malatya 2
izolatlarinda 62-63’ncii niikleotidde 5 adet silme mutasyonu, 6 adet yer degistirme
bazi, Malatya 3, Elaz1g 2, Elazig 3, Elazig 4 izolatlarinda ise 128 ve 129’ncu
niikleotidlerde 32 adet silme mutasyonu ve 29 adet yer degistirme bazi oldugu
gozlenmistir. Elaz1g 5 izolatinda herhangi bir mutasyon gozlenmemistir. Elazig 1
izolatinda 1 niikleotitte ekleme mutasyonu, Malatya 1, Malatya 2, Malatya 3, Elazig
2, Elaz1g 3, Elaz1g 4 izolatlarinda sirasiyla 2, 3, 8, 8, 8, 8 olmak iizere 37 niikleotitte
silme mutasyonu ve Malatya 1, Malatya 2, Malatya 3, Elaz1g 2, Elaz1g 3, Elaz1g 4
izolatlarinda sirasiyla 4, 2, 7, 7, 8, 7 toplam 35 niikleotitte yer degistirme bazi oldugu
gozlenmistir (Sekil 4.18).

Malatya ve Elazig illerinden toplanan 147 bal arist ve 40 bocek Ornegi,
BQCV’nin varligini tespit etmek igin de testlenmistir. Malatya ilinden toplanan
toplam 84 bal aris1 ve 15 bocek drnegi BQCV’ye karsi test edilmis testler sonucunda
14 6rnegin pozitif reaksiyon verdigi tespit edilmistir (Cizelge 4.1). Test sonuglarina
gore; BQCV %17.8 bulagiklik oraniyla Malatya ilinde ti¢lincii yaygin viriis olarak
tespit edilmistir. Malatya’nin Battalgazi il¢esinde 9 adet pozitif sonug ile bulasiklik
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orant %25, Yesilyurt ilgesinde 3 adet pozitif sonu¢ ile bulasiklik orani %20,
Dogansehir ilgesinde 2 adet pozitif sonug ile bulasiklik oran1 %5.8 olarak tespit

edilmistir (Cizelge 4.5).

Sekil 4.19. Malatya ilinde alinan BQCYV ile enfekteli bal aris1 orneklerinin jel

goriintlisii M Marker, Malatya’dan alinan 1-15 nolu bal aris1 6rnekleri

567 bp

Sekil 4.20.a. Elazig ilinden alinan BQCV ile enfekteli bocek orneklerinin jel
goriintiisit M Marker, 1-13 nolu Asilidae 6rnegi, 2-14 no.lu Reduvidae 6rnegi, 3-15
nolu karinca (Formicidae) 6rnegi, 4-16 nolu karinca (Formicidae) 6rnegi, 5-17 nolu
Tettigonidae 6rnegi, 6-18 nolu karinca (Formicidae) ornegi, 7-19 nolu Reduvidae
ornegi, 8-20 nolu Mantidaec Ornegi, 9-21 nolu Tettigonidae 6rnegi, 10-22 nolu
Tettigonidae o6rnegi, 11-23 nolu Acrididac 6rnegi, 4.20.b. M-Marker, 1-26 nolu
karnca (Formicidae) 6rnegi, 2-27 nolu 6riimcek (Thomisidae) 6rnegi, 3-28-1 nolu
karinca (Formicidae) ornegi, 4-28-2 nolu karinca (Formicidae) 6rnegi, 5-29 nolu
karinca (Formicidae) ornegi, 6-30 nolu karinca (Formicidae) 6rnegi, 7-31 nolu

Vespidae 6rnegi
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Sekil 4.21. Malatya ve Elazig illerinden alinan BQCYV ile enfekteli bal aris1 ve bocek
orneklerinin jel goriintiisi. M Marker, Malatya’dan aliman 1-12 nolu karinca
(Formicidae) ornegi, 2-22 nolu Tettigonidae 6rnegi, 3-27 nolu Thomisidae 6rnegi, 4-
28-1 nolu karinca (Formicidae) 6rnegi, 5-29 nolu karinca (Formicidae) 6rnegi, 6-31
nolu Vespula 6rnegi, 7-40 nolu karinca (Formicidae) 6rnegi, 8-60 nolu Varroa
ornegi, 9-88 nolu karinca (Formicidae) 6rnegi, 10-113 nolu Varroa 6rnegi, 11-139
nolu bal aris1 6rnegi, 12-140 nolu bal arist 6rnegi, 13-141 nolu bal aris1 6rnegi, 14-

142 nolu bal aris1 6rnegi, 15-146 nolu bal aris1 6rnegi

RT-PCR testleri sonucunda 22 nolu Tettigonidae 6rnegi, 27 nolu Oriimcek
(Thomisidae) ornegi, 28-1 nolu karinca (Formicidae) 6rnegi, 12 nolu karinca
(Formicidae) 6rnegi, 31 nolu Vespula 6rneginde BQCYV tespit edilmistir (Sekil 4.19,
Sekil 4.20.a, Sekil 4.20.b ve Sekil 4.21).

Elaz1g ilinde toplanan 63 bal aris1 6rnegi BQCV’ye kars1 testlenerek Aricak
ilgesinde 1 pozitif sonug ile bulasiklik oran1 %1.5 olarak tespit edilmistir. Toplam
bulagiklik oran1 15 pozitif 6rnek ile %10.2 olarak tespit edilmistir (Cizelge 4.5).
Malatya ilinden toplanan 9 bocek ve akar 6rnegi testlenmis ve 1 pozitif sonug elde

edilerek bulasiklik oran1 %11 olarak tespit edilmistir (Cizelge 4.6).
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Cizelge 4.5. Malatya ve Elazig illerinden toplanan bal aris1 6rneklerinin BQCV ile

bulasiklilik durumu

Survey yapilan bolgeler Testlenen  bal BQCYV ile bulagik Bulasiklik
aris1 ornek sayist  Ornek sayisi orani

Malatya

Battalgazi 35 9 %25.7

Yesilyurt 15 3 %20

Dogansehir 34 2 %5.8

Toplam 84 14 %17.8

Elazig

Aricak 8 1 %12.5

Kovancilar 4 -

Palu 29

Sivrice 14 -

Keban 8 -

Toplam 63 1 %1.5

GENEL TOPLAM 147 15 %010.2

Cizelge 4.6. Malatya ve Elaz1g illerinden toplanan bocek ve akar 6rneklerinin DWV

ile bulagiklik durumu

Survey yapilan bolgeler Bocek BQCV ile bulasik  Bulasiklik oranmi
Ornek Sayilar1  6rnek sayist

Malatya 15 3 %20

Elazig 25 6 %24

GENEL TOPLAM 40 9 %22.5

Filogenetik agacin olusturulmasi i¢cin CLC Main Workbench 8.1 programi
kullanilmistir. Elde edilen verilere gore izolatlarin niikleotid dizilerindeki farkliliklar
ve benzerlikler filogenetik agagta diiglim ve dallanmalar olugmustur. BQCV
izolatlarmin hepsi kilif protein genine ait baz dizisi gen bankasinda daha Once
yayinlanan BQCV izolatlar1 ile karsilastirilarak farkli oranlarda benzerlik ve

degisimler tespit edilmistir.
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—® BOCY Polonya

BQCVY Macaristan
BOCV Fransa
BQCV Cek Cumhuriyeti
BQCY Isvigre
BQCV Guney Kore
BQCY Cin
BQCVY Elazg 1
BQCVY Malatya 2
BQCVY Malatya 1
BQCY Glney Afrika
BQCVY Avustralya

® BOCY Hakkari

Sekil 4.22. BQCV (BQCV Malatya 1, BQCV Malatya 2, BQCV Elaz1g 1 izolatlar1)
diinyada tespiti gerceklestirilmis diger BQCV izolatlar1 ile molekiiler benzerligini

gosteren filogenetik agac

BQCV’nin BQCV Malatya 1ve BQCV Malatya 2 izolatlar ile yapilan ¢oklu

dizi karsilagtirilmasi sonucunda iki izolatta ayni olarak gruplandirilmistir (Sekil

4.22). BQCV Malatya ve Elazig izolatlarinin diinya izolatlarindan en yiiksek

benzerlik oranlarina sahip llkeler ve benzerlik oranlart Cizelge 4.7°de verilmistir

(Cizelge 4.7).

Cizelge 4.7. BQCV Malatya ve Elazig izolatlarinin diinya izolatlarindan en ytiksek

benzerlik oranlarina sahip iilkeler ve benzerlik oranlari

Ulkeler Erisim Numarasi Benzerlik Oranlan
Cin MG799370 % 87.86
Isvicre MH267694 % 89.81
Giiney Kore JX149531 % 87.40
Cek Cumhuriyeti KY243932 % 87.91
Fransa MN565034 % 87.98
Macaristan EF517515 % 89.02
Hakkari KP835213 %96.78
Polonya EF517520 %90.02
Giliney Afrika AF183905 %89.34
Avustralya KY 465685 %90.21
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Filogenetik agacin olusturulmasi icin CLC Main Workbench 8.1 programi
kullanilmistir. Elde edilen verilere gore izolatlarin niikleotid dizilerindeki farkliliklar
ve benzerlikler filogenetik agacta dallanmalarla olusmustur. BQCV izolatlarinin
hepsi poliprotein genine ait baz dizisi gen bankasinda daha 6nce yaymlanan BQCV

izolatlar1 ile karsilastirilarak farkli oranlarda benzerlik ve degisimler tespit edilmistir

(Sekil 4.23).

BQCYV Isvigre
BQCY Cek Cumhuriyet
BQCV Fransa
BQCY Macaristan
BQCV Cin

BQCY Gliney Kore
BQCY Avustralya
BQCV Polonya
BQCY Glney Afrika
BQCY Malatya 1
BQCY Malatya 2
BQCY Elazig 1
BQCV Hakkari

Consensus

BEEEEEECTRE

EEEETECEEE
EEEETccEEE
EEBEEECTEE
EEBEEECTEE
EEEBLECEEE
EEE THE
EEE THE
EEE TEE
HEEBECETTG

AACCCAGTCA

TTTEGETTET

TTTECETTET
TTTECETTET
TTTEGETTET
TTTEGEBTE
TTTEGETT
TTTEGETT
TTTEGETT
TTTEE---B
TTTAGCTTAT

ATCACTTCCA

TcTTREBCTE

TcTTEEECTR
TeITEEEGTE
TeTTEEECTE

TETTNCECTE

TGTTCAAGTA

TiccEBEcCT 7052
TTccEBGGET 7090
TTccEBGGGT 7042
TTccEBGGGT 995
TTccHEBGGGT 6374
TTccHEBGGGT r9s2
TTccHBGGGT 5463
TTccHEBGGET f996

ilic GGELA 7129
ilic EE 25
om G 27
ilc GGGT 527

BT- - -BETTE 530
TTGGACGGGT

Sekil 4.23. BQCV (BQCV Malatya 1, BQCV Malatya 2, BQCV Elazig lizolatlar1)
kilif protein genlerinin CLC Main Workbench 8.1 programi yardimi ile yapilmis

coklu niikleotid dizi karsilastirmasi

Diinyada bulunan 10 BQCV viriisiine ait 3 izolatin kilif protein genlerinin
niikleotidlerinin karsilastirilmasi ile BQCV Malatya 1 izolatinda 525°nci niikleotidde
7 adet yer degistirme, BQCV Malatya 2 ve BQCV Elazig lizolatlarinda 527’nci
niikleotidde 15 adet yer degistirme bazi ve 1 adet silme mutasyonu gdzlenmistir
(Sekil 4.23).

Malatya ve Elazig illerinden toplanan bal aris1 ve bocek ornekleri ABPV ve
SBV’nin varhigini tespit etmek i¢cin RT-PCR yontemi kullanilmistir. Yapilan
testlerde ABPV (Sekil 4.24) i¢in beklenen 476 bp biiylikliigiinde ve SBV (Sekil 4.25)
icin de beklenen 429 bp biyiikliginde bant elde edilerek testler pozitif
sonuglanmustir (Sekil 4.26).
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476 bp ve 429 bp

Sekil 4.24. Malatya ilinden alinan ABPV ve SBV ile enfekteli bal arist 6rneklerinin

jel goriintiisti M Marker, Malatya’dan alinan 1-15 nolu bal aris1 6rnegi

Sekil 4.25. Malatya ve Elazig illerinden alinan ABPV ile enfekteli bal aris1 ve bocek
orneklerinin jel goriintisi M Marker, Malatya’dan alinan 1-12 nolu karinca
(Formicidae) oOrnegi, 2-13 nolu &rnegi, 3-20 nolu oOrnegi, 4-40 nolu karinca
(Formicidae) oOrnegi, 5-60 nolu Varroa ornegi, 6-88 nolu karinca (Formicidae)
ornegi, 7-113 nolu Varroa 6rnegi, 8-139 nolu bal aris1 6rnegi, 9-140 nolu bal arist
ornegi, 10-141 nolu bal aris1 6rnegi, 11-142 nolu bal aris1 6rnegi, 12-146 nolu bal

aris1 ornegi

12 nolu karinca (Formicidae), 88 nolu karinca (Formicidae), 141 nolu yavru

bal arisi, 142 nolu yavru bal aris1 6rneklerinden pozitif sonug elde edilmistir (Sekil
4.16).
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Sekil 4.26. Malatya ilinden aliman SBV ile enfekteli bal arist 6rneklerinin jel
goriintiisiit M Marker, Malatya’dan alinan 1-39 nolu yavru bal aris1 6rnegi, 2-40 nolu
karinca (Formicidae) drnegi, 3-55 nolu karinca (Formicidae) 6rnegi, 4-41 nolu bal
arist 6rnegi, 5-42 nolu bal aris1 6rnegi, 6-43 nolu bal arist 6rnegi, 7-46 nolu bal arist
ornegi, 8-51 nolu bal aris1 6rnegi, 9-52 nolu bal aris1 6rnegi, 10-53 nolu bal aris1

ornegi, 11-54 nolu bal aris1 6rnegi

Malatya ve Elazig illerinde toplanan bal aris1 ornekleri ABPV’ ye karsi
testlenerek toplam 18 adet bulasiklik belirlenmis ve 4 adet 6rnekte karisik infeksiyon
tespiti gerceklestirilmistir. Test sonuglarina gére; ABPV 9%17.8 bulasiklik oraniyla
Malatya ilinde ikinci yaygin virilis olarak tespit edilmistir. Malatya’nin Battalgazi
ilgesinde 10 adet pozitif sonug ile bulagiklik oran1 %28.5, Yesilyurt il¢cesinde 1 adet
pozitif sonug ile bulasiklik oran1 %6.6, Dogansehir ilgesinde 4 adet pozitif sonug ile
bulasiklik orant %11.7 olarak tespit edilmistir. Elazig ilinde toplanan bal arisi
ornekleri ABPV’ye kars1 testlenerek Kovancilar ilgesinde 1 pozitif sonug ile
bulagsiklik oran1 %25, Palu il¢esinde 3 pozitif sonug ile bulasiklik oran1 %10.3 olarak
tespit edilmistir. Toplam bulasiklik oran1t 4 pozitif 6rnek ile %6.3 olarak tespit
edilmistir (Cizelge 4.8).
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Cizelge 4.8. Malatya ve Elazg illerinden toplanan bal aris1 6rneklerinin ABPV ve
SBYV ile bulasiklilik durumu

Survey yapilan  Testlenen bal ABPV ile SBV

bolgeler arist ek bulasik drnek ile Bulasiklik  Bulasiklik
bulasik orani orant
sayisi sayisl ornek (ABPV) (SBV)
sayisl
Malatya
Battalgazi 35 10 2 %28.5 %5.7
Yesilyurt 15 1 1 %6.6 %6.6
Dogansehir 34 4 2 %11.7 %5.8
Toplam 84 14 5 %17.8 %5.9
Elazig
Aricak 8 - p
Kovancilar 4 1 - %25
Palu 29 3 - %10.3
Sivrice 14 - -
Keban 8 - -
Toplam 63 4 - %6.3
GENEL
147 18 5 %12.2 %5
TOPLAM

Cizelge 4.9. Malatya ve Elazig illerinden toplanan bocek ve akar drneklerinin ABPV
ve SBV ile bulasiklik durumu

Survey yapilan Testlenen ABPV ile SBV Bulasiklik  Bulasiklik
bolgeler Bocek bulasik ile bulagik orani orani
Ornek Sayilar1 ~ 6rnek sayist ornek (ABPV) (SBV)
sayl1st
Malatya 15 2 1 %13.3 %6.6
Elaz1g 25 2 - %38
GENEL
40 4 1 %10 %2.5
TOPLAM

Malatya ilinden toplanan 15 bocek ve akar 6rnekleri ABPV igin testlenmis, 2
ornek pozitif bulunarak bulasiklik oran1 %13.3 olarak tespit edilmistir. Elazig ilinden
toplanan 25 bocek drneginden ise 2 adedi pozitif sonug vererek bulasiklik oran1 %8

olmustur. Toplam bulasiklik oran1 ise %10 olarak bulunmustur (Cizelge 4.9).
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Malatya ilinde toplanan 84 6rnek SBV’ye karsi test edilerek 5 6rnek pozitif
bulunmustur. Test sonuglarina gore; SBV %5.9 bulagiklik oraniyla Malatya ilinde
diistik bir yayginlik oran1 gostermistir. Malatya’nin Battalgazi ilgesinde 2 adet pozitif
sonug ile bulasiklik oran1 %5.7, Yesilyurt ilgesinde 1 adet pozitif sonug ile bulasiklik
orani %6.6, Dogansehir ilgesinde 2 adet pozitif sonug ile bulasiklik oran1 %5.8 olarak
tespit edilmistir (Cizelge 4.8).

Malatya ilinden toplanan 15 bocek 6rnegi SBV’ye karsi testlenerek 1 pozitif
sonug¢ elde edilerek bulasiklik orami %6.6 olarak tespit edilmistir. Elazig ilinden
toplanan 25 bocek oOrneginden ise higbiri pozitif sonu¢ vermemistir. Toplam

bulasiklik orani ise %2.5 olarak bulunmustur (Cizelge 4.9).

ABPYV Malatya 2
ABPY Malatya 1
ABPY Ankara
ABPYV Slovenya

—& ABPV Tekirdag
ABPV Suriye
_E ABPY Sirbistan
ABPV Slovenya-1
ABPV Amerika Birlegik Devietieri

—® ABPV lialatya 4
Le ABPV Malatya 3

—e ABPY Glney Afrika
ABPVY Macaristan

ABPV Fransa

ABPV Avusturya

Sekil 4.27. ABPV (LABPV Malatya 1, . ABPV Malatya 2, .ABPV Malatya 3 ABPV
Malatya 4 izolatlar1) izolatlarinin diinyada tespiti gerceklestirilmis diger ABPV

izolatlar1 ile molekiiler benzerligini gosteren filogenetik agac

ABPV’nin elde edilen DNA dizi analizi ABPV Malatya 1ve ABPV Malatya
2 izolatlar1 ile yapilan ¢oklu dizi karsilastirilmasi sonucunda iki izolatta ayni olup %
96.76 benzerlik oraniyla EU779947 ulasim numarali Ankara ile gruplandirilmigtir
(Sekil 4.27). ABPV Malatya ve Elazig izolatlarinin diinya izolatlarindan en yiiksek

benzerlik oranlarina sahip iilkeler ve benzerlik oranlar1 Cizelge 4.10°da verilmistir.
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Cizelge 4.10. ABPV Malatya ve Elazig izolatlarinin diinya izolatlarindan en ytiksek

benzerlik oranlarina sahip iilkeler ve benzerlik oranlari

Ulkeler Erisim Numarasi Benzerlik Oranlari
Ankara EU779947 %96.76
Giliney Afrika AF150629 %93.56
Tekirdag KY465554 %96.72
Slovenya HQ877397 %96.46
Sirbistan KM001899 %95.56
Fransa MN565031 %94.75
Avusturya AY053385 %94.26
Macaristan AF486072 %93.72
Suriye MH378788 %93.30
Slovenya HQ877382 %96.46
ABD AF264688 %89.62

%93,56 benzerlik oraniyla AF150629 ulasim numarali Giiney Afrika
izolatiyla ABPV Malatya 3 ve ABPV Malatya 4 izolatlari ayni grup olarak
gruplandirilmistir. (Sekil 4.27).

Filogenetik agacin olusturulmas: i¢cin CLC Main Workbench 8.1 programi
kullanilmistir. Elde edilen verilere gore izolatlarin niikleotid dizilerindeki farkliliklar
ve benzerlikler filogenetik agagta dallanmalarla olusmustur. ABPV izolatlarinin
hepsi poliprotein genine ait baz dizisi gen bankasinda daha 6nce yayinlanan ABPV

izolatlar ile karsilastirilarak farkli oranlarda benzerlik ve degisimler tespit edilmistir

(Sekil 4.27).

1 1
ABPV Fransa - EEBBTGGTE GGETTEEEET EcTcEEcEE: BEECEBEEEE TTTEEEEGCGHE 5233
ABPY Wacaristan - BEEETccTE ccETTEEcET BETcCEECEE: ERECEEEETE TTTEEEECCE =221
ABPY Guney Afrika - CHEBTccTE EcETTEREET EEEcES:EE: BEECETEETE TTTEEEECCH 2244
ABPV Avusturya - EEBBTccTE ccETTEEEET EETcHEEcEE: BEECEBEETE TTTEEEEccH 237
ABPY Tekirdag - HEBBTcCTE GGllllllll EETcEECERG lllGllllll TTTEEEECGE 28?

ABPV Ankara
ABPV Malatya 3 Glll I lllG
ABPV Malatya 4 Glll l i lllG
ABPV Sirbistan = 130
ABPV Slovenya - BEBEBTccTHE lllllll lllGllGllG lllGllllll TTTEEEECGE 110
ABPV Malatya 1 EBEBTccTR TTEBEET BETcEBcEE: EEECEEEEEE TTTEEBEcGH 5
ABPV Malatya 2 | EBEBET ccTE TTEBEET BETcEEcEE: EEECEEEEEE TTTEEEEGcCH o-
"Amerika Birlesik Devietier - WEBBTccTBE TTEETET BEBcEBCEE: HEEcCEBEATE TTTEEBECCE 124
ABPV Slovenya-1 - EEBBTccTE ccETTEREET EEEcEECEET BEECETEEEE TTTEEEEECE 110
ABPV Surive - BEBBTGGTE GGETTEETET EETcEEGEE: EEECEEEEEE TTTEEBEcCGHE 120

Consensus - AACCTGGTA GGATTCCAAT AATGACGACG AAAGACAACA TTTCCCCGGA

Sekil 4.28. Malatya ve Elazig orneklerinin kilif protein genlerinin CLC Main
Workbench 8.1 programi yardimu ile yapilmis ¢oklu niikleotid dizi karsilagtirmasi

Diinyada bulunan 11 izolat ile ABPV viriisiine ait 4 izolatin kilif protein

genlerinin niikleotidlerinin karsilastirilmas: ile ABPV Malatya 1 izolatinda 96’nc1
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niikleotidde 1 adet yer degistirme, ABPV Malatya 2 izolatinin 98’nci niikleotiddin de
1 adet ekleme mutasyonu ve 1 adet yer degistirme bazi oldugu gozlenmistir. ABPV
Malatya 3 ve ABPV Malatya 4 izolatlarinin 164 ve 167’nci niikleotidlerinde 44 adet

silme mutasyonu ve 20 adet yer degistirme bazi gézlenmistir (Sekil 4.28).

Malatya ve Elazig illerinden toplanan bal aris1 ve bocek 6rnekleri ABPV ve
SBV’nin varligin1 tespit etmek i¢cin RT-PCR yontemi kullanilmigtir. Yapilan
testlerde IAPV varligmmi belirlemek icin 402 bp biiyiikliiglinde ve KBV varligim
belirlemek icin 339 bp biiyiikliigiinde bant elde edilerek testler pozitif sonuglanmistir
(Sekil 4.29).

M 12 3 4 5 6 7 8 9 1011 12 13 14 15

Sekil 4.29. Malatya ilinden alinan IAPV ile enfekteli bal aris1 orneklerinin jel

goriintiisii M Marker, Malatya’dan alinan sirasiyla 1-15 nolu bal aris1 6rnekleri

Malatya ilinde toplanan 84 6rnek IAPV’ye kars1 test edilerek 2 6rnek pozitif
sonuglanmistir. Test sonuglarma gore; Malatya ili %2.3 oraninda bulasik
bulunmustur (Cizelge 4.11). Malatya’nin Battalgazi ilgesinde 2 adet pozitif sonug ile
bulasiklik oran1 %5.7 olarak tespit edilirken, Yesilyurt ve Dogansehir ilgelerindeki
ornekler negatiftir. Elazig ilindeki tim Ornekler negatiftir. Malatya ve Elazig
illerinden toplanan 40 bdcek ve akar Grneklerinin tamami negatif sonu¢ vermistir

(Cizelge 4.12).

60



339 bp

Sekil 4.30. Malatya ilinden alinan KBV ile enfekteli bal aris1 orneklerinin jel
goriintiisii M Marker, Malatya’dan alinan 1-1 nolu karinca (Formicidae) 6rnegi, 2-2
nolu karinca (Formicidae) 6rnegi,, 3-3nolu Lygaeidae 6rnegi, 4-4 nolu Arachnida
ornegi, 5-5 nolu Arachnida 6rnegi, 6-6 nolu Reduvidae 6rnegi, 7-7 6 nolu Reduvidae
ornegi, 8-8 nolu Carabidae 6rnegi, 9-12 karinca (Formicidae) 6rnegi, 10-57 nolu bal
arist 6rnegi, 11-59 nolu bal aris1 6rnegi, 12-60 nolu Varroa 6rnegi, 13-63 nolu bal

aris1 0rnegi

Yapilan testler sonucunda 3 nolu Lygaeidae ornegi (Sekil 4.30) ve 40 nolu

karinca (Formicidae) 6rnegi KBV ig¢in testlenerek pozitif olarak sonuclanmigtir.

Cizelge 4.11. Malatya ve Elazig illerinden toplanan bal aris1 drneklerinin IAPV ve
KBYV ile bulagiklilik durumu

Survey Testlenen bal IAPV ile KBV ile Bulasiklik
yapilan aris1 6rnek bulagik 6rnek  bulagik Bulagiklik way
N . orani
bolgeler sayisl sayisi ornek orant (IAPV) (KBV)
sayis1
Malatya
Battalgazi 35 2 1 %5.7 %2.8
Yesilyurt 15 -
Dogansehir 34 -
Toplam 84 2 1 %2.3
Elazig
Aricak 8 - -
Kovancilar 4 - -
Palu 29 - -
Sivrice 14 - -
Keban 8 - -
Toplam 63 - -
GENEL 147 2 1 %2.3 %1.1
TOPLAM
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Cizelge 4.12. Malatya ve Elazig illerinden toplanan bocek ve akar drneklerinin IAPV
ve KBV ile bulasiklik durumu

Survey Testlenen IAPV ile KBV ile Bulagikhik  Bulasiklik
yapilan Bocek bulasik bulasik orani orani
bolgeler Ornek ornek sayist  ornek sayist  (IAPV) (KBV)
Sayilari
Malatya 15 - 2 - %6.6
Elaz1g 25 - 1 R %4
GENEL 40 - 3 - 0
TOPLAM /65

Malatya ilinde toplanan 15 bocek 6rnegi KBV ye karsi test edilerek 2 6rnek
pozitif sonuglanmistir. Elazi1g ilinde 6rnekler negatif bulunmustir (Cizelge 4.12). Test
sonuglarina gore; KBV Malatya ilinde %6.6, Elazig ilinde %4 bulasik
bulunmaktadir. iki ilde de test edilen boceklerde IAPV tespit edilmemistir. Malatya
ve Elazig illerinden toplanan 40 bocek 6rnegi KBV tespiti i¢in testlenerek 3 pozitif
sonug elde edilerek, bulasiklik orani1 %5 olarak tespit edilmistir (Cizelge 4.12).

Cizelge 4.13. Malatya ve Elazig illerinden toplanan bal aris1 6rneklerinde tespit

edilen virusler

Malatya Elazig
Infeksiyon sekli Tespit edilen viriis ya da Tespit edilen viriis ya da
viriisler viriisler
Tekil DWWV DWV
Infeksiyonlar ABPV ABPV
BQCV BQCV
IAPV IAPV
SBV SBV
KBV KBV
Karisik 1 adet (KBV+DWV+BQCV+ABPV)
Infeksiyonlar %1.9

1 adet (BQCV+IAPV+SBV) %1.9
3 adet (DWV+BQCV) %3.5

1 adet (DWV+BQCV+ABPV+IAPV) %1.9

Infekteli balarisi
ornegi
say1s1 ve yiizdesi

27 adet DWV %32
14 adet BQCV %16
14 adet ABPV %16
2 adet IAPV %2.3

5 adet SBV %5.9

1 adet KBV %1.1

8 adet DWV %12.6
1 adet BQCV %1.5
4 adet ABPV %6.3
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Malatya ilinde testlenen bal aris1 virlisleri arasinda DWV, ABPV ve
BQCV’nin en yaygin viriisler olarak tespit edilmistir. DWV tekil infeksiyon seklinde
27, ABPV 14, BQCYV 14 ar1 6rneginde bulunmustur. Bu viriislerin farkli etmenler ile
karisik infeksiyon haline bulunduklar1 tespit edilmistir. En ¢gok BQCV ve DWV’nin
olusturdugu (3 ornek, %3.5) karigik infeksiyonlar goriiliirken
KBV+DWV+BQCV+ABPV, BQCV+IAPV+SBV ile DWV+BQCV+ABPV+IAPV
karisik infeksiyonlar1 sadece birer 6rnekte tespit edilmistir. Elazig ilinde testlenen ar1

orneklerinden karisik infeksiyon tespit edilememistir (Cizelge 4.13).

Cizelge 4.14. Malatya ve Elaz1g illerinden toplanan bocek ve akar drneklerinde tespit

edilen virusler

Malatya Elazig
Infeksiyon sekli Tespit edilen viriis ya da Tespit edilen viriis ya da
viriisler viriisler
Tekil DwWV
infeksiyonlar Y DWV
ckstyonia BQCV ABPV
IAPV BQCV
SBV KBV
KBV
Karigik 1 adet (BQCV+ABPV) %6.6 2 adet (DWV+ABPV) %8
Infeksiyonlar 1 adet (BQCV+ABPV+KBV) %6.6 4 adet (DWV+BQCV) %16
1 adet (DWV+SBV) %6.6 1 adet (BQCV+ KBV) %4
Infekteli bocek 2 adet DWV %13.3 7 adet DWV %28
OMegl 3 adet BQCV %20 5 adet BQCV %24
say1si ve yiizdesi
2 adet ABPV %13.3 2 adet ABPV %8
1 adet SBV %6.6 1 adet KBV %4
2 adet KBV %13.3

Malatya ilinde testlenen bocek 6rneklerinden BQCV en yaygin viriis olarak
bulunmustur. BQCV tekil infeksiyon seklinde 3, ABPV 2, DWV 2, KBV 2 ve SBV 1
ar1 Orneginde bulunmugstur. Bu viriislerin farkli etmenler ile karigik infeksiyon
halinde bulunduklar1 tespit edilmistir. BQCV+ABPV, BQCV+ABPV+KBYV,
DWV+SBV ‘nin (1 numunede %6,6) olusturdugu karisik infeksiyonlar tespit
edilmistir. Elazig ilinde ise DWV ve BQCV’nin en yaygin viriisler arasinda oldugu
tespit edilmistir. DWV’nin tekil infeksiyon seklinde 7, BQCV 6, ABPV 2, KBV 1 an
orneginde bulunmustur. En ¢ok BQCV ve DWV’nin olusturdugu (4 numune, %16),
DWV+ABPV (2 numune, %8) karisik infeksiyonlar goriilitken BQCV+ KBV

karisik infeksiyonlari sadece birer numunede tespit edilmistir (Cizelge 4.14).
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5. SONUC VE ONERILER

Malatya ve Elazig illerinde ¢ogunlukla bal arilarinda bulunan Deforme kanat
viriisii (Deformed wing virus, DWV), Siyah kralige hiicre viriisii (Black queen cell
virus, BQCV), Israil akut fel¢ viriisii (Israeli acute bee paralysis virus, IAPV), Akut
ar1 felg viriisii (Acute bee paralysis virus; ABPV), Torba yavru ¢iiriikligii viriisii
(Sacbrood virus, SBV) ve kasmir ar1 virtisii (Kashmir bee virus, KBV)’un varliklari
ve yaygmlik oranlart molekiiller yontemlerden RT-PCR  kullanilarak
gerceklestirilmistir. Malatya ili Battalgazi, Yesilyurt ve Dogansehir, Elazig ili
Aricak, Kovancilar, Sivrice, Palu ve Keban ilgelerinden hem bal aris1 hem de kovan
icerisinde veya disarisinda bulunan bocek ornekleri toplanmistir. Malatya ilinde 84
bal aris1 o6rnegi ve 15 bocek ornegi, Elazig ilinde 63 bal aris1 6rnegi ve 25 bocek

ornegi toplanarak molekiiler olarak testlenmistir.

Deforme kanat viriisii (Deformed wing virus, DWV), Siyah krali¢e hiicre
viriisii (Black queen cell virus, BQCV), Israil akut felg viriisii (Israeli acute bee
paralysis virus, IAPV), Akut ar1 felg viriisii (Acute bee paralysis virus; ABPV),
Torba yavru ¢lirtikligi virtisii (Sacbrood virus, SBV) ve kagmir ar1 virtisii (Kashmir
bee virus, KBV) virislerinin varhigmi arastirmak i¢in RT-PCR yontemi
kullanilmistir. Bal arilar1 i¢in Malatya ilinden elde edilen 84 Ornek testlenerek
27’sinin DWV %32, 14 {iniin BQCV %16, 15’inin ABPV %17.8, 2’sinin IAPV
%2.3,5’inin SBV %5.9, 1’inin KBV %]1.1 oranlarinda bulasik olduklar1 tespit
edilmistir. Toplanan 15 bocek orneklerinde DWV, KBV ve ABPV’nin 2 ser pozitif
sonug ile %13.3, 3 pozitif sonug ile BQCV % 20, SBV 1’er pozitif sonug ile %6.6
oraninda bulasik olduklari tespit edilmistir. Elazig iline ait 63 bal aris1 6rnegi test
edilerek 8 inin DWV %12.6, 1’inin BQCV %1.5, 4’niin ABPV %6.3 oraninda
bulasik olduklar1 belirlenmistir. Elaz1g ilinde elde edilen 25 6rnekten 7’sinin DWV
%28, 6’smnin BQCV %24, 2’sinin ABPV %8, 1’inin KBV %4 oraninda bulasik
olduklarinin tespiti gerceklestirilmistir. Testlenen bocek drneklerinden her iki ilde de

IAPV tespit edilememistir.

Malatya ve Elaz1g illerinden her viriis i¢in secilen izolatlarin RARP geni ve
kilif protein genleri ile karakterizasyonlar1 gergeklestirilmistir Diinyada bulunan
diger izolatlarla karsilastirildiklarinda DWV, BQCV, ABPV %90 ve iizerinde

benzerlik oranlari tespit edilmistir. Bal arilarinda ve boceklerde (kovan i¢i ve kovan
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cevresinden alinan) bulunan virlisler Malatya ve Elazig illerinde ilk niteligi

tasimaktadir.

Diinyada ve lilkemizde aricilik faaliyetleri her gecen giin artis gosterdigi
gorilmektedir. Aricilik faaliyetlerini etkileyen pek cok faktor bulunmaktadir ve
birbirleriyle baglantilidirlar. Aricilik faaliyetleri ve tiretimde (bal, balmumu, polen,
ar1 slitli, ar1 zehri, propolis) kayiplar yasanmaktadir. Bakteriyel, fungal, parazitik,
viral etmenler ¢evre kosullart ve beslenme kosullari olumsuz oldugunda
hassasiyetlerini daha fazla arttirmaktadir. Kimyasal madde kullanimi da ar1 saglhigim
olumsuz etkilemektedir. Kovanlar ve kovan ig¢lerinde kullanilan malzemelerin
yetersiz bakimiyla sterilizasyonu hastaliklarin olusumuna sebep olarak kayiplara
neden olmaktadir. Diinya Hayvan Saghgi Orgiitii (World Organization for Animal
Health, OIE Terrestrial Animal Health) ‘ne gore 6nemli ar1 hastaliklar1 arasinda
Acarapisosis, American yavru ¢iiriikliigii, Avrupa yavru ¢irikligi, kiigiik kovan kin
kanatlis1 (Aethina tumida), Tropilaelaps ve Varroosis ilk siralar1 almaktadir.

Son zamanlarda yapilan calismalarda bal aris1 virlislerinin farkli bocek
tirlerinde tespiti bu viriislerin farkli bitki tiirlerinde aktif olup olmayacagidir.
Calismalar devam ettikge ar1, bocek ve bitki arasinda viriislerin yeri daha belirgin
olacaktir. 2013 yilinda basta pozitif iplikli RNA viriislerinden 24 tane viriisiin bal
artlarmni enfekte ettigi bulunmustur. (de Miranda vd., 2013). Fakat son yapilan
caligmalarda viriis sayisinin 30 iizerinde oldugu tespit edilmistir (Galbraith vd., 2018;
Remnant vd., 2017). Diinya ariciligina biiyiik bir tehdit olusturan viriislerden 7 tanesi
ar1 saghgmi ciddi oranlarda etkilemektedir. Bunlar; Deformed wing virus (DWV),
Acute bee paralysis virus (ABPV), Chronic bee paralysis virus (CBPV), Israeli
acute bee paralysis virus (IAPV), Black queen cell virus (BQCV), Kashmir bee virus
(KBV) ve Sacbrood virus (SBV)’diir (Baker ve Schroeder, 2008). Yapilan bu
calisma ile Malatya ve Elazig illerinde bal aris1 6rneklerinde tiim viriislerin tespiti
yapilirken bocek orneklerinde Malatya ilinde tiim viriisler ve Elaz1g ilinde ise DWV,
BQCV ABPV ve KBV, akar olan Varroa’da ise sadece Elazig ilinde DWV ve
BQCV’nin tespiti gerceklestirilmistir.

Bu viriislerin dagilimi ile yogunluklari yatay ve dikey tasinma, gida kaynakl,
temas ile bulasma digki ile bulasmanin yani sira fiziksel ve biyolojik vektorler
aracilifiyla gergeklestirilmektedir. Buna ilaveten gilinlimiizde ¢ogunlukla gezginci

aricilik yapilmaktadir. Gezginci aricilik ile enfeksiyonlu kolonilerden saglikli
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kolonilere bulasma ger¢eklesmektedir. Bal aris1 viriisleri ¢ogunlukla Varroa ve
Nosema’nin bulundugu kolonilerde daha fazla hasara sebep olmaktadir. Son
zamanlarda yapilan c¢alismalar bal ar1 kovanlarinin ¢evresinde bulunan karinca ve

bocekler ile taginimin etkisini belirlemeye yoneliktir.

Lasius niger (siyah bahge karincasi), Lasius platyhorax (misir tarlasi karinca)
(Schléappi, 2020), Messor concolor (hasat karincalari) (Riistemoglu,2018),
Solenopsis invicta (ates karincalar1) (Payne, 2020) gibi birgok tiirde bal aris1 virtisleri
ile ilgili ¢alismalar bulunmaktadir. Formicidae familyas: fiiyeleri bal arilar
kovanlarinin igerisinde ve disarisinda yogun olarak bulunmaktadirlar. Bal arisi
viriislerinin biiylik cogunlugu bal arilarinda bulundugu kadar karincalarda da ytiksek
oranlarda tespiti gerceklestirilmektedir. Bunun sonucundabu familya iiyelerinin

biyolojik bir vektor hatta mekanik tastyici islevinde gorev yaptigini géstermektedir.

Calisma ile diinyanin farkli bircok bolgesinde bilinen ve aricilifin en biiyiik
sorunlarindan birisi olan viral patojenlerin tespiti ve molekiiler karakterizasyonu
gerceklestirilmistir. Bu arastirma sonuglariin aricilik faaliyeti yapan iireticilere bilgi
sunulmasi ile aricilik faaliyetlerinde bilinglenme saglamak ve kolonideki viriis bazli
azalmalara ¢oziim bulabilmek i¢in kiiltiirel onlemlerin alinmasi tavsiye edilmistir.

Tavsiyeler:

Formicidae familyas:1 iiyeleri bal arist1 kovanlarma saldirarak kolonilerin
sonmesine, polen tuzakli kovanlardan polenleri ¢alarak ekonomik zarara viriislerin
tasinimi ile biiyiik oranda koloni kaybina sebep olmak tizere fakli yollarla ciddi
oranlarda zararlar vermektedir. Kovan sonmelerinin ve ekonomik zararin Oniine
gecebilmek icin kovanlarin yiliksek platformlara kurulmasi ve platform ayaklarma

karmcalarin tirmanmalarini engelleyecek tuzaklar kurulmasi saglanmalidir.

Kovan oOnlerinde bulunan 6li arilarin ve arttk maddelerin ortamdan
uzaklagtirilarak yakilmasi gereklidir. Kovan Onlerinin ve c¢evresinin temizligine

dikkat edilmelidir.

Sogan ve sarimsak ezilerek yayilmalidir. Kisa siire igerisinde bdcek ve

karmcalarin ortam uzaklastirilmasi saglanabilir.

Domates bitkisi kovan yakinlarina dikilerek karincalarin ortamdan

uzaklagmasi saglanabilir.
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Sofra tuzu, kiikiirt ve bitkisel yaglarda karincalarin uzaklastirilmasi igin tercih
edilebilir.

Karinca yuvasi kazilarak farkli bir bolgeye transfer edilebilir. Fakat ¢ok etkili

bir yontem olmayabilir. Tiim karincalar ortamda uzaklastirilamayabilir.

Son olarak kimyasal miicadele yontemiyle karincalar bocekler ve akarlar

ortamdan uzaklastirilabilir.

Bal arilarinin tiim yasam evrelerinde onlarin {izerinde kanlarmi emerek
(bakteriyel, fungal ve viral gelisimlere sebebiyeti vererek) yasamini siirdiiren
Varroa’ya kars1 birgok miicadele yontemi kullanilmistir. Son zamanlarda bu konuyla
yapilan calismalarda esansiyel yaglarin bulundugu bitkisel kdkenli maddeler ve
oksalik ve laktik asitler yogun olarak kullanilmaktadir. Kimyasal miicadele ile elde
edilen birgok {irliniin bal ve balmumu {iretiminde yiiksek oranlarda kalint1 birakmasi
ile hem ar1 sagligi hem de insan saghg: etkilenmektedir. Sonbahar doneminden
itibaren ilkbahar donemine kadar yapilacak olan miicadele ar1 ve insan sagligi

acgisindan oldukca onemlidir.

Bu viriislerle miicadelede ana ar1 saghig: ve yetistiriciligi de dayaniklilik ve
tolerasyon agisindan biiyliik 6nem arz etmektedir. Ana ar1 ne kadar saglikli olursa
kolonide bulunan arilar da o kadar saglikli olacaktir. Ana ar kullaniminda daha geng
ana arilar tercih edilmelidir. Bu yilizden viriisten ari ana ar1 ve ar1 yetistiriciligi
yapilmalidir. Ayn1 zamanda hiicre kiiltiirii yontemiylede saglikli koloni iiretimi
saglanabilir. Saglikli arilar ve koloniler, Varroa akar miicadelesi, bocek ve
karincalarla miicadelenin yani sira bal arilarinin daha dayanikli yapilara sahip
olmalar1 saglanmalidir. Ek olarak kovan i¢inde bulunan ve disarida yetistiricilik i¢in
kullanilan tiim malzemelerin sterilizasyonu ar1 saghgini etkilemektedir. Yapilacak
olan tiim bu dnlemler ve Oneriler sayesinde hem hastalik hem de zararli miicadelesi

yapilacak ve daha saglikli daha dayanikli nesillerin iiretimi saglanacaktir.

Calisma sonuclarinin ar1 iireticileri ile paylasilmasi ile hastaliklarin taninmasi

konusunda bilinglenmenin saglanmasi bu ¢alismanin en 6énemli faydasi olacaktir.
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