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OZET

HiJYENIK DAVRANIS BAKIMINDAN ISLAH EDIiLMiS MUGLA BAL
ARILARINDA BAZI PATOJEN VIRUSLERIN RT-PCR iLE TESPIiTi VE
VARROA YUKU ILE ILISKILERIN BELIRLENMESI

Ayse ALEMLI

Yiiksek Lisans Tezi, Tarimsal Biyoteknoloji Anabilim Dah
Damsman: Dog. Dr. Kemal KARABAG
Ocak 2018/ 99 Sayfa

Bal aris1 kolonilerinde ani ve biiylik capta yasanan kayiplar bir¢ok calisma
tarafindan bildirilmistir. Tam olarak agiklanamayan bu durum ektoparazit akar Varroa
destructor ve patojen viriislerin ayn1 kolonideki varlig: ile iligskilendirilmektedir. Bu
aragtirmada materyal olarak, Mugla ili A1 Yetistiricileri Birligi (MAYBIR) tarafindan
4 generasyon hijyenik davranis bakimindan islah edilmis 50 koloni ve hijyenik
olmayan 50 koloniden toplanan yetiskin is¢i arilar ve pupalar kullanilmigtir. Proje
konusu olan patojen virtislerin (ABPV, CBPV, IAPV, DWV, SBV) varligi ve
yogunlugu viriislere 6zgiin TagMan problar ve primerler kullanilarak RT-qPCR ile
tespit edilmistir. Ayrica, varroa akari1 ve viriisler arasinda bir iligki olup olmadigini
anlamak i¢in 6rnek toplanan tiim kovanlarin Varroa destructor yiikleri dip tahtasi
yontemiyle belirlenmistir. RT-qPCR analiz sonuglarina gére sadece DWV’nin pozitif
oldugu ve diger viriisler bakimindan kovanlarin negatif oldugu saptanmistir. Bal aris1
orneklerinde tespit edilen ortalama DWV yiikiiniin hijyenik olmayan (241982,35 ve
862,68 adet) ve hijyenik (167097,47 ve 205,08 adet) kolonilerde istatistiki olarak
farkli seviyelerde oldugu belirlenmistir (p<0,05). Ayrica, kontrol (108,9) ve hijyenik
(27,2) kolonilerin ortalama varroa yiikleri de onemli derecede farkli bulunmustur
(0,01). Ancak, viriis yiikii ile varroa yiikii arasinda 6nemli bir korelasyon olmadig
gorilmistir.

Sonug olarak hijyenik davranig bakimindan yapilan seleksiyonun viriisler ve
varroa yiikii iizerine etkili oldugu soylenebilir. Ote yandan, yaygin patojen viriisler
bakimindan Mugla yoresi arilarin negatif olmasi iilke ariciligi icin olumlu bir durum
olarak degerlendirilmektedir.

ANAHTAR KELIMELER: Apis mellifera, Bal arisi, MAYBIR, RT PCR, Varroa,
Viris.

JURI: Dog. Dr. Kemal KARABAG
Yrd. Dr. Do¢. Hasan MEYDAN

Yrd. Dog. Dr. Rahsan IVGIN TUNCA



ABSTRACT

DETECTION OF SOME PATHOGENIC VIiRUSES ON MUGLA HONEY BEES
FOR SELECTED HYGIENIC BEHAVIOR BY RT-PCR AND DETERMINATION
OF RELATIONS WiTH VARROA LOAD

Ayse ALEMLI

MScThesis in Agricultural Biotechnology
Supervisor: Assoc Prof. Dr. Kemal KARABAG
Ocak 2018 / 99 Pages

Many studies have reported that sudden and large-scale losses occur in honey bee
colonies. However, this case is exactly unexplained but which is associated with presence
of ectoparasites Varroa destructor and pathogenic viruses are the same colonies. Adult
worker bees and pupae were used as material from 50 units colonies selected for 4
generations hygienic behaviour and 50 units colonies non-hygienic bees by Mugla
Provincial Bee Farmers Association (MAYBIR). The presence and intensity of the project-
specific pathogenic viruses were determined by RT-gPCR using virus-specific TagMan
probes and primers. In order to determine whether there is any relationship between viruses
and varroa mites, the numbers of varroa was determined by the bottom board method.
According to the results of RT-gPCR analysis, only DWV was positive but the other
viruses were negative. The mean DWYV load found in honey bee samples was determined
to be statistically different in non-hygienic (241982.35 and 862.68) and hygienic colonies
(167097.47 and 205.08) (p <0.05). In addition, the mean varroa loads of non-hygienic bees
(108.9) and hygienic colonies (27.2) determined significantly different (0.01). However,
there was no significant correlation between virus loads and varroa loads.

As a result, it can be said that the selection for hygienic behavior is effective on
viruses and varroa loads. On the other hand, the fact that Mugla region bees have negative
in terms of common pathogenic viruses is considered as a positive situation for country
beekeeping.

KEYWORDS: Apis mellifera, Honey bee, MAYBIR, Mite, RT PCR, Varroa, Virus.
COMMITTEE: Assoc. Prof. Dr. Kemal KARABAG
Asst. Prof. Dr. Hasan MEYDAN
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ONSOZ

Bu tez calismasi hijyenik davranis yoniinden islah edilmis Anadolu Irkinin
Mugla ekotipi balarilar1 tizerinde, balarisinin en zorlu dis paraziti olan Varroa destructor
ile bes adet viriis arasindaki etkilesimi belirlemek ve bu iki 6ge arasinda dogru oranti
olup olmadigini saptayabilmek i¢in gergeklestirilmistir.

Iki ayr1 etapta tamamlanan bu projenin ilk etab: arazi calismastydi. Bal arilarinin
yetistirilme stireci ilgimi ¢eken bir konu oldugu igin onlar1 yakindan taniyabilmek
benim i¢in hem sans hem de eglenceli bir siirecti.

Oncelikle; tez konusu belirleme siirecinden, son asamaya kadar birlikte hareket
edip bilgisinden faydalandigim, arazi c¢alismalarinda tecriibelerini aktaran tezim
oncesinde laboratuvarda deneyim sahibi olmam icin kendi projelerinde ¢alismama izin
veren ve en Onemlisi bana gilivenip sevdigim bu boliimde yiiksek lisans yapma sansi
tantyan degerli danigman hocam Dog. Dr. Kemal Karabag’a,

Arazi caligmalarimiz sirasinda tecriibelerini bizimle paylasan ve bal arisi
orneklerinin teminine yardimei olan Yrd. Dog. Dr. Rahsan Ivgin Tunca’ya,

Tez calismamdaki yardimlarindan dolayr degerli arkadaslarim Emel Sevim
Tiiten, Berkant Y1ldiz ve Pelin Unal’a,

Mugla Fethiye Incirlikdy’de Balarist kovanlarimi ilaglayip, varroa ve ari
orneklerini almamiz1 saglayan Ramazan Bayirli, Erdem Serdar, Hasan Giiresci ve
Bayram Ali Sonmez’e tesekkiirlerimi borg bilirim.

Ayrica egitim konusunda farkli pencereleri gormemi saglayan, hayatimin her
zaman bir kosesinde bulunarak beni onurlandiran ailem, abim, 6gretmenim Yrd. Dog.
Dr. Askin Bahar’a hayatimda oldugu tiim zamanlar icin yiirekten tesekkiir ederim.



ICINDEKILER

OZET ...ttt i
ABSTRACT <.t b bbbt bbbt bt I
ONSOZ.....ooieee st iii
ICINDEKILER. ..ot iv
AKADEMIK BEY AN ....cooumiiiiiiitinsississise it Vi
SIMGELER VE KISALTMALAR ......cocooiiiitiiiiiciiieeeeeeeie e, vii
SEKILLER DIZINI.....cocoiiiiiiiiiiiiee ettt viii
CIZELGELER DIZINT ...cocviiiiiiiiiicicceee e Xi
1. GIRIS ottt ettt ettt ettt tns 1
2. KAYNAK TARAMASI ...ttt ettt anaesneene s 4
2.1. Apis Mellifera Bal Arisinin Stniflandirtlmast..........cocooeeiiiiiiiiiicne e 4
2.2. KOIONT BIFEYIET ... .cviiiiicciece ettt sre e 7
2.3. Tiirkiye’de Bulunan Onemli Bal Arist IrKIart.............ooovevecevevceereceeeceeeeeee, 8
2.4. Bal Arilarinda Savunma Mekanizmalar1 (Hijyenik Davranis ve Timarlama).....11
2.5. Bal Aris1 Viriisleri Genel OZelliKIETi.............oovveerevereiieecceeeeseeeeee s 14
2.6. Bal Aris1 Virislerinin Diger Hastaliklarla Etkilesimi.........cccooceniivcniininncnnn. 15
2.7. Bal Arisinda Viral Hastaliklar ve Bulas Yollari...........ccooeevviiiiiiieiciiiiciieceiee, 16
2.7.1. Deforme kanat virlisti (DWV) ....cooviiiiiiieee e 18

2.7.2. Torba ¢iiriikligi/ Tulumsu yavru ¢lirikligii (SBV)......cocovvvrinieiiiniene, 20

2.7.3. Kronik ar1 felg virtisii (CBPV).....ccviiiiiiiicicceee s 21

2.7.4. Akut ar1 felg virlisii (ABPV).......oooiiiiiiie e 22

2.7.5. Israil akut felg viriisii (IAPV)........coeueveiiiicecrereieieeeeie e 23

2.8. Varroa deStIUCTON ..ot 23
2.9. RT-PCR (Es Zamanli PCR/ Ters Transkriptaz PCR / Kantitatif PCR)............. 26
2.9.1. Touchdown PCR (TD-PCR).....ccceiiiiiiiiiiiieie s 27

2.9.2. Tek adim (one step) RT-PCR.......ccooiiiiiiiiieeeee e 28

2.10. Bal Arilarinda Molekiiler Calismalar.............ccccceviiiiiiininiie e 28

3. MATERYAL VE METOD ..ottt 42
UL MIALEIYAL ... 42
BL2. IMIBLOL. ... e 44
3.2.1.Varroa ylktintin belirlenmesi........c..cccceiiiiiiiiiiiiiiiieeee 44



3.2.2. Proje Konusu 5 VirtiStin teSPiti.......eceueererreereerrieienreerieeieseereeeesseeseseeenns 45

3.2.3. Pozitif 6rneklerin (standartlarin) seyreltilmesi / diliisyonu....................... 51

3.2.4. Primer ve proplarin seyreltilmesi...........ccccovvvviiiiiiicieccceece e 51

3.2.5. PPMIX hazirlanmasi..........c.cooveevieiiiiieiiieiiciecieeeeeteee e 53

3.2.6. RT-PCR MIX NAZITHGL.......eoiieiiiiieiiciieeeeeee e 53

3.2.7. RT-PCR CINaz Protokolil...........cccueruieruieieriieie e 54

3.2.8. Istatistiksel ANANZIET..........orivriiirieicre s 55

4, BULGULAR ..ottt bbbttt ettt bbbt sbeaneas 56

4.1. Istatistiki Analiz BUIGUIAIL.........c.cceveveiveiieereisieieeee e 66

5. TARTISMA oot e e et e e e e st e e e e e st e e e e sbte e e e e nnsreees 70

0. SONUQC ...ttt ettt b et b st e e b et et e b e et e et e e bt e st e b e sbesbesbesbenbenreas 75

7. KAYNAKLAR oottt sttt se et e b b be st benrenneas 76

8. EKKLER ..ottt ettt ettt renneanes 96

8.1. Gruplara Gére Total RNA'larin Bio Drop Olgiim Sonuglart.............ccccvvevrnneene. 96
OZGECMIS



AKADEMIK BEYAN

Yiiksek Lisans Tezi olarak sundugum °‘Hijyenik Davramis Bakimindan Islah
Edilmis Mugla Bal Arilarinda Bazi Patojen Viriislerin Rt-Per Ile Tespiti Ve Varroa
Yiikii ile iliskilerin Belirlenmesi” adli bu calismanm, akademik kurallar ve etik
degerlere uygun olarak bulundugunu belirtir, bu tez ¢alismasinda bana ait olmayan tiim
bilgilerin kaynagini gosterdigimi beyan ederim.
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GIRIS A. ALEMLI

1. GIRIS

Ar hastalik ve zararlilar1 tiim diinyada yikici, zararhi etkisini siirdiirmektedir.
Yakin zamanda farkl iilkelerde gézlenen ve nedeni tam olarak agiklanamayan koloni
sonmesi olaylar1 gelecekte diinyanin biyolojik dengesini etkileyebilecek bir sorun olarak
goriilmektedir. Bal arilarinin gelisme donemleri pek ¢ok hastalik etkeni ve zararli igin
uygun bir ortam olusturabilmektedir. Bununla birlikte, kitalar ve tilkelerarasi ari, ar1
tirtinleri ve aricilik malzemeleri ticaretinin hizla yapilabilmesi ar1 hastaliklarinin kisa
siirede tiim iilkelere yayilmasina neden olmustur. Ar hastalik ve zararlilarinin neden
oldugu artan koloni kayiplarina paralel olarak iiretim maliyetlerinin yiikselmesi ve
verimin diismesi basta Amerika ve Avrupa olmak {izere tiim diinyada 6énemli ekonomik
sikintilara yol agmaktadir.

Benzer sekilde, iilkemizde kontrolsiiz ana ar1 tiretimi, ar1 {iriinleri ve malzeme
satiglari, ayrica kontrolsiiz yapilan gocer aricilik faaliyetleri hastalik ve zararlilarin
yayilmasini hizlandirmaktadir. Boélgesel ve {ilkesel diizeyde giivenilir veri tabanlarinin
olmayis1 ve uzman sayisindaki yetersizlikler tilkemizin de ciddi olarak tehdit altinda
oldugunu gostermektedir. Cok ciddi ekonomik kayiplara yol acan bu durumla bas
edebilmek i¢in diinya ¢apinda ¢alismalar siirdiiriillmektedir.

Koloni Cokme Bozuklugu (Colony Collapse Disorder) olarak adlandirilan
kayiplara neden olarak varroa, virusler, pestisitler, fungal hastaliklar ve diger ¢evresel
etkenler gosterilmektedir (Cakmak 2012). Avrupa’da % 51 ve Ortadogu’da % 85’lere
(Neumann ve Carreck 2010) varan koloni kayiplarinin iilkemizin 6zellikle Kuzeydogu
bolgesinde %70’ler seviyesine kadar ¢iktig1 bildirilmistir.

Koloniyi zayif veya giligsiiz diisiiren bazi sebepler (Nosema apis, zehirlenme,
cevre kirliligi ve soguk hava) ile birlikte 6zellikle ektoparasitik mayt olan Varroa
destructor ‘in varlhig: viriis bulagsmasini ve etkisini daha da uygun hale getirmektedir.
Varroanin arilarda agtigi yaralar viriisler i¢in bulasma yolu agmakta ayrica varroa
tizerindeki viriisler ar1 hemolenfine enjekte olabilmektedir. Bal aris1 viriislerinin varlig
ve yaygmligi hakkinda tilkemizde ¢ok smirli sayida molekiiler ¢alisma bulunmaktadir
(Giilmez vd. 2009; Gilimiisova vd. 2010; Riistemoglu ve Sipahioglu 2016). Virts,
bakteri, fungus ve mayt gibi patojen veya parazitlerin polinatérler iizerinde
bulunduklari, kolonilerin hastalanmasina, zayiflamasina ve oliimlere sebep olduklar
bilinmektedir (Cox-Foster vd 2007).

Patojen olarak, bal arilarinda en fazla rastlanan RNA viriisleri olmakla birlikte
bugiine kadar 20’nin iizerinde RNA viriisiiniin varlig1 gosterilmistir. Hastalik belirtisi
olmayan saglikli kolonilerde bile virlislerin varligini siirdiirebilecegi bilinmektedir
(Allen ve Ball 1996; Ellis ve Munn 2005; Tuncer ve Yesilbag 2009). Fiziksel
ozelliklerinden dolay1 bir¢ogu pikarnoviriis olarak tanimlanan (Benjeddou vd. 2001) bu
viriislerden bazilar1 oOldiiriicii hastaliklara sebep olmaktadir (Tentcheva vd. 2004;
Berenyi vd. 2006).

Literatiir arastirmasi sonucunda diinya genelinde en ¢ok bilinen ve aricilik
sektorli i¢in en fazla tehlike arz eden 5 viriisiin (CBPV: Chronic Bee Paralysis Virus-
Kronik Arn Felg Viriisii, ABPV: Acute Bee Paralysis Virus-Akut Ar1 Felg Viriisi,
DWV: Deformed Wing Virus- Deforme Kanat Viriisii, SBV: Sacbrood Virus-Torba
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Curtkligi Viriisii ve IAPV: Israil Acute Paralysis Virus-Israil Akut Felg Viriisii)
oldugu belirlenmistir (Ball ve Bailey 1991). Son yillarda yapilan ¢aligmalar varroanin
viriisler i¢in yiiksek vektor potansiyeli oldugunu gostermesine ragmen, varroa ile
virlisler arasindaki iliskiler ve viral hastaliklar bakimindan varroanin etkisi heniiz tam
olarak cevaplanmis degildir.

Bal aris1 hastalik ve parazitlerine kargt miicadelede yogun olarak kimyasal ve
antibiyotik kullanilmaktadir. Ancak, tiim miidahalelere ragmen istenilen sonuca
ulagilamamasi1 ve ar1 iriinlerindeki kimyasal kalintilarin insan sagligini tehlikeye
sokmasindan dolay1 aricilik sektdriinde yeni ve siirdiiriilebilir ¢oziimler bulunmasi
zorunluluk olmustur.

Diinya capinda meydana gelen felaketlere ragmen birka¢ Avrupa bal arisi
poplilasyonun herhangi bir miicadele yapilmadigi halde hayatta kalabildigi tespit
edilmistir. Bu popiilasyonlarin hastalik ve parazitlere kars1 dogal seleksiyona ugradiklar
ve sahip olduklar1 bazi fizyolojik ozellikler sayesinde bunlara karsi koymak i¢in bir
veya daha fazla davranig gosterdikleri bildirilmistir (Seeley 2007).

Konukgu ve parazit arasindaki etkilesim oldukg¢a karmasik olmasindan dolay1
varroa parazitine karsi toleransin farkli davranislar seklinde olabilecegi ongoriilmiistir.
Bu noktada o6zellikle hijyenik davranig (davranissal tolerans) o6n plana ¢ikmistir. Bu
terim sadece birey icin degil ayn1 zamanda koloni i¢in de kullanilmaktadir (Boecking ve
Spivak 1999). Enfeksiyonlara karsi is¢i arilarin davranigsal bir tepkisi olan hijyenik
davranis, parazit bulasmis, hastalikli veya 6lmiis yavrularin bulundugu petek gozlerini
orten balmumunun agilmasi ve buradaki armin hizlica kovandan uzaklastirilmasi olayini
tanimlar.

Hijyenik bal aris1 isgileri kapali kulugkaliklardaki hastalikli yavrulari tespit
edebilmekte ve hizla bu yavrular1 kovandan tagima egilimine girmektedir. Bu davranis
varroa ile birlikte amerikan yavru ¢iirtikliigii (paenibacillus larvae larvae) (Boecking ve
Spivak 1999) ve kireg¢ hastaligi (Gilliam vd. 1988) gibi enfeksiyonlara kars1 da koloniyi
korumaktadir (Harbo ve Harris 2009). Son yillarda yapilan molekiiler ¢caligmalar patojen
viriislerin koloni sonmesi (colony collopse) olaylarinda 6nemli bir faktor olabilecegine
dikkat ¢cekmektedir. Aricilik sektdrii bakimindan yiiksek tehlike arz eden ve bal aris
sagligini tehdit eden viriislerin yerel bazda durumunu tespit etmek icin ¢esitli tilkelerde
yapilan c¢aligmalar hiz kazanmistir. Bolgesel ve ulusal diizeyde giivenilir veri
tabanlarinin olmayis1 ve uzman sayisindaki yetersizlikler tilkemizin de tehlike altinda
oldugunu gostermektedir.

Onceleri ar1 viriislerinin varhig1 geleneksel olarak ELISA testi ile yapilirken, ar1
doku kiiltiirii eksikligi, deneysel enfeksiyon i¢in pupa temininin sezona bagli olmasi,
agar jel immiinodiflizyon testler igin tip-spesifik serum gereksinimi gibi zorluklar bilim
adamlarin1 molekiiler yontemler kullanmaya yoneltmistir.

Bal aris1 viriislerine ait genom bilgilerinin bir kismi1 veya tamami GenBankt’a
mevcut olmasindan dolay1 revers-trankriptaz PCR (RT-PCR)’a dayali teshis yontemleri
gelistirilmistir (Benjeddou vd. 2001; Grabensteiner vd. 2001; Bakonyi vd. 2002; Ribiere
vd. 2002; Tentcheva vd. 2004; Berenyi vd. 2006).
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Bilinen bal arisi viriisiinden 7 tanesinin niikleotid sekansi tanimlanmis ve
bunlardan 4 tanesinin (V. destructor virusl, ABPV, KBV, SBV) sekans bilgisi EMBL
(European Molecular Biology Labotratory)’ye yiiklenmistir. Sekans bilgilerinin elde
edilmesi  revers-transkriptaz PCR (RT-PCR)’a dayali teshis yOntemlerinin
gelistirilmesini saglamistir (Choe vd. 2012; Clermont vd. 2015; McMahon vd. 2015).

Problarla yapilan RT-PCR diger gelencksel PCR’a gore avantajlara sahiptir.
Birinci olarak, RT-PCR reaksiyonlardan elde edilen sonuglar kullanici yorumlarini en
aza indirmesinden dolay1 tiim Ornekler i¢in kullanilan standart hesaplamalarla islenir.
Ikinci olarak, 6rnekler arasinda karsilikli bulasmayi en aza indirmesinden dolay1 hedefin
enzimatik amplifikasyonundan sonra reaksiyon tiipleri kapali kalir. Ugiincii olarak RT-
PCR tamamen kantitatif olabilir. Daha onceki ¢alismalar TagMan prob ile yapilan RT-
PCR’in geleneksel PCR’dan 1000 kat daha hassas oldugunu gosterdiginden bu
calismada da TagMan problar kullanilmasi tercih edilmistir.

Ayrica, PCR reaksiyonlarindan sonra jel dokiimantasyon gibi islemlere
gereksinim duymamast RT-PCR’1n daha hizli sonuglanmasini saglar. Cok sayida 6rnek
ile calisirken bu avantaj daha da onemli hale gelir. RT-PCR tani teknigi temel
protokoller kullanilarak bagimsiz laboratuvarlarda hizli bir sekilde uygulanabilir. Bu
uygulamada kullanilan primer sekanslari da tiim laboratuvarlarda ayni basariyi
gosterebilmektedir. RT-PCR pikarno benzeri viriisleri de igeren varyeteleri tanilamak
icin cesitli ¢alismalarda kullanilmistir bu teknik giivenilir, hassas ve Ozgiildiir
(Benjeddou vd. 2001).

Mugla bal aris1 (Apis mellifera anatoliaca) yerli bal aris1 irklarimizdan Anadolu
arisinin 6nemli bir ekotipi olup Tiirkiye aricilik sektoriinde 6nemli bir yere sahiptir.
Mugla Ili Ar Yetistiricileri Birligi (MAYBIR) biinyesinde bulunan 100 koloni
TAGEM/11/AR-GE/13 nolu tamamlanan tez kapsaminda hijyenik davranig bakimindan
1slah edilmistir. Bu kolonilerin, patojenlere karsi hijyenik davranis gosterip
gostermedikleri bilinmemektedir.

Tamamlanan bu tez c¢alismasinda, MAYBIR biinyesinde bulunan hijyenik
davranis bakimindan 1slah edilmis Mugla bal aris1 kolonileri ve tizerinde herhangibir
calisma yapilmamis Mugla bal aris1 kolonilerinde CBPV, ABPV, DWV, SBV ve IAPV
virlislerinin varligi ve yogunlugu 6zgiin primerler ve TagMan problar kullanarak RT-
PCR yontemiyle belirlenmistir. Ayrica, ayni kovanlarin varroa yiikleri belirlenerek viriis
varligi ve yogunlugu ile aralarindaki iliski arastirilmistir. Boylece, hijyenik davranis
bakimindan 1slah edilen kolonilerin patojen viriislere kars1 da direngli olup olmadiklari
tartisilmistir.
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2. KAYNAK TARAMASI

2.1.  Apis Mellifera Bal arisimin Siniflandiriimasi

Bal aris1 (apis), canlilarin smiflandirilmast ve diizenlenmesi sistemine gore;
hayvanlar alemi (animalia) eklembacaklilar (Arthropoda) subesinin zarkanatlilar
(hymenoptera) takiminda yer almaktadir. Hymenoptera takiminin ¢ogunlugu arilardan,
az kismu ise karincalardan olusmaktadir. Arilar ve karincalar siniflandirmanin Apoidea
basamaginda ayrilir. Apidae familyasinda ise bombus ve bal arilar1 olarak sadelesip
nihayetinde Apinae alt familyasinda tamamiyla bal arilarini kapsayacak bi¢imde
smiflandirmadaki yerlerini alirlar.

Genel olarak hymenoptera takim tiiyeleri; kiiltiire alinmis ya da yabani kalan
bitkilerin tozlayiciligin1 yaparak (polinatér) ve ¢ogu bitki i¢in zararli olan bocekleri
yiyip yok ederek en 6nemlisi de bal yaparak tinlenmislerdir (Lindauer 2017).

Arilar1 diger boceklerden ayiran en 6nemli 6zellik ise sosyal bocek olarak
tanimlanmalaridir. Zira bu tanimlama toplu halde yasadiklarindan ve aralarinda
olusturduklar1 is béliimiinden gelmektedir (Tolon 1999). Bal arisi, A.mellifera L.!
kutuplar haricinde diinyanin hemen her bolgesindeki iklime ve yasadigi yerin fiziksel
kosullarindaki degisikliklere adapte olarak yeryiiziine dagilmistir (Crane 1984). Apis
cinsi altinda en yaygin goriilen 5 tiir bulunmaktadir (Sekil 2.1.).

Cizelge 2. 1. Bal aris1 Apis mellifera’ nin Linnaeus (1758)’e gore taksonomideki yeri

(Anonymous 1)
Alem Animalia (Hayvanlar)
Sube Arthropoda (Eklem Bacaklilar)
Alt Sube Hexapoda (Altibacaklilar)
Siif Insecta (Bocekler)
Takim Hymenoptera (Zar Kanatlilar)
Familya Apidae
Alt Familya  Apinae
Oymak Apinini
Cins Apis
Tiir Apis mellifera (Bal aris1)

Apis dorsata (Dev ar1)
Apis indica (Hint ar1s1)
Apis florea (Ciice ar1)

! Linnaeus, 1758 yilinda bal arilarim “bal yapan” anlamina gelen Apis mellifera olarak isimlendirerek tiir
diizeyinde siniflandirmistir (Erickson vd. 1999).


https://en.wikipedia.org/wiki/Animal
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Sekil 2. 1. Apis cinsi arilarin baglica tiirleri; @) Apis florea (ciice ar1), b) Apis dorsata
(dev bal aris1), ¢) Apis mellifera (bal aris1), d) Apis cerena indica (Hint Arisi),
e) Apis adreiformis f) Apis laboriosa
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Cesitli hayvan 1rklarinda goriildiigi gibi bal arilar1 da yasadigi yerin gevre
kosullarina uyum saglamis ve boylece degisik genotipler ortaya cikmistir. Her ari
irkinin diger bir irktan iistiinliik ve farklilik gosterdigi bir 6zelligi vardir. Bu nedenle iki
ayri art irkimin dstiin 6zelligini bir popiilasyonda toplayip daha kazangh aricilik
yapabilmek icin 1rklar aras1 melezleme yapilmakta ve yeni genotipler olusturulmaktadir.

Bugiin diinyada en yaygin olan bal aris1 Apis mellifera’dir. Apis dorsata (dev bal
arilar1) ve Apis florea (minik bal arilar1) daha ilkel bir yapidadir ve agag dali veya duvar
yliziine petek Oriip yasamaktadirlar. Bu ar1 tiirlerinin haberlesme sistemleri iyi
gelismemistir ve Apis mellifera tiiriniin kromozom sayisinin yarisina sahiptirler.
Hindistan ar1 tiiri olarak bilinen Apis cerena ise Apis mellifera tiiriine diger irklardan
daha ¢ok benzemektedirler (Giiler 2006).

Linnaeus 1758 yilinda yaptig1 taksonomik? siniflandirmada Apis’i dort tiir olarak
yorumlamaktaydi, fakat daha sonra yapilan c¢alismalar tiir sayisinin dortten fazla
oldugunu ortaya koymaktadir. Otis (1996)’e gore eklenen bal arisi tiirleri; Apis
nicrocincta, Apis andreniformis, Apis nuluensis, Apis laboriosa, Apis koshevnikovi’dir.
Son olarak da belirlenen toplam tiir sayist 11 1 bulmustur. Bunlar sirasiyla;

Apis mellifera Linea

Apis cerena Fabriscus

Apis flora Fabriscus

Apis dorsata Fabriscus

Apis andreiformis Smith

Apis laboriosa Smith

Apis binghami Cockerrell

Apis breviligula Maa

Apis koshevnikovi Buttel-Reepen
Apis nigrocineta Smith

Apis nuluensis Tinget, Koeniger ve Koeniger tiirleridir (Giiler 2006).

Diinyanin hemen hemen her bolgesinde yayilim gostermis olan bal aris1 evcil
hayvanlardan sayilmakla birlikte esasen ge¢it bolgelerinde yabani formlarda ve bazi
yerlerde farkl: tiirler halinde bulunmaktadirlar. Iyi bir sekilde degisik iklim kosullarina
uyum gosteren bal arisinin degisik formlar1 biitiinliyle dogal secilim sonucunda
olusmustur ve insanligin bu yayilmaya katkis1 bir yerden bagka bir yere bal arilarimni
tastyarak olmustur (Silici 2009).

2 Genotip ve gevre ile belirlenen morfolojik 6zellikler genellikle niceldir. Ornegin; erken ilkbaharda eski
peteklerden ¢ikan is¢i arilar sezon siiresince yeni peteklerde yetistirilen is¢i arilardan daha kiigiik
olmaktadir (Ruttner 1988). Taksonomik siniflandirma yapilirken bunun gibi morfolojik 6zellikler dikkate
almmmaktadir.
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2.2.  Koloni Bireyleri

Bal aris1 kolonisi; 1 ana (kralige), 200-2000 erkek ve binlerce is¢i aridan olusur.
Koloninin ana arist ¢ok sayida erkek ari ile ¢iftlestiginden koloni bireyleri bir ana ve
cok sayida babadan olusan ebeveynin dolleridir. Ciftlesmeler sirasinda ana ar1 sperm
kesesine doldurdugu spermatozoalar vasitasiyla dmrii boyunca dollii yumurta tiretebilir.
Bu sayede bal arisi ailesinin ¢ok sayidaki dollerinin tiimii birbirleriyle 6z kardes
olmamakta ve bdylece bir ar1 ailesinde 8-10 iivey kardes familyas1 bulunmaktadir
(Gtiler 2006).

Koloni igerisindeki bireylerin timii ana arinin petek gozleri tabanina biraktigi
yumurtalardan meydana gelmektedir (Geng¢ 2000). Kolonide topluluklar halinde
yasayan bal arilari; goriiniim (fizyolojik) ve yapist (morfolojik) bakimindan birbirinden
farklidir ve bir ana ar1, binlerce is¢i ar1 ve sayilart ogul yapma doneminde zirveye
ulasan yiizlerce erkek aridan meydana gelmektedir (Gempe vd. 2009; Gupta vd. 2012).

Normal kosullarda her bal aris1 kolonisinde sadece bir ana ar1 bulunur. Fakat bu
konumuna gelmeden Once bir miicadele gegirmekte ve diger ana ar1 olabilecek
rakiplerini Oldiirerek koloninin tek anasi olmaktadir. Bu siire¢ su sekilde ifade
edilmektedir; kovandaki kralice (ana) armin herhangi sebeple yoklugu veya
yaslanmasindan dolay1 sperm kesesinde depoladigi spermatozoalarin da tiikenmesiyle
ana ar1 déllenmemis yumurta birakmaya baslar, déllenmemis yumurtadan ise kovan i¢i
islerde yetkin olmayan erkek arilar meydana gelir. Dogduktan sonra gelisimini
tamamlayan ve ilk ucusuna ¢ikan ana arilar1 déllemekten baska gorevleri olmayan erkek
arilar kovan icerisinde her hangi bir faaliyete katilmazlar ( Lee 1985; Winston 1987;
Schliins vd. 2003; Czekonska vd. 2013). Isci arilar ise; ana armin petek gdzlerine
yumurtlamasindan sonra larva ve pupa olarak iki agsama daha gegirir ve yaklasik 21 giin
sonra olusumlar1 son buldugunda petek goéziinden c¢ikip kovan i¢indeki hayatlarina
baglarlar.

Isci arilar, ana armin kendi yumurtasini spermatozoalariyla dolleyerek elde ettigi
yumurtalardan olustugu i¢in diploittir. Aymi sekilde ana arilar da diploittir ancak is¢i
arilarin lireme yetenegi yokken ana arinin vardir ve bunun sebebi; yumurta agsamasindan
sonra gelen larva doneminde yasanan beslenme farkliliklaridir (Gempe vd. 2009; Gupta
vd. 2012). Bu farklilik yasam siiresine de yansimakta ve bir is¢i armin omriinii 35-40
giin civarinda yasamasina izin vermekteyken bir ana arinin normal kosullarda {i¢ dort yil
yasamasina olanak saglamaktadir (Winston 1987).

Fakat giiniimiiz ariciliginda bir ana ar1 ti¢ dort yil degil sadece sperm kesesine
depoladig1 spermatazoidlerin varligma veya yokluguna bagl olarak en fazla iki yil
kullanilmaktadir (Seeley 1978; Cobey 2007; Rangel vd. 2013).

Bal an kolonisinde en galiskan olarak nitelendirebilecegimiz grubu isgi arilar
olusturur ve bu nedenle kovanda erkek arilara kiyasla ¢ok daha fazladirlar. Isci arilar
kolonideki tiim islerin yiiriitilmesinden sorumlu, aralarinda yas gruplarina gore is
boliimii olan bireylerdir. Geng is¢i arilar yuva tabanl gorevlerde bulunurken, yasl isci
bal arilart koloni girisinin yakininda veya koloni disinda gorev yapmaktadir (Winston
1987). Genel olarak, gorevler; hiicre temizleme, sirlama, yumurta ve kraligenin bakimi,
beslemesi, petek yapimi, temizlik, gida isleme ve tarlacilik gibi dis gérevleri takip eder
(Ellis 2015; Natsopoulou 2016).
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Isci bal arilarinin yasa bagl gérevleri sirasiyla; hiicre hazirlama asamasi olarak
baslar. Bu asama is¢i arilarin, yetiskin arilar olarak hiicrelerinden ¢iktiklarinda
yaptiklar1 ilk gorevdir. Ilk olarak, is¢i arilar bosalan bir ar1 hiicresini duvarlarindan
yukariya dogru ve hiicre girisine kadar temizlemeye baslarlar (Ellis 2015). Daha onceki
hiicre yolcularimin biraktigi kozalar1 ve digkiyr kaldirirlar. Sonrasinda ise; hiicrede
geride kalan herhangi bir pis kalintiy1 ince bir balmumu tabakasiyla Orterler
(Seeley 1982).

Kulugkanin ve kralicenin bakim donemindeki isler hemsirelik 6zelliklerine
benzemektedir. 4-12 giin arasi (Ribbands 1953; Secley 1982) yaklasik 1 hafta siirer.
Hemsireler, diger sosyal arilardaki gibi genc¢ arilari, polen yerine daha ¢ok proteinli
besinlerle besler (Michener 1974). Hemsireler, yavruyu beslemeye ilaveten proteinasit
salgilarin1 yuvadaki kiigiik ayrica yash arilara da aktarirlar ¢linkii bu onlarin gelisimi ve
bakimlart i¢in Kritiktir (Crailsheim 1992). Ayrica hemsire is¢i arilar kraligenin etrafinda
bir alan olusturarak ona bakim yaparlar. Beraberindeki arilar, ana armin feromonlarini
yuvaya yayarak (Velthuis 1972; Seeley 1979) haberci olarak gorev yaparlar.

Orta yaslh arilarin gérevleri ise; 12-21 giinliik aras1 donemlere denk gelmektedir.
Bu gorevlerinde ortalama bir haftanin biraz lizerinde kalmaktadirlar (Seeley 1982,
Johnson 2008). Orta yastaki arilar, yuva boyunca yayilmis bir gérev repertuarina
sahiptir. Gorev dagilimlart hemsire arilarla 6rtlismesine ragmen oldukca farklidir, ¢iinkii
kuluckaya bakim yapmazlar (Johnson 2008b). Bunun yerine, yuva yapimi ve bakim ile
nektar alim1 ve islenmesi, yuva girisini korumak gibi (Seeley 1982; Trumbo vd. 1997,
Johnson 2003) ¢esitli gorevleri igermektedir.

Arastirmalar, bu grubun aralarinda stirekli degiskenlik gosteren iki kategoriye
ayrilabilecegini One siirmektedir. Geng¢ orta yasllar, tarak yapimi ve genel koloni
bakimina daha fazla zaman harciyor goriiniirken, daha yash olan orta yaslhlar, nektar
isleme ve yuvanin girisine daha yakin konumlandiran diger gorevlere gegis
yapmaktadirlar (Seeley 1995; Trumbo vd. 1997).

2.3.  Tiirkiye’de Bulunan Onemli Bal aris1 Irklar

Arn wrklarinin belirlenmesinde ilk smiflandirma calismasini, renk farkliligina
bakarak Isa Peygamber ile ayni donemde yasayan Columella yapmustir. Klasik
siiflandirma olarak kabul edilen bu yontem zaman i¢inde yetersiz bulunmus ve Buttel-
Repen (1906) tarafindan olusturulan ve stirekli gelistirilen, gliniimiizde de yararlanilan
tir alt1, ¢esit veya 1rk esasina dayanan sistematik gruplandirma yontemi kullanilmistir
(Giiler 2006).

Bilimin olanaklariin giinden giine artmasi ve yontemlerinin kesinligi agisindan
bir adim daha iyi sonug¢ alinmasiyla bal arilarindaki (Apis mellifera L.) siniflandirma da
eskisinden farklilasmistir. Daha ¢ok morfolojik ayrim yapilmakla belirlenen bal arisi
irklart genetik ¢alismalarin ve MtDNA analizlerinin ortaya ¢ikmasiyla morfolojik
yapilan bir¢ok 1rk ¢alismalarini yinelendirmistir. Sonuglar onceki morfolojik
calismalarla karsilastirildiginda benzerliklerin yani sira farkliliklarin da ortaya ¢iktigi
goriilmiistiir. Bu yiizden mitokondri DNAsmin ve enzim farkliliklariin bilinmesi,
calisilan bal arisinin genetik ve cografik farkliliklarinin anlagilmasi acisindan biiyiik
onem tagimaktadir (Smith 2002).
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Bal aris1 wrklant acisindan bakildiginda Tiirkiye, cografik yonden Orta Dogu,
Asya ve Avrupa’nin birlesme noktasinda bulunmakta; sinirlari igerisinde gerek yiikselti
farkliliklarindan gerek enlemsel farkliliktan, gerekse denizellik ve karasallik etkisinin
bir sonucu olarak kendi iginde ¢ok zengin iklim tipleri gostermektedir.

Cesitli iklim tiplerinin goriilmesiyle olusan cografyanin farkli bdlgelerinde,
farkli kosullar altinda yasayan tiirler, bu kosullara adapte olabilmek i¢in viicut rengi,
tiretkenligi, belirli morfolojik ve fizyolojik karakterleri agisindan biiyiik farkliliklara
sahip olmus ve bir¢ok alttiiriin olusumuna neden olmustur (Ruttner 1984, Smith vd.
1997, Kaftanoglu 2001) ve bunun olumlu bir sonucu olarak da birgok ar1 ki igin
Tiirkiye’ye bir gen havuzu olma niteligi kazandirmistir (Adam 1983).

Ote yandan Smith (2002) Tiirkiye’nin durumuyla ilgili yaptig1 yorumunda bal
aris1 irklarindaki farkli genetik faktorlerin incelenmesiyle ulasilabilecek yararh bilgilere
Tirkiye’nin ~ sahip olmasma ragmen, bu farkliliklarin gezginci ariciligin
yayginlagmasiyla kayboldugunu ve ayni kdken kraligelerin aricilikta kullanilmasiyla o
bolgenin kendine has irk ve ekotipinin kaybedilme riskini dogurmakta oldugunu
bildirmistir.

Tiirkiye’nin ¢oklu ekolojik yapisinin neticesi olarak, bal aris1 (Apis mellifera L.)
Anadolu ve Trakya genelinde yayilmis ve oralarda ¢esitli sekillerde farklilasmigtir (Star
ve Asal 1996). Giiniimiizde ise; ayni cografyada gesitliligi artiran tek sey iklim ya da
ekolojik kosullar olmayip bal arilarinin birgok yarar saglayan ozelliklerini bir arada
gorebilmek acgisindan insan eliyle yapilan 1slah ¢alismalariyla da yeni tiirler ortaya
cikmistir (Adam 1987).

Tiirkiye’de en yaygin kullanilan bal aris1 rklar1; Bati Anadolu ve i¢ Anadolu da
Anadolu bal ar1 irk1 (A. anatoliaca), Kuzey Anadolu’da Kafkas ar1 irk1 (A. caucasica),
doguda Iran ar1 ki (A. meda) ve giineydogu Anadolu da ise Suriye ar1 irki (A. m.
syriaca) olmak tizere dort ik yer edinmistir ve Anadolu’da Kafkas aris1 disinda
davranig bi¢imi ve morfolojisi bakimindan farklilagsmis ekotipleri iceren en genis bal
aris1 niifusununu Anadolu arisi olusturmaktadir (Dogaroglu vd. 1992; Geng vd. 1999;
Akyol ve Kaftanoglu 2001).

Farkli ekotipleriyle dikkat c¢eken Anadolu bal arst ki, sert iklime
dayanikliligiyla, yiiksek kislama ve yon bulma kabiliyetiyle, ana ar1 ve isci arillarda uzun
yasam gibi nitelikleriyle bilinmektedir (Adam 1987). Kulucka sezonu haricinde yavru
yetistirme diger irklarda goriildiigii gibi azdir. Fakat uygun kosullar saglandiginda hizl
ve yogun sekilde yavru yetistirme faaliyetlerine baglamaktadirlar (Silici 2009).

Ozellikle Akdeniz bdlgesinin farkl1 alanlarinda kapsaml bir sekilde performansi
incelenen, batida Ege denizi kiyis1 boyunca yayilmis Mugla ekotipi, Anadolu irkinin en
popiiler ekotipidir (Dogaroglu vd. 1992; Giiler ve Kaftanoglu 1999; Karacaoglu ve
Firath 1999; Akyol ve Kaftanoglu 2001; Arslan vd. 2004). Bu ekotip iizerinde yapilan
caligmalar, Mugla ekotipinin farkli ireme ve morfolojik yapisi ile diger ekotiplerden
ayrildigin1  gostermektedir (Giiler 1995; Karacaoglu ve Ucgak 2003; Genger ve
Karacaoglu 2003; Karacaoglu 2005; Ugak ve Karacaoglu 2005).

Karasal iklime adapte olmus Anadolu wkinmn I¢ Anadolu ekotipi kitlik
zamanlarinda kulugka iiretimini durdururken, Ege ekotipi (Mugla arisi) iiremesine
devam etmektedir. Ege ekotipinin diger Anadolu irk ve ekotiplerinden daha yliksek
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tireme giicli oldugu (Dogaroglu 1982; Dogaroglu vd. 1992; Firatli ve Budak 1994) ve
daha ¢ok miktarda bal trettigi (Akyol 1998; Giiler ve Kaftanoglu 1999) yapilan
caligsmalar sonucunda goriilmektedir.

Bir¢ok tilkede uysalligi, bal iiretimindeki ¢aligkanligi ve hastalik direnci igin
secici olarak yetistirilen ve diinyanin her yerindeki en popiiler arilardan biri olan
Karniyol ar1 irk1 (Apis mellifera carnica) Tiirkiye’nin Trakya bolgesinde bulunmaktadir.
Slovenya, giliney Avusturya ve Hirvatistan, Bosna-Hersek, Sirbistan, Macaristan,
Romanya ve Bulgaristan’in da yerli ar1 wkidir (Palmer vd. 2000). Ancak, bu verimi
yiiksek ar1 1rki i¢in heniiz herhangi bir 1slah programi uygulanmamaistir. Bu nedenle bazi
aricilar Karniyol bal arist (Apis mellifera carnica) kraligelerini basta Almanya ve
Avusturya olmak tlizere Avrupa'daki yakinlar1 araciligiyla ithal etmektedirler (Smith vd.
1997).

Ulkemizin kuzeydogusunda goriilen 1rk ise Kafkas (Apis mellifera caucasica) ar1
wrkidir. Bal iiretimindeki verimi ve uysallifiyla taninan bu irkin iki ¢esidi vardir.
Bunlardan biri; kokeni kafkas daglari olan gri renkli kafkas arisi (Apis mellifera
caucasica), digeri ise; yine kokeni ayni bolge olup fakat daha algak arazilerde goriilen
sar1 tip kafkas arisidir. Bu 1irk daha ¢ok, bal arist irklar1 i¢inde en uzun dile sahip
olmalariyla, fazla ogul yapmamalariyla taninirlar.

Italyan 1rkinda oldugu gibi yagmaci degildirler ve kis igin fazla bal depolarlar.
Istenmeyen 6zellikleri ise; ana ar1y1 kolay kabul etmezler ve fazla propolis tasirlar, bu
sebeple kovanin temizlenmesi zordur (Balc1 1988). Ozellikle algak bolgelere Akdeniz
ve Ege bolgelerine uygun olmamakla birlikte yapilan arastirmalar neticesinde bu 1rkin
sicak iklimlere uygun olmadigi sonucuna ulasilmigtir (Dogaroglu vd. 1992; Arslan vd.
2004). Bununla birlikte, Kafkas (Apis mellifera caucasica) irkinin Mugla arilariyla
caprazlanmasi sonucunda satkan melez gostermekte ve farkli bolgelerde kullanilabilir
olmaktadir (Akyol ve Kaftanoglu 2001).

Tiirkiye bal aris1 irklart hakkinda yapilan ¢alismalardan Ruttner (1988)’e gore,
Apis mellifera caucasica (kafkas 1rki), Anadolu'nun kuzeydogusunda ve dogu
Karadeniz kiyis1 boyunca, Apis mellifera meda giineydogu Anadolu’da, Apis mellifera
anatoliaca (Anadolu 1irki) Avrupa iilkeleri de dahil olmak tiizere Tirkiye'nin geri
kalaninda goriilmekteydi.

Fakat son yillarda Kafkas (Apis mellifera caucasica) ar1 irki ile yapilan bazi
genetik c¢aligmalarda Onceki yapilanlardan farkliliklar bulunmaktadir. Anadolu bal
arisinin  (Apis mellifera anatoliaca) ve Kafkas arisinin (Apis mellifera caucasica)
mtDNA'sina ayritili olarak bakildiginda ikisinin DNA dizisinde farkliliklar
gorilmiistiir.

Smith (2002), bu konu iizerinde bir ¢aligma yapmis ve buldugu sonucun Ruttner
(1988)’in yaptig1 calisma sonuglarindan farkli oldugunu, Van Goli'nden Giircistan
siirina kadar Kafkas aris1 (Apis mellifera caucasica) ve Anadolu aris1 arasinda genis bir
cakisma alanini isaret ettigini bildirmistir. Bunun sebebinin ise, Kafkas arisindaki dogal
gen akis1 ve yayilimiyla ya da insanlar tarafindan tasinmasina bagli olabilecegini de
belirtmistir. Smith (2002) kendisiyle ayni konu iizerinde baska bir ¢alisma yapmis olan
Garnery vd. (1992)’nin de Kafkas arisinda bulduklart mtDNA dizisinin, kendi buldugu
Kafkas irkinin (Apis mellifera caucasica) karakteristik ozelligiyle ayn1 oldugunu
belirtmistir.

10



KAYNAK TARAMASI A. ALEMLI

DNA diizeyindeki c¢aligmalar bal aris1 irklarin1 anlamada daha kesin ve ayrintilt
bilgilere ulasilmasinin bir yolu olarak goriilmesine ragmen Tiirkiye bal arilar1 genetik
farkliliklar1 yoniinden ancak yeni yeni calisilmaya baslanan bir konudur. Bal arisi
irklarinin  genetik farkliliklarini anlayarak ve bilerek yetistiricilik yapilmasi aricilar
tarafindan da ekonomik 6neme sahiptir. Nitekim o bolgede yetisip o bdlgenin iklim ve
doga sartlarina kendini adapte etmis bir bal aris1 kendi bolgesinde hayatta kalabilme
yollarin1 daha iyi bilmekte ve o ar1 irki o bolgedeki bir arici i¢in daha ekonomik, daha
giiclii ve hastaliklara daha direngli olmaktadir.

Tiirkiye’nin iklim ve bitki ortiisiindeki ¢esitliliginin bir sonucu olarak ortaya
cikan gocer (gezginci) aricilik, bolgeler arasindaki farkli ¢igeklenme donemlerinden
faydalanarak bal {iretiminin ¢ogaltilmasini olanak saglarken, amansiz goriilen Varroa
destructor gibi parazitlerin ya da diger hastaliklarin hizli bir sekilde bulagsmasina
aracilik etmektedir. Baska bolgelerden gelen bu bal arilari yeni bélgenin iklimine uyum
saglamakta zorlanmasinin yaninda yeni bolgenin hastalik ve zararlilarina karsi daha
hassas olmaktadir. Boylece Tirkiye’deki bal arist irklarmin genetik farkliliklart heniiz
belirlenemeden iilkemiz bu gesitliligi kaybetme riski ile kars1 karsiya kalmistir (Smith
2002). Bu nedenle ana ar1 yetistirilmesi lilkemiz agisindan biiylik 6neme sahip olmakta,
dogru ana arilarin dogru bolgeler i¢in kullanilmas1 da hem ekonomik hem hayati yonden
onem arzetmektedir.

Ulkemizde ana ar1 yetistiriciligi baz1 isletmelerce ve kisilerce yapilmasina
ragmen yillik 300.000 olan iiretim Tiirkiye ana ari ihtiyacinin % 20 civarin1 ancak
karsilayabilmektedir (Anonim 2016).

Giliniimiizde halen baska iilkelerden yiiksek ticretler 6deyerek ana ar1 getirilmeye
devam edilmesinin 6nlenmesi, ancak ana ar1 yetistiriciliginin gelistirilmesiyle ve 1slah
programlarma agirlik verilmesiyle miimkiin gériinmektedir.

2.4. Bal arllarinda Savunma Mekanizmalar1 (Hijyenik Davrams ve Timarlama)

Tarimda oldugu gibi hayvancilik alaninda da yaygin olan 1slah ve gelistirme, bal
iiretiminde bal arilarina uygulanarak yapilmaktadir. Ozellikle gelismis iilkelerde 1slah
caligmalar1 iiriin iyilestirmek i¢in c¢ok fazla kullanilmaktadir. Bu nedenle {ilkemizin
aricilikta ilerlemesi hastalik ve zararlilara karsi dayanikli hatlar gelistirilmesiyle paralel
goriinmektedir (Oskay 2008).

Bal aris1 genetiginde uzmanlagsmis arastirmacilar, ar1 irklar1 ve ekotiplerinin
hatta kolonilerin varroa akarmma farkli seviyelerde duyarlilik gosterdiklerini
gozlemlemisler ve varroaya digerlerinden daha dayanikli olan kolonilerden yetistirilen
ana arilarla olusturulan kolonilerin bu akara karsi daha dayanikli oldugunu kanitlayan
bulgular elde etmislerdir. Bu konu iizerinde ¢alisma yapilarak uygulamaya aktarilmasi
neticesinde bu parazitle miicadelede biiyiik bir adim olacagin1 ve basari
saglanabilecegini ifade etmislerdir (Nasr 1998; Palacio vd. 2000).

Diinya g¢apinda son yillarda yaygin olarak goriilen koloni ¢dkmeleri bir¢ok
tilkede rapor edilmektedir ve bu konuda ¢alismalarda bulunan arastirmacilar (Brettell ve
Martin 2017) koloni ¢6kmelerini bir¢ok etkenin varligina baglamislardir, fakat gogunluk
bu ¢okiisiin varroa ve varroanin actigr yaralardan giren viriislerin varligiyla olustugu
goriisiinde birlesmektedirler.

11



KAYNAK TARAMASI A. ALEMLI

Varroa dig parazitine karsi bir¢ok kimyasal ilag kullanilmasina kargin kesin bir
sonu¢ almamamasi1 varroanin bal arisi ile senkronize hareket i¢inde olmasina ve
kullanilan kimyasallara kars1 kisa siirede diren¢ kazanmasiyla iliskilendirilmektedir,
dolayisiyla varroaya karsit direngli hatlar yetistirmenin gerekliligi burada da
goriinmektedir.

Bal arilarinda varroaya karsi 1slah c¢alismasi, Apis cerena nin (Dogu Bal Arisi)
Varroa akarina karsi olusturdugu direng mekanizmalarindan esinlenmektedir. Apis
cerena bu parazitle evrimleserek gelistiginden parazite karst dogal olarak bir savunma
mekanizmasi olusturmustur. Bu savunma mekanizmalari; kapali goz iginde (parazite
edilmis damizlik hiicrelerin c¢ikarilmasi) varroa zararina ugrayan yavruyu disari
cikarmak (hijyenik davranig), kendi kendinin tizerindeki veya kovandaki diger bal
arilarina yardimci olarak varroay: iizerinden atmak (timar) seklinde (Bigio vd. 2014;
Pritchard 2016) ortaya ¢ikmaktadir. Bu davranigsal beceriler V. destructor'un sagkalim
ve lireme basarisini etkileyebilmektedir (Boecking ve Spivak 1999; Evans and Spivak
2010).

Hijyenik davranig, bal arilarinda (Apis mellifera L.) sosyal bir bagisiklik
ozelligidir; bu sayede, is¢iler, sagliksiz yavruyu tespit eder, sokiip atar ve koloni
icindeki hastalik direncini gelistirirler (Guarna vd. 2017). Bu aricilik igin ekonomik
acidan degerlidir; Bununla birlikte, bu olgunun arkasindaki molekiiler mekanizma halen
iyi bir sekilde anlasilmamustir (Nganso vd. 2017).

Bal arilarindaki hijyenik davranigi 6lgmek icin belli metotlar vardir. Bunlardan
birisi kolonide belirlenen hiicrelere sivi azot dokerek kulugkadaki yavrulari dldiirme
suretiyle gergeklestirilir (Lin vd. 2016).

Olmiis yavrulari isci arilarin ne kadar siirede kaldirdiklaria gére o kolonideki
hijyenik davramisin varligi- yoklugu ve yogunlugu anlasilmaktadir. Diger metotta ise
kuluckadaki yavru gozlerine igne batirararak yavrular oldiiriiliir ve yine ne kadar
zamanda hiicrelerin temizlendigine bakilarak hijyenik davranis o koloni igin
oOlgtilmektedir (Lin vd. 2016; Scannapieco vd. 2017 ).

Kolonideki hijyenik davranisi 6lgme metotlarmin hangisinin daha etkili
oldugunu karsilastirmak i¢in Akyol (2016) 40 koloni kullanarak iki metodu test etmistir.
20 ser li olarak ayirdig1 koloninin birini igneleme yontemi ve digerini sivi azot yontemi
uygulamistir. En yliksek hijyenik davranis gosteren koloni ikinci y1l damizlik olarak
kullanilmis ve o kolonideki larvalardan ana ar1 ireterek toplamda 40 koloniye
tamamlayarak yine igne ve sivi azot yontemiyle kolonileri test etmislerdir. Sonugcta
igneleme yonteminin sivi azot yontemine gore daha yiiksek oranda hijyenik davranig
gosterdiklerini bildirmislerdir.

McAfee vd. (2017), sivi azot yontemiyle canliliklarina son verdikleri
kuluckadaki yavru arilar lizerinde yaptiklari hijyenik davranis ¢alismalarinda hijyenik
davranisa neden olan koku alicilarimi bulmak i¢in sivi azotla dondurarak Oldiirilmiis
olan yavru kokulariyla canli kulucka profilinin kokularini karsilastirdiklarini ve sasirtic
bir sekilde, donarak Oldiiriilmiis yavrulardann onemli 6lclide fazla sera feromonu (p-
ocimene) salindigin1 bulmuslardir. p-ocimene bollugunun da hijyenik davranig ile
pozitif yonde iliskili oldugunu saptamislardir. Ayrica, f-ocimene'in is¢i antenlerini doza
bagimlh bir sekilde uyarildigini ve sol antenlerin hijyenik arilarda sag antenlerden
anlamli derecede daha gii¢lii tepki verdigini, ancak hijyenik olmayan arilarda
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olmadigin1 kesfetmislerdir. Bu karmasik davranisin molekiiler mekanizmay1 anlamak
acisindan bir adim oldugunu belirtmislerdir.

Pritchard (2016) bu konudaki arastirmasinda; Apis cerena ile Apis melliferay:
timar davranislar1 yoniinden karsilastirmis ve Dogu Bal Aris1 Apis cerana’da bire bir ve
toplu timarlanma gozlemlemistir, timarlama isleminden sonra varroa akarlar1 6lii veya
aldig1 darbeler etkisiyle yaralanmis halde kovan tabanina diismiistiir.

Pritchard benzer davranis igin Bat1 Bal aris1 Apis melliferayr gozlemlediginde
hem kendini timar etme hem de diger arilar1 timar etme ydniinden verdigi yanit
hizlarinin A. cerana'ya kiyasla ¢ok daha yavas oldugunu ve akarlarin hasarlanma
sikligiyla derecesinin de ¢ok daha diisiik oldugunu bildirmislerdir.

Jiang vd. (2016), bu konudaki galismalarini varroa direnci ve duyarligi igin
ekstrem fenotip gosteren iki bal arisi kolonisi ile ger¢eklestirmislerdir. Bu kolonileri 6
yillik bir siire boyunca genis bir gen havuzundan dogal seleksiyon yoluyla tanimlayarak
elde ettiklerini belirtmislerdir. Varroa istilasinda bal arisinin direng¢ gosterdigi potansiyel
savunma mekanizmalarini arastirmak, pupa ve erigkin evrelerde toleransli ve duyarl
kolonilerde farkli sekilde eksprese edilen genleri tanimlamak i¢cin DNA mikroarray ve
es zamanli nicel (PCR) analizleri kullanmiglardir. Sonuglarinda ise; varroaya direngli
arilarda hassas kolonideki arilara gore daha farkli sekilde eksprese edilen genlerin
tanimlandigini bildirmislerdir; bu sonucu, direngli kolonide, varroa akari istilasina karsi
genetik kapasitenin artmasinin gostergesi olarak belirtmislerdir. Her iki kolonide de,
pupa asamasindaki arilarin varroa istilasina yetiskin arilardan daha duyarli oldugunu ve
yetiskin asamasinda daha farkli olarak ifade edilmis genlerin tespit edildigini
gozlemlemislerdir. Bu durum pupa arilarinin yetiskin arilardan varroa istilasina daha
duyarli oldugunu belirtir. Sonug¢ olarak; iki koloni fenotipi arasindaki farkli olarak
eksprese edilen genlerin saptanmasi, varroa direngli/toleranslt bal arilarinin se¢imi ve
yetistirilmesi i¢in potansiyel molekiiler belirteglerin olabilecegini belirtmislerdir.

Ayrica yakin zamanda Hamiduzzaman vd. (2017)’nin timarlama davranist geni
tizerinde yaptiklari ¢alismada yogun timarlama (IG/intense groom) ve diisiik timarlama
(LG) olarak ayirt ettikleri bireyleri, timar etme davraniglari dl¢iisiince bagisiklik sistemi,
sinir, detoksifikasyon, gelisimsel ve saglikla ilgili genlerin ifadesi arasindaki iligkileri
incelemislerdir. V. destructor'a yanit olarak timarlama davranisinin gesitli seviyeleri igin
bir laboratuar tahlilinde test edilen bireysel arilar, gen ekspresyonu igin analiz
etmiglerdir. Yogun timarlama davranisi gosterenler (IG/intense groom), timara
baglamak i¢in diigiik timar yapanlara gore daha az zamana ihtiya¢ duymalar1 ve akarlari
bedenlerinden basariyla ¢ikarmak igin digerlerinden daha az bakima ihtiya¢ duymalari
bakimindan en verimli davranis1 gostermislerdir. Laboratuvar kosullarinda test edilmis
olan bu ve diger ¢alismalarda, 1slahla yapilabilecek olan ve Tiirkiye i¢in biiyiik bir sorun
olan yerli wrklarin veya ekotiplerin 1slah edilmesinde, yogun timarlama (IG) davranis
geni ekspresyonu 6nem arzetmektedir.

Son yillarda yapilan bu c¢aligmalar 1513inda ortak nokta hijyenik davranis
mekanizmalarinin molekiiler diizeyde anlasilabilecegi ve bal arilarindaki koku alma
duyusuyla ya da antenlerdeki degisik gen ifadesiyle de iliskilendirilen hijyenik
davranigin molekiiler belirteg¢ olarak kullanilabilecek saptamalarin olabilecegidir
(Mondet vd. 2015; Scannapieco vd. 2016; Bixby vd. 2017; Guarna vd. 2017; McAfee
vd. 2017) .
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2.5. Bal aris1 Viriisleri Genel Ozellikleri

Virtisler, bir protein katinda bulunan genetik materyalden (RNA veya DNA)
olusan mikroskopik organizmalardir, yalnizca bir ev sahibinin canli hiicreleri i¢inde
cogalabilmektedir. Tek bir viriis {initesine bir virlis pargacigl veya virion adi verilir ve
bu parcaciklarin bir konakgidaki bollugu viriis titresi olarak adlandirilir. Bir viriis
parcacigl kendisini bir konukc¢u hiicreye enjekte eder ve kopyalarmi ¢ikarmak igin
hiicrelerin organellerini kullanir. Bu siire¢ hiicrede belirgin bir degisiklik yapilmadan
devam etmekte ve biiyiik miktarlarda enfektif viriis partikiilleri konukg¢u hiicre hasar
gorene veya Olene kadar salmaktadirlar (Moore vd. 2015).

Bal arist RNA viriisleri, daha iyi incelenen memeli viriislerinin, genom
kompozisyonuna, biyofiziksel 6zelliklerine ve birden fazla kapsid proteini bulunmasi
benzerligine gore lstiinkorii tespit edilmistir. Dolayisiyla bu viriisler, "pikornaviriis
benzeri" olarak adlandirilan; bdceklerin, omurgali hayvanlarin ve bitkilerin tam olarak
karakterize edilmemis biiyilk ve heterojen grubuna dahil edilmistir (Bailey 1976).
Cogunlugu bu takimdan olan bal aris1 viriislerinin genetik metaryali tek zincirli
RNA’dir ve RNA’nin ¢evresinde dis etkenlerden koruyan bir protein kilifiyla (kapsid)
cevrilidirler (De Miranda vd. 2012).

Taksonomisi ve filogenezi bakimindan bal aris1 (Apis mellifera) viriislerinin
icinde tanimlanan iki istisna disinda (filamentous viriis ve Apis iridescent viriis) tim
virisler pozitif iplik¢ik RNA viriisleri olarak belirtilmistir (Carter ve Genersch 2008).

Memelileri enfekte eden pozitif iplik¢ik RNA viriisleri arasinda biiylik bir aile
Picornaviridae (kiiciik RNA viriisleri) olarak adlandirilmis ve baglangicta kiiciik (28
nm), ¢iplak ve Ozelliksiz parcacik olarak tanimlanmistir.

Kapsitleri, pozitif duyuya sahip bir RNA genomu igeren 3-4 ¢esit proteinden
olusmakta ve genom, 5 'terminusda yapisal proteinlerin belirtimi ve 3' de yapisal
olmayan proteinler ile tek bir acik okuma gercevesi (ORF) halindedir.

Genomun 5 'ucundaki 6zel bir RNA yapisi, bir i¢ ribozom girigi alani1 (IRES)
olarak adlandirilir ve RNA'nin metillenmis kapak i¢in normal sart1 atlayarak dogrudan
ribozomlarla ¢evrilmesine izin verir (Carter ve Genersch 2008).

Genom sekansi belirlenmis viriislerden; SBV ve DWV ise iflaviridae
familyasinin tyeleri (Chen vd. 2006) olmakla birlikte BQCV, KBV, IAPV ve ABPV
Dicistroviridos familyasinin (Nielsen vd. 2008) tiyeleridir.

Iflaviride virtisler, yaklasik 9-11 kilobazlik monopartit, pozitif iplik¢ikli RNA
genomlarina sahip kiigiik, zarflanmamis viriislerden olusan bir ailedir. Tim
simiflandirilmig  tiirlerin - viriisleri, arthropod konukgularina enfeksiyon bulastiran
bocekleri enfekte eder. Hem faydali hem de hasere bocekler konakgi olarak gorev yapar
ve enfeksiyonlar belirti icermez.

Nilaparvataljenler baldew viriisii 1 gibi veya gelisimsel anomalilere Deforme
Kanat Viriisii gibi, davranis degisikliklerie Tulumsu Yavru Cirikligi Virtsi gibi ve
prematiire mortaliteye enfeksiyoz flacherie virlisiinde oldugu gibi belirtilere neden
olabilir. Ayrica Iflaviriisler i¢in en yaygin bulasma yolunun, viriis ile kirlenmis gida
kaynaklariin yutulmasi oldugu belirtilmistir (Valles vd. 2017).
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2.6. Bal ars1 Viriislerinin Diger Hastaliklarla Etkilesimi

Bal aris1 hastaliklarinin gelismesindeki unsurlarin basinda; uluslararasi aricilik
sektoriindeki hizli ve kontrolsiiz yapilan bal arisi irlinlerinin ticareti, tilkemiz iginde
yapilan gezginci ariciligin hastaligi tasimasi ve bal arisi parazitlerinin agtigi yaralar
neticesindeki hastaliklar oldugu diisiiniilmektedir (Oztiirk 2001; Tutkun ve Bosgelmez
2003).

Bu hastalik etmenleri; bakteriyel, fungal, viral, paraziter ve protozoon ya da
hastaligin etkiledigi konaga gore; yetiskin ve yavru ar1 hastaliklar1 olabilmektedir. Bu
tez konusu arastirilan bes hastaligin etmeni ise virtislerdir.

Viriis hastaliklariyla yakin baglantili oldugu diisiiniilen ve hala bir fenomen olan
Koloni Cokiisii Bozuklugu’da virlisler ve diger hastaliklarla baglantisin1 agikliga
kavusturmak i¢in son yillarda agirlikli olarak calisilan bir konudur.

Bal aris1 hastaliklarinin bir sonucu gibi goriinen koloni ¢okiisii bozuklugu
(CCD), kolonilerinin ¢okiisiiniin diinya ¢apinda aricilarin 6nemli derecede zarar
goérmesine neden olmustur (Genersch vd. 2010 ).

CCD etkilenen kolonilerde, yetiskin ar1 popiilasyonunun ¢ogu kaybedilerek
geride sadece canli bir kraligeyle, bol miktarda yavru, bol miktarda yiyecek ve 6li bal
arilar1 kalmakta oldugu gézlemlenmis (van Engelsdorp vd. 2009 ) ve bal aris1 viriisleri
de dahil olmak tiizere ¢esitli patojenlerin koloni ¢okiisiine neden oldugu bildirilmistir
(Cornman vd. 2012).

RNA viriisleri ve 6zellikle de Israil Akut Fel¢ Viriisii (IAPV) baslangigta CCD
ile iliskili gériinmekte oldugu bildirilmistir (Maori vd. 2007 ).

Apis mellifera L.'ye patojen olan diger viriisler olan Kasmir Viriisii ve Deforme
Kanat Viriisii de ¢okmiis kolonilerde bulunmustur (Highfield vd. 2009; Cornman vd.
2012). Buna ilaveten son yillarda, Koloni Cokiis Bozuklugu akademik gevrenin ve
kamuoyunun dikkatini ¢ekmis ancak nedenleri ve 6nemi belirsizligini korumustur.

Yakin tarihli aragtirmalar, CCD'de parazitler, patojenler (Runckel vd. 2011),
zirai ilaglar ve diger cevresel stres faktorleri aralarindaki etkilesimlerinin gesitli
faktorlerin bulundugunu ortaya koymaktadir (Johnson 2010; Nazzi vd. 2012,
Chejanovsky vd. 2014; Hou vd. 2014; Traynor vd. 2017).

Bunun yaninda, V. destructor tarafindan istila edilen bal aris1 kolonileri, ari
paraziti akar sendromunu gelistirmekte ve bu durumun degiskenlik gdsteren
semptomlara sahip oldugu bilinmektedir (Shen vd. 2005; Gisder vd. 2009). Bu semptom
degiskenligine ragmen, tiim istila edilmis koloniler genellikle bir veya daha fazla bal
aris1 viriisii bulastirilmis hastalikli yavrularin varligina sahip olmaktadir.

Cesitli virlis hastaliklar1 salginlar1 varroa akarlar1 tarafindan ortak istila
edilmesiyle belgelenmistir (Tentcheva vd. 2004).

Varroa akari, bal aris1 viriisii enfeksiyonlarini aktarmada ve aktive etmede bir
vektor olarak dogrulanmistir ve varroa kaynakli koloni ¢okiisiinde V. destructor

tarafindan vektorlenmis virtislerin 6nemli bir rolii oldugu goriisii kabul gormiistiir (Ball
vd. 1988; Sumpter ve Martin 2004; Gisder vd. 2009).
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2.7. Bal arisinda Viral Hastaliklar ve Bulas Yollar:

Teknolojinin gelismesiyle birlikte viral hastaliklarin tesbiti de miimkiin olmus ve
arillarda hastalik sonucu goriilen ani koloni ¢okmesinin incelenmesine de olanak
saglanmistir. Bunlarin basinda Kronik Ar Felci Viriisii ve Akut An Felci Viriisii ilk
defa 1963 te tannmlanmasinin sonrasinda birgok viriis daha kesfedilmis ve bu viriislerin
cogunun klinik belirti géstermeden hastaliklarinin seyir ettigi gdzlenmistir (Genersch ve
Aubert 2010).

Bal aris1 viriisleri genelikle larva veya pupa evresini etkilemekte ancak
semptomlar ¢ogunlukla yetiskin arilarda belirgin olarak goriilmektedir. Bu viriislerin
cogu, arilar1 besleyen hemsire arilar tarafindan lretilen polen veya ari siitii icinde
tiketildigi gibi bir¢ok viriis varroa tarafindan da iletilmektedir. Varroalar bal arisinin
hemolimfi ile beslenirken, virlisleri dogrudan bal arisi govdesindeki her hiicrelere
ulasan acik dolasim sistemine aktarmaktadirlar (Moore vd. 2015). Ayrica bal arisi
virtisleri bal arilart ile sinirlt olmayip diger Apis ari tiirlerinin koloni sakinlerinde (kiigiik
kovan bocegi gibi) polen ve nektarinda da bulunmakta oldugu bildirilmistir (Bailey ve
Gibbs 1964; Genersch vd. 2006; Singh vd. 2010).

Bal aris1 virtsleri enfekte kolonilerden enfekte olmayanlara aktarilarak,
kolonilerin bagka yerlere transfer edilmesiyle, bal arilarinin ortak c¢icekler iizerinde
avlanmasiyla veya zayif, ¢cokmiis kolonilerin bagka arilar tarafindan soyulmasi yoluyla
da ortaya ¢ikabilmekte oldugu gézlemlenmistir (Singh vd. 2010).

Mevcut bal arist kolonileri son 15 yilda 6zellikle kis boyunca yogun sekilde
kayip vererek diinyanin farkli bolgelerinden sik¢a rapor edilmis (Meixner 2010) fakat
bu kayiplarin birgoguna agiklama getirilememistir. Bu durumu &nemseyen Virolog
Michel Aubert bu olayin daha iyi anlasilabilmesi i¢in disiplinli bir aragtirma
baslatmasina sebep olmustur (Gisder ve Genersch 2015).

Aubert (2017) bu konu hakkinda en son teknoloji ile arastirma igin bir temel
olusturabilmeyi amaglamis ve mevcut olan bal arist virlisleri hakkinda bilgi
toplanmasimna Onciiliik ederek bir kampanya baglatmistir. Baslatilan kampanya
neticesinde o giinden i¢inde bulundugumuz giine kadar ar1 viriisleri ve ar1 virolojisi
hakkindaki bilgiler 6nemli 6l¢lide artmistir (Gisder ve Genersch 2015).

Ayrica son on yilda bal arist kolonilerinin sayisinda kiiresel bir azalma oldugu
ve kiiresel gida tedarikinin giivenligini tehdit etmekte oldugu Vanbergen vd. (2013)
tarafindan da bildirilerek patojenlerin, 6zellikle de virtislerin (Tantillo vd. 2015) bu
gerilemelere 6nemli 6lgiide katkida bulundugunu bildirmislerdir. Bu viral patojenler
cogunlukla tek sarmalli, Dicistroviridae ve Iflaviridae familyalarinin pozitif duyu RNA
virtisleridir ve farkli viriilans diizeyleri gosterebilmektedir ayrica asemptomatik akut ve
larva 6limiine kadar uzanan enfeksiyonlara neden olabilmektedirler ( McMenamin ve
Genersch 2015).

Ornegin, en yaygin bal aris1 viriisii Deformed kanat viriisii (Lanzi vd. 2006) ve
¢ok yakindan iligkili varyant Varroa destructor viriis-1 (Ongus vd. 2004) ve Kakugo
virtisii (Fujiyuki vd. 2004) genellikle vertikal veya oral yolla bulastirildiginda diisiik
seviyeli viriis ile asemptomatik enfeksiyonlara neden olmaktadir.

Buna karsin, ektoparasitik akar Varroa destructor tarafindan bal arisi
hemollenfine dogrudan enjeksiyon yoluyla DWV iletimi, genetik ¢esitliligin 6nemli
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Olgiide azaltilmis olarak yiliksek derecede patojen olan DWV suslarinin segilmesine
neden olmakta (Martin vd. 2012; Ryabov vd. 2014 ) ve enfekte pupa bolgelerinde ¢ok
yiiksek seviyelere birikip hastalik belirtilerini gostermektedirler.

Simdiye kadar genom sekansi belirlenen bir¢ok bal aris1 viriisii bulunmaktadir.
Bunlardan bazilari;

Kasmir Ar1 Viriisii ( KBV: Kashmir Bee Virus),

Akut Ari Felci Virtisii (ABPV: Acute Bee Paralysis Virus),

Kronik Ar1 Felci Viriisii (CBPV: Chronic Bee Paralysis Virus),

Israil Akut An Felci Viriisii (IAPV: Israel Acute Bee Paralysis Virus),
Siyah Krali¢e Hiicre Viriisii (BQCV: Black Queen Cell Viriis),
Deforme Kanat Viriisii (DWV: Deformed Wing Virus),

Tulumsu Yavru Ciiriikliigli Viriisti (SBV: Sacbrood Viriis)

Yavas Ar Felci Viriisii (SBPV: Slow Bee Paralysis Virus) dir (Ghosh vd. 1999; Olivier
vd. 2008; De Miranda, ve Genersch 2010).

Bu virtisler, koloni i¢indeki ari siitii, bal, polen gibi besinlerde bulunabilmektedir. Besin
yoluyla bulasimin goriilmesi, viriislerin bagirsak ve diskilarinda viriis bulunmasi ile
kanitlanmaktadir.

Bugiine kadar 22 viriislin (arilardaki Dicistroviridae ve Iflaviridae ailelerinde
basta pozitif iplikli RNA viriisleri olmak iizere), bal, yumurta, larvalar, pupa ve
yetiskinler gibi gelismekte olan farkli evrelerde bulasabilmekte oldugu bilinmektedir
(Tantillo vd. 2015).

Viriis enfektesini belirleyen asil unsur olan konaga bulasim sekli iki farkli
sekilde olusur (Sekil 2. 2.). Bunlardan biri yatay (horizontal) digeri ise dikey (vertical)
iletim seklidir. Yatay iletimde, ayn1 neslin bireyleri arasinda viriisler bulagirken, dikey
bulagmalar da annelerden yavrularina dogru gergeklesmektedir (Chen ve Feldlaufer
2006).

Yatay iletim dogrudan veya dolayli olarak siniflandirilabilir. Dogrudan yatay
geciste virlis, dogrudan enfekte bir organizmadan saghikli bir organizmaya
gecer. Dogrudan bir rota ile yatay gecis, havada bulasan enfeksiyon, gida kaynakli
enfeksiyon ve ziihrevi enfeksiyonu igerir. Dolayli bir yolla iletimde ise, virlisler bir
konakgidan digerine bulastiran ve aktaran biyolojik veya fiziksel bir vektorii igerir
(Tantillo vd. 2015).

Hem kralige hem de dronlarin iireme organlarinda viral genomik sekanslarin
saptanmasi (Chen vd. 2004) bal arilarinda cinsel yolla viriis bulagsmasinin varligimni da
onermektedir. Ayrica farkli dokulardaki viriislerin tayini, bagirsakta tespit edilen viriis
titrasyonunun, hemolimf, yumurtaliklar, kafa, spermateka ve i¢ organin ¢ikarilmasi gibi
diger incelenen dokulara gore onemli derecede yliksek oldugunu ortaya koymustur
(Chen vd. 2006a ). Bu sonuglar gida kaynakli bulas yollarinin diger bulagsma yollarina
kiyasla daha fazla istatistiksel nemi oldugunu géstermektedir (Tantillo vd. 2015).

17



KAYNAK TARAMASI A. ALEMLI

¥ ) 3

ANA ARI ERKEK ARI

(DOLLEYicCi)

L IV

|
g % BESIN KAYNAKLI GECiS %

"IN, 5

iSCi ARX

Sekil 2. 2. Bal aris1 viriislerinin bulas yollar1 (Shan vd. 2017)’den uyarlanmstir
2.7.1. Deforme Kanat Viriisii (DWV)

Koloni kayiplarinda biiyiik rol oynayan virilislerden biri Deforme kanat viriisii
(DWYV) Iflaviridae cinsine ait pozitif iplik¢ikli RNA viriisiidiir (Lanzi vd. 2006) ve
genellikle, bal arilarinda gizli enfeksiyonlara neden olmaktadir (Yue vd. 2007). Fakat
yine de akar viriisiiniin patogenezindeki rolii hala tam olarak anlagilamamistir ve viriis
ile 'kanat deformitesi semptomu arasinda dogrudan bir nedensel baglant1 kurulmamustir.
Son zamanlarda, DWV enfeksiyonlarinin dronlar ve kraliceler vasitasiyla dikey olarak
iletilebilecegi ve bu iletim yolunun gizli enfeksiyonlara (goriiniir semptomlarin
yoklugunda viriis varligi) neden oldugu gosterilmistir (de Miranda ve Genersch 2010).

DWYV kolonilerdeki bireyler arasinda diski, tiikriik bezleri salgilari ile yatay
olarak, dronlardan kraligelere ¢iftlesme sirasinda ve enfekte krali¢lerden yavrularina
dikey olarak da iletilebilmektedir (Chen ve Siede 2007). Ayrica DWV'nin, agik bir
hastalik semptomuna neden olmadan DWV igeren larva gidalarinin alimi yoluyla
larvalara yatay olarak iletilebilecegine dair kanitlar da bulunmustur (Gisder vd. 2009;
Yue ve Genersch 2005).

2008 yilinda Miranda ve Fries, DWV icermeyen bakire kralicelerde enfekte
spermlerle yapilan suni dolleme vasitasiyla DWV'nin cinsel yolla bulasan iletimini
gostermistir (Miranda ve Fries 2008). Ayrica DWV genomik sekanslar1 sadece
spermatekada degil, aynm1 zamanda yumurtaliklarda da tespit edilmis ve bu sonuglar,
suni délleme ile DWYV cinsel yolla bulagsma varligini da ortaya koymustur (Tantillo vd.
2015).
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DWV'nin klinik bulgular;; kanat deformasyonu, kisalmig karm, govde
buytikligl, canliligin azalmasi gibi yetigskin ar1 deformitelerini icermektedir (Bowen-
Walker vd. 1999; Martin 2001). Akar ayn1 zamanda, aridaki bagisiklik sistemindeki
genlerin ekspresyonunu baski altina alarak aridaki viral titrelerin artmasini saglamakta
ve arilarin bagisiklik sistemini zayiflatmaktadir, bu durum is¢i arilarin hayatta kalma
oranini ve onlarin koloniye uyumunu azaltmaktadir (Yang ve Cox-Foster 2007).

Yakin ge¢cmiste gozlemlenen bal aris1 koloni kayiplari, 6zellikle kig aylarinda,
hem ektoparasitik akar varroa hem de Pikornaviriis benzeri viriis olan DWV ile
iliskilendirilmistir (Wu vd. 2017). Bununla birlikte, DWV’nin konuk¢uya baglanmasi
veya giris mekanizmalar1 hakkinda ¢ok az sey bilindigi kabul edilmektedir (Organtini
vd. 2017).

Kolonide V. destructor olmadiginda DWV enfeksiyonun goriiniir semptomlara
neden olmadigr veya konukgusuyla bir belirgin etki yaratmadigi (De Miranda ve
Genersch 2010) ancak ektoparasitik akar Varroa destructor tarafindan iletildiginde,

morfolojik deformite hatta 6liime yol agarak arilar lizerinde yikici etkilere neden oldugu
bildirilmektedir (Gisder vd. 2009).

DWV'in bal arisina iletilmesi, kontamine polen tiiketimi yoluyla ve yetiskin
arillar arasinda dogrudan irtibat yoluyla yatay olarak gergeklesebildigi gibi virlis
tarafindan enfekte olmus erkek ar1 (drone) bir kraliceyi dolledigi zamanda
goriilebilmektedir. Ayrica DWV enfekteli yumurta yumurtlayan bir kralice tarafindan
da dikey olarak iletilebilir (Organtini vd. 2017).

Bu konu hakkinda sik¢a yapilan ¢alismalardan biri olan ve bal arisinda viriislerin
dikey olarak gegebildigini gosteren ilk ¢alisma oldugunu belirten Chen vd. (2006),
toplamda alt1 viriis iizerinde gozlemledikleri virlis iletimini kraligelerin digsk1 ve
dokularindaki viriislerin varhigini inceleyerek degerlendirmisler ve kafa dokusu
haricinde, bes dokunun yani sira kraligenin digkilarin1 da virlis enfeksiyonlart igin
pozitif bulduklarini belirtmislerdir.

Ayrica bal arilarinin kafalara DWV enfeksiyonu enjekte edilerek yapilan bir
caligmada bu virlisiin bal arilarinda 6grenme eksikliklerine neden oldugu (Igbal ve
Mueller 2007) tarafindan bildirilmistir. Bu c¢alismada, foretik akarlarin, arilarin
hemollemfi ile beslenirken DWV'yi yetiskin arilara yatay olarak iletebildigini ve bu
iletimin muhtemelen beyni ve sinir sistemini (Shah vd. 2009) etkiledigini
belirtmislerdir.

DWV’nin, her ne kadar bal aris1 viriisii olarak ismi gegse de, iilkemizde Sarica
olarak bilinen, Avrupa Esek Aris1 (Vespa crabro L.) ile yapilan bir ¢alismada (Forzan
vd. 2017) Avrupa Esek Arisi’nin (Sarica arisi) kralicelerinin de DWV ile enfekte
oldugunu gosterilmistir. Bu calismada semptom gosteren ve gostermeyen esekarisinin
karm ve gogiis bolgesinin RT-PCR tetkikiyle pozitif oldugu ve aktif replikasyona isaret
ettigi bildirilmistir. Bu bulgunun sadece Avrupa Bal Arisini (Apoidea) degil, aym
zamanda viriislii bal arilarinin esekarisi tarafindan yutulmasi ile olasi bir bulag yolunu
dogruladiklarini ve bu c¢alismanin esekarisinda DWV'nin saptanmasina iligskin ilk
raporunun oldugunu belirtmislerdir.

Buna ek olarak (Zanni vd. 2017) Kuzey yarimkiirede bildirilen bal arisi
kolonilerinin (Apis mellifera L.) yillik kayiplarinin tarim ve biyogesitlilik igin kiiresel
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bir problemi temsil ettigini belirterek parazit akar Varroa destructor 1in, Deforme Kanat
Viriisii (DWYV) ile birlikte bu fenomende anahtar rol oynamakta oldugunu, ancak altta
yatan mekanizmalarin  halen  belirsizligini  korudugunu  belirtmislerdir. Bu
mekanizmalar1 aydinlatmak igin, laboratuar ve tarla kosullarinda, enfekte edilmemis ve
akar bulastirilmis arillarin gen ekspresyon profilini analiz ederek, cesitli kosullarda
parazitlesmenin bal arisinin transkriptomuna (organizmadaki genler biitiinii) etkilerini
incelemislerdir. Caligmalarinin sonucunda parazitlesmenin yiiksek viral yiiklerle anlaml
derecede korelasyon iginde oldugunu ve akar istilasina maruz birakilan arilarin, stres
tepkisi, bagisiklik, sinir sistemi fonksiyonu, metabolizma ve davranigsal olgunlagma ile
iliskili genlerin degisen bir ifadesini sergilediklerini bildirmektedirler.

2.7.2. Torba Ciiriikliigii/Tulumsu Yavru Ciiriikliigii Viriisii (SBV)

Tulumsu yavru cliriikliigii /Sacbrood viriisii (SBV) ve Deforme Kanat Viriisii
(DWYV), evrimsel olarak pozitif iplik¢ikli RNA viriisleri, Iflavirus grubunun iiyeleridir.
Her ikisi de Apis mellifera L. ile aricilik yapanlarin biiyiik bir sorunudur. Arazide SBV
ile enfekte olan larva donemindeki arilar genellikle larval gelisimini durduran, larva
Olimiine neden olan viriisii yiiksek seviyede biriktirme semptomlar1 gdstermektedir
(Ryabov vd. 2016).

Tulumsu Yavru Ciriikligi (Sacbrood) virlisii (SBV) Avrupa bal arilart Apis
mellifera L. 'de yaygin olarak bulunur. SBV, en yaygin ar1 viriisii olup diinya ¢apindaki
hemen hemen tiim kolonilerde tespit edilmistir. Asil enfeksiyon larva iizerinde meydana
gelse de yetiskin arilari da etkilemektedir (Choe vd. 2012). Asya bal arilarinda (A.
cerana) farkli bir SBV tiirii olan AcSBV pupa olusumundan once larvanin dliimiine
neden olmakta ve ¢ogunlukla kolonileri bosaltarak ¢okiise yol agmaktadir (Huang vd.
2017).

Tulumsu Yavru Ciiriikligii hastaligi ilk defa 1913 yilinda tanimlanmig ve 1917
yilinda viriis enfeksiyonu olarak bilinmis olsa da (White 1917) bu enfeksiyona sebep
olan SBV etmeni 1964’e kadar tanimlanamamustir (Bailey vd. 1964).

Tulumsu Yavru Ciirikligii (SBV) Cin bal arisina bulastiginda ise Cin sacbrood
viriisii (CSBV) olarak adlandirilmistir. CSBV ilk kez 1972'de Guangdong Cin'de
tanimlanmis ve 2008 yilinda Liaoning China'da bireysel arilarda o6liimciil hastaliklara
neden olmasiyla ve tiim kolonilerin ¢okmesine sebebiyet vermesiyle yeniden ilan
edilmistir (Mingxiao vd. 2011). Cin Sacbrood viriisii (CSBV) hem Avrupa bal arisi
(Apis mellifera) hem de Asya bal aris1 (A. cerana) 'yi enfekte eden pozitif iplik¢ikli bir
RNAviriisdiir. Bununla birlikte, CSBV, Asya bal arilarinda Avrupa bal arilarindan ¢ok
daha yikict etkilere sahiptir ve A. cerana'ya dayanan tarim ve dogal ekosistemler i¢in
ciddi bir tehdit olusturmaktadir (Shan vd. 2017).

Tulumsu Yavru Ciiriikligii hastaligi genellikle, koloninin en hizli sekilde
biiylidiigli ve kolonide larva ve geng eriskinlerin ¢ok fazla oldugu ilkbahar doneminde
ortaya ¢ikmaktadir (Bailey 1969).

Enfekte olmus kolonide hastalik, oOlen larvanin hiicrede kalmis atigini
temizlemek igin larvalari yiyen is¢i arilara bulagsmasiyla baslar (Bailey 1969) ve enfekte
olan is¢i arilar diger yavrular1 beslerken agiz salgilari ile viriisli yavrulara bulastirirlar.
Enfekte olmus larvanin rengi beyazdan soluk sariya doniisiir ve 6limiinden sonra
cabucak kuruyarak koyu kahverengi gondol seklini almaktadir (Bailey 1975). Hastalik,
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yavrunun deri degisimi sirasinda gergeklestiginden deri degisemez ve iki deri arasinda
stv1 birikmesi olup tulumsu bir sekil alir. SBV ayrica yetiskin ariy1 enfekte edebilir ve
enfekte iscilerin omriinii kisaltir (Bailey 1976). Bununla birlikte, yetiskin bal arisi
enfekte oldugunda, agik bir fiziksel bulgu gostermez (Bailey 1975; Berényi vd. 2006).

Cin sacbrood viriisiiniin (CSBV) ¢ap1 26-30 nm olup, zarflanmamis, yuvarlak ve
goriinim bakimindan o6zelliksizdir ve kiiciik RNA viriisii ailesine, Picornaviridae'ye
aittir. Viriis genomu + ssRNA'dir ve kapsidinde (Qinfen vd. 2002) dort tane yapisal
protein (30.5, 31.5, 37.8 kDa ve 44.2 kDa) bulunur, ancak SBV hakkinda {i¢ yapisal
protein (25, 28 ve 31.5 kDa) bildirilmistir. (Ghosh vd. 1999). SBV, tamamen
sekanslanmis ve genomik RNA's1 tipik memeli pikornaviriislerinden (yaklasik 7,500 nt)
daha uzun 8,832 niikleotid olan ve 2.858 amino poli proteini kodlayan tek, bliyiik bir
acik okuma gergevesi igeren ilk ar1 viriisiiddir (Mingxiao vd. 2011).

2.7.3. Kronik An Felg Viriisii (CBPYV)

Kronik Art Felci Viriisii yetiskin ar1 felcinin bir etmenidir ve is¢i arilarinin
kayiplarina neden olur (Bailey vd. 1963; Allen ve Ball 1996). CBPV pozitif tek iplikli
RNA viriisii olarak kabul edilmesine ragmen, herhangi bir ailede siniflandirilmamistir.
Virlis pargaciklarinin morfolojisi ve RNA genomunun yapisal diizenlenmesi diger bal
arist RNA viriislerine kiyasla belirgin profillerdir (Olivier vd. 2008). CBPV ilk kez
1963 yilinda tanimlanmis ve iki farkli 6nemli hastalik belirtisi indiiklemistir (Bailey vd.
1963).

Kronik Ar Felci Virisi, izole edilmek istenen ilk bal aris1 viriislerinden biridir.
Bal aris1 viriisleri arasinda farkli bir parcacik boyutuna ve genom kompozisyonuna
sahip olmasi bakimindan benzersiz olmakla birlikte enfeksiyondan kaynaklanan hem
gbzlemlenebilen davranis hem de fizyolojik degisiklige sahip olan tek bal aris1 viriisii
olarak nitelendirilmistir.

Hastaligin belirtileri yetiskin arilarda iki semptom grubundan birinde goriiliir
(Genersch ve Aubert 2010). Tip 1 semptomlarinda, yetiskin arilarin ugamayarak,
kanatlar1 ve viicutlar1 titrek hareketler gosterir, ¢ogunlukla birlikte kiimelenirler.
Arilarda ayrica dizanteri olusturan sismis bir karin olabilir ve belirtiler gosterdikten
birkag giin iginde oliirler ( Moore vd. 2015).

Tip 2 belirtileri, ucabilen yagl, tiiysiiz siyah yetiskin arilardir, ancak birkag¢ giin
icinde ugusa elverissiz olurlar ve titreyerek Oliirler. Bu sendromlarin her ikisi de ayni
koloni igerisinde olusabilir. Cogunlukla koloni (Ribiere vd. 2010) hizli bir sekilde
yetiskin iscilerini kaybederek ¢okiise dogru ilerler (Bailey ve Ball 1991). Ancak bu
belirtiler benzerdir ve siklikla Nosema apis, koloni ¢okiis bozuklugu (CCD), trakeal
akarlar, kimyasal toksisite ve diger viriisleri igeren diger bal arisi1 hastaliklariyla
karistirtlmaktadir (Moore vd. 2015) .

Yetigkin bir armin kiitikiilii tizerindeki kirik tiiylerden kiiciik kesikler ve enfekte
erigkin arilarla dogrudan temas, viriisii agik gdzenekler yoluyla yayar; Bu hizla meydana
gelir ve yetiskin arilara enfekte olursa, koloni 6liimii ile sonuglanan bir salgin ortaya
cikar. Bir koloni i¢inde enfekte arilardan alinan digki da hastaligi yayabilir, ve olasi
diger varroa iletimi de dahil olmak iizere, diger iletim yollar1 da yaymakta rol oynar.

Viriis yilin herhangi bir zamaninda bir salgin olarak ortaya ¢ikabilmektedir.
[Ikbahar ve yaz viriisiin 6liim nedeni olarak en sik goriilen mevsimdir ancak belirgin

21



KAYNAK TARAMASI A. ALEMLI

semptomlar gostermeksizin koloni yil boyunca devam edebilmektedir (Miranda vd.
2012).

Kronik Arn Felci Viriisi bir RNA genomuna sahiptir ancak pikornaya
benzemez. Bunun yerine, bu virlis olagandisi1 elipsoid bir yapiya ve 5 molekiil RNA
bulundurmaktadir (Bailey 1976).

CBPV, tek sarmalli bir RNA viriisidiir. Genomu RNA1 ve RNA2 olmak tizere
iki biliyik RNA'dan olusur (Overton vd. 1982). CBPV'nin yapisal proteinlerinin
RNAZ2'de bulunan ORF2 ve ORF3 tarafindan kodlandigi 6nerilmistir (Olivier vd. 2008).
CBPV virionlarinin RNA2'nin ORF2 ve ORF3'i tarafindan kodlanan iki protein
icerdigini (Gisder ve Genersch 2015) bildirmislerdir.

2.7.4. Akut An Felg Viriisii (ABPV)

Akut An Felci Virisii, CBPV ilk izole edildiginde yanlislikla kesfedilen bir
viriis olmustur (Bailey 1963). CBPV'den farkli olarak, ABPV viriisii dogrudan varroa
istila ile ilgilidir fakat CBPV’ye benzer semptomlari da vardir. APBV, semptom
gostermeyen enfekte erigkin arilardan, larval jolede (ar1 siitii) gelismekte olan larvalara
veya varroa akarlari tarafindan larvalara ve pupalara gonderilmektedir (Moore vd. 2015)
ve oral yolla eriskinlerden arilara bulastirildiginda tipik olarak gizli enfeksiyonlara
neden olmaktadirlar.

ABPV, beslenme yoluyla 6liime neden olan yaklasik bir milyar viral parg¢acik
almaktadir ancak varroa tarafindan vektorlendiginde ve gelismekte olan arinin
hemollemasina dogrudan enjekte edildiginde, yalnizca 100 virlis pargacigi 6lmeye
yeterli olmaktadir (Genersch ve Aubert 2010). Varroa akarmin beslenme periyodu ne
kadar uzun olursa, iletim hiz1 da o kadar yiiksek olmakta (Genersch ve Aubert 2010) ve
ABPV ile enfekte olan pupa, o donemi atlatamadan olmektedir. Gelismekte olan
arilardaki viriis ise bir koloninin ¢Okiise dogru gitmesine neden olmakta, ABPV
salginiyla enfekte olmus koloni ayni sezonda dlmektedir (Sumpter ve Martin 2004).

Akut Ari Fel¢ Viriisii’niin Inkiibasyon siiresi ¢ok zaman almamakta, felcin
gelisimi ve belirtilerinin ortaya ¢ikmasi 3-4 giin siirmekte ve ortaya ¢iktiktan 1-2 giin
icersinde de bireyler 6lmektedirler. Yetigskin arilar ve larvalar iizerinde etkili olan bu
viriis daha ¢ok yaz aylarinda goriiliir. Kurak havalarda hastaligin siddeti artar. Arilarin
kanatlar1 agik, sarkik ve titrer vaziyettedir ve ugma yetenekleri kaybolmustur. Kiimeler
halinde, arilik 6niinde, toprakta siiriiniirler. Kovandaki arilar ise, yavrulu gergevelerin
ist kisminda toplanmaktadirlar.

Kanatlarda ve viicutta fel¢ olarak tanimlanan titremeler goriilmekte, midedeki
bal dolu sivi disar1 atilmadigi i¢in abdomen siskinlesmektedir. Ayrica viicutlarinin
tilysiiz, parlak ve yagl bir goriiniimde olmasi da Kronik Ar1 Felcine benzer nitelikteki
semptomlaridir. Biitiin ar1 hastaliklarinda oldugu gibi bulasmanin besin aligverisi ile
meydana geldigi sanilmaktadir.

ABPV’nin tek-iplikcik RNAs1 poly (A) kuyrugu hari¢ 9470 niikleotid igerir. ki
kodlama boélgesi bulunur (ORF1 ve ORF2) ve 5° ORF1 sekans1 605-6325 ve 3°’ORF2
sekans1 ise 6059-9253 arasindadir. ORF1 sekansi polimeraz, helikaz ve proteaz
kodlamas1 yaparken ORF2 35, 33 ve 24 kDa biiytikliigiinde kapsid proteinleri kodlar.
ABPYV sekansi ile Drosophila C viriis, Plautia stali, Rhopalosiphum viriis ve Himetobi P
viriis arasinda yiiksek benzerlik olup bunlar pikorna benzeri insekt enfeksiyonu yapan
RNA viriisleri olarak tanimlanmaktadir (Govan vd. 2000).

22



KAYNAK TARAMASI A. ALEMLI

2.7.5. 1Israil Akut Fel¢ Viriisii (IAPV)

Bal aris1 mortalitesi, yakin zamanda, koloni ¢okme bozuklugu (CCD) olarak
bilinen yeni bir sendrom i¢in &nerilen etiyolojik bir etmen olan Israil Akut Fel¢ Viriisii
(IAPV) ile iliskilendirilmistir. Bu viriisle bulasik arilarin belirtileri kanat titremesi
sonrasinda felg¢ ve kovanin disinda 6liimle son bulmaktadir (Reynaldi vd. 2011).

ABD'de saglikli ve CCD’den etkilenen koloniler arasinda yapilan bir
aragtirmada (Foster vd. 2007), CCD’den etkilenmis koloniler ile 2004 yilinda ilk kez
tanimlanan RNA viriisii olan Israil Akut Felci Viriisii arasinda onemli bir iliski
bulunmustur (Maori vd. 2007).

Israil Akut Felg Viriisii, KBV ve ABPV ile yakin iliskili goriilse de IAPV nin
genetik ve serolojik olarak farkliklarinin bulundugu bildirilmistir (Maori vd. 2007). Son
yillarda ABD’de meydana gelen biiyiik koloni kayiplar1 ile yakindan iligkili oldugu
diisiiniilen ve bu yonde arastirilan ¢alismalarda ani sonme gelisen kolonilerin biiyiik
cogunlugunda IAPV tespit edilmistir (Cox-Foster vd. 2007).

Genetik yapisindan dolayr Dicistroviridae ailesinin yeni bir tiiyesi olarak
karakterize edilen IAPV’nin genomik RNA biiyiikligii 9487 niikleotid 2 ORF bolgesine
sahiptir (Maori vd. 2007). Bir ORF kodlama bolgesi sahip ve bir protein sentezi olan
Picornaviridae ailesine benzemeyen 6zelligi 2 ORF bolgesine sahip olmasidir (Palacios

vd. 2008).

Chen vd. (2014)’te yaptiklar1 ¢alismalarinda ar1 kolonileri higbir klinik
enfeksiyon bulgusu gostermese de, IAPV’nin yaygin olarak bulundugunu ve IAPV-
pozitif PCR sinyali, yumurta, larva, pupa, yetiskin isciler, dronlar ve kraligelerde ve
arilar tizerinde beslenen V. destructor'da da tespit ettiklerini bildirmiglerdir.

Fransa’da tespit edilen ilk IAPV” yi bildirdiklerini belirten Blanchard vd. (2008)
siddetli kayip ve 6liim oran1 gosteren Fransa’da ki ariliktan arilar toplayarak Israil Akut
Felg Virisii (IAPV) varligi agisindan RT-PCR ile taradiklarimi ve iki farkli cografi
bolgede bulunan 35 galisma yapilan ariliktan 51 pozitif belirlenmistir.

Bal aris1 6liimleri son yillarda Arjantinli aricilar arasinda da ciddi bir problem
haline gelmistir. Bu nedenle Reynaldi vd. (2011)‘de Arjantin'deki birkag¢ ilden alinan
orneklerde TAPV'yi tespit etmek i¢in bir ¢alisma gergeklestirerek ters transkripsiyon
Polimeraz Zincir Reaksiyonu ile ¢alismalarini gergeklestirmislerdir. Caligma neticesinde
Arjantin'in asemptomatik kovanlarinda IAPV goriilme sikligmin yiiksek oldugunu
bildirmiglerdir.

2.8. Varroa destructor

Oriimcek (Araneae), ar1 biti (Braula coeca Nitzsch), esek aris1 (Vespa crabro
L.), biyik balmumu giivesi (Galleria mellonella L.), kulagakagan (Forficula
auricularia L.), ar1 kusu (Merops apiaster L.), glimiis bocegi (Lepismatidae) gibi bir¢cok
bal aris1 zararlisinin yaninda Varroa destructor’da bulunmaktadir (Lermi 2010). Fakat
Varroa destructor diger bal arisi zararlilarindan daha baskin bir sekilde ‘aricilik
endiistrisini tehdit eden en ciddi zararli’ olarak anilmaktadir (Jiang vd. 2016). Bu kiigiik
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akarmn iiniine yakisir bir sekilde aldigr ‘yikici’ (destructor) iinvani da bunu belirtir
niteliktedir.

Varroa destructor, bal arist (Apis mellifera L.) 'nin ektoparasitik bir akaridir
(Pritchard 2016). Asya anakarasina ait olan ve sadece Apis cinsi bal arilarinda iireyen
kiiciik akar grubundan biri olan varroa, diinyada hemen hemen her iilkeye hizli bir
bicimde yayilmistir. Bal aris1 kolonileri lizerinde biiyiik zararlara neden olan bu akar,
bal arilarinda (Apis mellifera L.) ilk kez goriilmesinden giiniimiize kadar (Morse ve
Laigo 1969) halen arastirilmaktadir.

Varroa destructor orijinalde Dogu Bal Arisi Apis cerana ile sinirli bir
parazitken, gecen ylizyilin ilk yarisinda yeni ev sahibi Apis mellifera'ya gectikten sonra,
diinyadaki diger iilkelere dagilmig ve giliniimiizde aricilik i¢in bas tehdit olarak
goriilmeye baslanmistir. Varroozun neden oldugu hasar Avrupa'da ve ABD'de periyodik
koloni kayiplari i¢in dnemli bir itici gii¢ olarak diisiiniilmekte ve bu lilkelerde diizenli
varroa tedavilerini zorunlu kilmaktadir. Dolayisiyla varroa arastirmasi, sadece konukgu-
parazit iliskisi ile degil, ayn1 zamanda aricilik i¢in siirdiiriilebilir ¢oziimler bulmakla da
yikiimlii hale gelmistir (Peter Rosenkranz vd. 2010).

Apis mellifera'ya V. destructor'un bulasmasinin aricilar araciligiyla oldugu
yaygin olarak kabul goren bir gercektir. V. destructor ve A. mellifera birlikte
gelismediginden parazit /konukgu iliskisinin olgunlagsmadig1 dolayisiyla A. mellifera'nin
varroaya karsi savunmasinin yetersiz kaldigi tahmin edilmektedir. V. destructor, Apis
mellifera’da hem is¢i hem de erkek arida (drone) kulugka iiretirken, dogal konakgisinda
sadece erkek ar1 siiriisiinde ¢cogalmaktadir (Anderson ve Trueman 2000). Bu 6nemlidir
¢ilinkii is¢i arilarin kulugka hiicresi erkek ar1 (drone) kulugka goziinden ¢ok daha fazla
olmaktadir.

Varroa akarmin neden oldugu ciddi sorunlardan biri de, bal arilarinda 6liimciil
hastaliklara neden olan virlislerin bulagsmasina aracilik etmesidir. Bal arilarinda bulunan
virtislerin 50 yildir bilim adamlari tarafindan bilinmesine ragmen varroanin yaygin bir
sorun haline gelmesiyle (1980'li yillara kadar) genellikle zararsiz sayilan virlisler de
baslica sorun olarak ele alinmistir (Moore vd. 2015).

O zamandan bu yana, yaklasik yirmi bal aris1 viriisii kesfedilmis ve bunlarin
cogunlugu, fiziksel ve / veya biyolojik vektor olarak davranan Varroa akarlari ile
iligkilendirilmistir (Kevan vd. 2006).

V. destructor, hemen hemen tiim diinyaya kisa siirede yayilmistir ve Avustralya
disinda herhangi bir yerde varroa igermeyen bir bal aris1 kolonisi bulmak artik zor
goriinmektedir. Periyodik tedavi olmadan, iliman iklim kosullarindaki bal arisi
kolonilerinin ¢ogu 2-3 yillik bir siire icinde ¢okmekte ve siirekli uygulanan tedaviler,
aricilik maliyetlerini ve ar1 Girlinlerinin kimyasal kalint1 riskini arttirmaktadir (Anderson
ve Trueman 2000).

Varroa destructor, Avrupa'daki aricilik ve bal arist kolonilerinin sayisindaki
azaligta onemli bir faktor olarak goriilmektedir. Dogal polinatdrlerin diinya capinda
azalmasi ile birlikte, varroa akari, gelecekteki tozlasma olaylarindaki olumsuzlugu daha
da arttirabilecegi goriilmektedir (De la Rua vd. 2009). Bu nedenle varroa arastirmalari,
aricilik, bocek patolojisi ve akaroloji alanlarinda ¢alisan tiim bilim adamlar1 i¢in bir
miicadeledir.
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Ongus vd. (2004)’de yaptigt calismada, Varroa destructor’da viriisiin
ireyebilme durumu arastirnllmis ve varroa akarindan viriislerin bulasabildigini
kanitlanmistir, 6nceden de varligi bilinen fakat dnemsenmeyen virlisler varroa zararlist
yiiziinden hemen hemen tiim tilkelerde sorun olarak bildirildigi belirtilmistir.

Koyu-kizil kahverengi renkte olan disi yetiskin varrolar 1,1-1,2 mm uzunluga
sahip ve 1.6-1.7 mm genisligindedir. Disi varroalardan daha kiigiik gri-beyaz sarimtrak
renkte olan erkek varroalar 0,8-0,9 mm wuzunlugunda ve 1-11 mm kadar
genisligindedirler. (Kaftanoglu vd. 1992). Disi varroalar; yetiskin bal aris1 iizerinde,
pupa veya larva iizerinde goriilebilmekteyken erkek varroalari sadece petek gozler
icinde goriilmektedir. Bunun nedeni erkek varroalarin hiicre igerisinde disilerle
ciftlestikten sonra 6lmeleridir (Akyol ve Korkmaz 2005).

Disi varroalar delici-emici agiz yapisinda olup, agiz tarafinda egri uclu ve keskin
bir ¢ift kiskag¢ bulunur. Her kiskag ileri geri hareket edebilmekte ve 6n kisimda bulunan
igneler aracilifiyla arinin segmentleri arasinda kolaylikla tutunabilmektedirler (Akyol
vd. 1997). Kiskaglarinn iki yanlarinda bulunan ¢ift hareketli agiz kenarlar1 vardir ve
bunlar kiitikiila tabakasinin delinmesini saglamakta ve agilan delikten yetigkin arinin
hemolenfini emmekte kullanmaktadirlar.

Disi varroa, genellikle yetiskin ar1 {izerinde bir hafta kadar kalarak onun kani ile
beslendikten sonra ergin arry1 terk eder ve hiicre kapanmadan hemen énce (5. Instar)
(Boot vd. 1992) kapanma durumunda olan larvali bir petek goziine girer, orada larva
kanin1 emerek beslenir, yumurtlar ve ¢iftlesirler. (Anderson ve Trueman 2000). Disi
petek gozlerine oranla, erkek petek gozlerinde yaklasik 8-10 kat fazla sayida varroa
bulunur (Fuchs 1990). Bunun sebebi ise erkek ar1 hemolenflerinde varroanin
iireyebilmesi i¢in gereken juvenil hormonunun disi arilardaki juvenil hormonuna gore
fazla miktarda bulunmasindandir.

Ag1z yapist yetiskin arinin hemolenfini emmeye uygun olmayan erkek varroalar,
sadece spermlerini disi varroaya aktaracak sekilde gelismislerdir, bu yiizden
beslenemeyen erkek varroalar petek goz igerisinde ciftlestikten kisa bir siire sonra
oliirler (Tutkun ve inci 1992).

Eger bir kolonide varroa yogunlugu fazla degilse 0 kolonide varroa uzun siire
kendini belli etmeden yasayabilmektedir. Cilinkii varroa, bal arisinin viicudundaki toraks
ve abdomen segmentleri arasina girerek ar1 hemolenfiyle beslenirken, aridan bagka bir
artya ya da aridan petek goziine veyahut petek goziinden ari lizerine yerleserek kovan
icinde istedigi gibi hareket edebilmekte ve belirti gostermeden uzun siire
gizlenebilmektedirler ve bu sekilde parazit yogunlugu artmadan yasamlarini idame
ettirebilmektedirler. Fakat ¢cok az sayida varroa bir yetiskin ar1 lizerinde goriilse dahi
koloni igerisindeki niifus yogunlugu cok hizli bir sekilde artabilmektedir (Kaftanoglu
vd. 1992).

Bal arisinin paraziti olan varroalar tipkr bal arilarinda oldugu gibi dollenmesiz
yumurtadan erkek, dollenen yumurtadan ise disi varroa liremektedir. Kapanacak larva
gbziine giren disi varroa hiicre goziinlin kapanmasindan yetmis saat sonra (Ifantidis
1983) ana akar (disi varroa) yumurta birakmaya baglar ve bes ila altt yumurta 30 saat
araliklarla atilabilir (Ifantidis 1983; Martin 1994 ). Ik yumurta haploiddir ve bir erkek
akar halinde gelisirken, sonraki yumurta diploiddir ve disi akara doniisiir (Rehm ve
Ritter 1989; Martin 1994). Boylece 6,5-7 giinde ergin duruma gelen erkek varroalar 5-6
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giinde erginlesen disi varroalarla ayn1 donemde yetiskin olmaktadir. Ayn1 anda ergin
zamana denk gelen kardes varroalar birbiriyle giftleserek disi varroalar sperm kesesini
doldurur ve anne varroayla birlikte hiicreden ¢ikararak kendine yeni bir konukcu
bulurken erkek varroalar ise ciftlestikten sonra 6lerek hiicre tabaninda kalmaktadirlar
(Donzé vd. 1996; Akyol ve Korkmaz 2005).

Eger varroanin petek goziindeki sayisi, ikinin altindaysa bal arisinin sadece
yasam giiclinii azaltirken 3 ya da daha fazla sayida olan varroa, bal arilarinda kanat ve
ayak deformasyonu, yasam kisaligi, kanat yoklugu, erginlerin canli agirliklarinda
azalma, erkek arilarda sperm kalitesi diistikliigli, yavru yetistirme azalmasi gibi birgok
sorun olarak kendini gostermektedir (Kumova 2003).

Ar1 hemolimfi ile beslenen akar, ar1 saglig1 iizerinde dnemli bir stres yaratir ve
hem bireysel arilar hem de koloni igin ¢esitli olumsuz fiziksel etkilere neden
olmaktadirlar. Varroa beslenirken pupalarin yumusak viicut dokusunu tekrar tekrar
delerek fiziksel olarak yaralamakta oldugundan hemolenf kaybi organ gelisimini de
olumsuz etkilemektedirler (Schneider ve Drescher 1987).

2.9. RT-PCR (Es Zamanh PCR/ Ters Transkriptaz PCR / Kantitatif PCR)

PCR (Polimeraz zincirleme tepkimesi), ismini aldig1 polimeraz enziminin basrol
oynadigr bir islemin tanimmidir. Bilindigi tizere canli viicudunda DNA eslenmesi
yapilirken kullanilan bu enzim (polimeraz) canli hiicrenin disinda da DNA eslenmesinin
yapilmay1 istenmesiyle kesfedilmis ve sentetik olarak tiretilmistir. Kisacasi, canli hiicre
igerisinde siirekli yapilan DNA ¢ogaltma islemi bu cihaz ile taklit edilmistir (Heid vd.
1996; Dorak 2007; Fraga vd. 2008).

Cogaltilmak istenen 6rnek DNA, bir takim kimyasallar, primerler ve enzimlerin
PCR cihazinda muamelesiyle ¢ogaltilmistir. Fakat canli hiicre iginde DNA eslenmesini
saglayan enzimlerin gorevlerini, PCR cihazi igerisinde ‘sicakliklarin degistirilmesi’
faktorii almistir. Bu sicaklik degisimleriyle ve polimeraz enziminin istenilen siirede
aktif edilmesiyle DNA ¢ogaltimi saglanmistir.

30 yildir varolan ve bilim insanlarinin siirekli faydalandigi klasik PCR’in
1s18inda daha yeni bir teknik olan RT-PCR cihazi gelistirilmis ve RT-PCR son 20 yildir
siklikla kullanilagelmistir.

RT-PCR’in kullaniminin yapildigi bazi konular; mRNA’nin seviyesini sayisal
olarak saptama, tek nokta mutasyonlarini, DNA hasarini1 ve patojenleri saptayabilme,
metillenme saptamasi, SNP (Tek niikleotit polimorfizmi) analizi, kromozom
bozukluklarinin belirlenmesi gibi konulardir (Logan ve Edwards 2009).

Ayni zamanda RT-PCR; DNA c¢ogaltimi,

RNA’nin tek veya iki adimda DNA’ya ¢evrilmesi (RNA, cDNA, DNA),

DNA’nin sayisal olarak miktar tayini,

Islem gerceklesirken es zamanl olarak cihaz ekranindan islemin sonuglarimi gdstermesi,
Islem zamanin1 ve isgiiciinii kisaltmast,

Olabilecek kontaminasyon riskini de en aza indirmesi gibi 6zellikleri bakimlarindan da
klasik PCR’ye gore iistiin kabul edilmistir (Dorak 2007).
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RT-PCR, klasik PCR’dan farkli olarak floresan i1gima yapan problarin (Sybr
green, Taq Man) kullanilmasiyla fark yaratmis ve her 1s1ma cihaz monitoriinden izlenme
ayricaligr saglamistir (Kubista vd. 2006).

Problar, floresan 1s1ma yayabilme 6zelligine sahip sentetik olarak dizayn edilmis
oligoniikleotidlerdir. Floresan boyalar (problar); cogaltilmasi amaglanan DNA’nin
belirli bir dizisine tamamlayic1 olacak sekilde dizayn edilebildigi gibi (Taq Man prob
gibi zincire 6zgli ve sadece hedeflenen DNA ¢ogaldiginda 1s1ma yapabilen), primerin
katlanmasiyla olusan ¢ift zincire (primer dimer) ve hedef genle ilgili olmayan yerlere
baglanabilen ve PCR iirlinlinlin dogru sekilde saptanabilmesi i¢in erime egrisi analizi
(melt curve analysis) gerektiren problar da (Sybr Green) bulunmaktadir.

Her iki yontemin de kendi i¢inde avantaj ve dezavantajlari bulunmaktadir.

Cogaltilacak hedef DNA spesifik degilse etidyum bromid ve SYBR Green |I;
eger DNA’nin ¢ogaltilmak istenilen bolgesi, spesifik bir bolge ise bu bolgenin
saptanmasinda ise floresan isaretli problar kullanilmaktadir (Logan ve Edwards 2009;
Biskin vd. 2011).

2.9.1. Touchdown PCR (TD-PCR)

Touchdown (TD) PCR, uzun optimizasyonlar veya primerlerin yeniden tasarimi
gerekmeksizin, PCR'leri optimize etmek, 6zgiinliigii, hassasiyeti ve verimliligi artirmak
icin basit ve hizli bir yontemdir.

Touchdown PCR, kullanilan primerlerin dngoriilen ergime sicakliginin (T (m)
tizerinde bir baslangi¢ baglanma sicakligr kullanir ve daha sonra, ardisik dongiiler
boyunca daha diisiik, baglanmaya izin verici bir baglanma sicakligina kademeli olarak
gecis yapar (Shen vd. 2007; Korbie ve Mattick 2008).

Dogru ve yanlis baglanma arasindaki T (m) herhangi bir fark, dongii basina iki
katli bir avantaj saglamaktadir. TD-PCR, RT-PCR’da (ters transkriptaz) dahil olmak
tizere standart PCR protokollerinde yaygin olarak uygulanabilirligi ve ayni zamanda
cDNA kiitiiphanelerinin olusturulmasinda ve tek niikleotid polimorfizm taramasinda
kullanilmaktadir.

TD-PCR, amplifikasyonu zor olan kaliplar icin ozellikle yararhidir, ancak
Ozgiilliigii ve tiriin olusumunu arttirmak i¢in standart olarak da kullanilabilmektedir.
Islem, DNA kalip uzunluguna baglh olarak 90 ila 120 dakika arasinda siirmektedir
(Korbie ve Mattick 2008).

TD-PCR, dejenere primerlerin nonspesifik baglanma durumunu engelleyen ve
primerlerin baglanma sicakligini tayin eden bir PCR yontemidir.

Touchdown PCR yonteminde, baglanma sicakligi dongiiler arasinda 1-2 C
diisiiriilmekte optimal sicaklik derecesi belirlenmekte ve bu en uygun olan sicaklikta
kalan amplifikasyon dongiileri tamamlanmaktadir (Don vd. 1991; Bigkin vd. 2011).

PCR ile olusan spesifik olmayan bantlarin olusumunu 6nlemek icin TD- PCR

kullanilarak yapilan bir c¢alismada (Suzuki vd. 2006) TD- PCR yonteminin
amplifikasyon boyunca spesifik olmayan bantlarin olugsmasini 6nledigi bildirilmistir.

27



KAYNAK TARAMASI A. ALEMLI

2.9.2. Tek Adim (One Step) RT-PCR

Es Zamanh (Real Time) PCR tek adim ve iki adim olmak {izere iki ana yontem
altinda birlesmektedir.

Eger ters transkripsiyon islemi (RNA’dan cDNA’ya doniisiim) PCR ile ayni tiip
icinde gergeklestirilirse diger bir deyisle; RNA ¢cDNA’ya, cDNA DNA’ya doniisiiyorsa
tek adimli RT-PCR olarak tanimlanirken; ters transkripsiyon ayri bir reaksiyonda
cDNA’e doniistiiriiliip sonrasinda c¢cDNA'nin PCR reaksiyonuna eklenmesiyle
gerceklesirse bu islem iki adimli RT-PCR olarak tanimlanmaktadir (Zhao ve Wurst
2001).

Tek adimli reaksiyonlarin birka¢ avantaji vardir; bunlar, basit ve hizli olmasi,
ornekleme ve numune alma islemlerini azaltmasi, daha az pipetleme agamasi (muhtemel
hatalar1 ve kontaminasyonu azaltmasi), yiiksek verimli tarama ig¢in en iyi segenek
olmasi, yalnizca birka¢ deneme tekrarlandiginda en iyi yontemin olusturabilmesi gibi
secenekleri icermektedir. Ayrica bu yontem, hizli bir sekilde kurulmakta ve ilgilenilen
birkag gen yiikseltildiginde, birden fazla RNA 6rneginin islenmesini kolaylagtirmaktadir
(Wacker ve Godard 2005).

Yaklagik 15 yildir kullanilan bu cihaz bir¢cok bilim insani tarafindan; hassas,
giivenilir ve 6zglin (Pfaffl ve Hageleit 2001; Bustin vd. 2005; Kukielka vd. 2008;
Mingxiao vd. 2013; Dong vd. 2018) olarak nitelendirilmekte ve gelistirildigi giinden bu
yana Yiizlerce bilim insani1 tarafindan degerli bir ara¢ olarak bilimsel ¢alismalarinda
sik¢a yer bulmaktadir (Lanciotti vd. 2000; Pfaffl 2001; Spackman vd. 2002; Jothikumar
vd. 2006; Regge vd. 2012; Besnard vd. 2014; Babu vd. 2016; Darzi vd. 2018).

Bu nedenlerden yola ¢ikilarak bu tez konusu viriislerin arastirilmasi ve tayininde
Tag Man prob tek basamak, Touch Down RT-PCR kullanilmustir.

2.10. Bal arilarinda Molekiiler Calismalar

Apis mellifera L. ile ilgili yurt i¢i ve disinda yapilan ¢aligmalarda bal arilarinda
viriis yaygmlhgi, viriislerin filogenetik karsilastirilmasi, bal arilarinda viriis/varroa
sonuglu mortalite, bal arilarindaki 6liim oranlarinin Varroa destructor paraziti ile olan
iliskisi, viriis miktarlarinin farkli evrelerdeki degisimi ve yogunlugu, konulari ele
alinmis ve bu amagla tek adimli ya da iki adimli es zamanli kantitatif RT-PCR
kullanilmistir. Bu ¢alismalardan bazilari;

Riistemoglu ve Sipahioglu (2016), Hakkari’de 90 farkli arilikta Akut Ar Felg
Virlisii varligt ve yaygmhigm RT-PCR kullanilarak arastirmis ve 90 ariligin iki
tanesinde s6z konusu viriise rastladiklarini bildirmisler ve ¢alisma yapilan bolgede bu
viriisiin yaygin olmadigi sonucuna varmiglardir. Bulunan iki o6rnekte ABPV’nin
diinyadaki irklarla akrabalik derecesini inceleyip filogenetik analizlerini yapmislar ve
¢ikan sonug neticesinde diinyadaki diger ABPV’lerle % 85 - % 97 benzedigini rapor
etmislerdir.

Adjlane ve Haddad (2014) Deforme Kanat Viriisiiniin kovanlardaki yayginlig
ile ilgili Cezayir’de ve Kuzey Afrika’nin biiylik bolimiinde gergeklestirilmis ilk ¢alisma
olarak belirttikleri arastirmalarinda DWV’nin bal arilar1 mortalitesi lizerindeki etkisini
ve Varroa destructor parazitik akari ile olan iliskisini ele almislardir. Calisma neticesi
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PCR sonuglari, Apis mellifera intermissa bal aris1 kolonilerinin % 42’sinin bu virus ile
enfekte oldugunu gostermistir. Calismalarinin V. destructor ve Deforme Kanat Viriisii
arasinda ayrica arilikta goriilen 6lim vakalar1 arasinda baglanti olup olmadiginin
aydinlatilmasi1 bakimindan 6nem arz ettigini bildirmislerdir.

Mingxiao vd. (2013), bal arilarin1 (Apis mellifera) etkileyen ve larvalarin
Oliimiiyle sonuglanan pikornaya benzer bir viriis olan Cin Sacbrood Virist ile ilgili
yaptiklari ¢alismada klinik 6rneklerde Cin SBV'sini (CSBV) saptamak i¢in ¢esitli
prosediirler mevcut olmasina ragmen CSBV enfeksiyonunun seviyesi tahmin
edilmediginden bu viriisiin hizl1 tespiti ve kantifikasyonu i¢in bir test gelistirmeyi
amaclamislardir. CSBV vyapisal protein genleri icin spesifik primerler ve problar
tasarlayarak TagMan temelli es zamanl kantitatif PCR olusturmuslardir. Deneyin
Ozgiilliigii, duyarlilign ve stabilitesi degerlendirmislerdir ve o0zgiilliigiinlin yiiksek
oldugunu veya diger ar1 viriisleri ile ¢apraz reaktiviteye girmediklerini vurgulamislardir.
Test, 37 klinik 6rnekte CSBV'yi saptamak i¢in uygulanmis ve etkinligi, klinik tani,
elektron mikroskopisi gozlemi ve konvansiyonel RT-PCR ile Kkarsilastirilmistir.
TagMan CSBV i¢in MGB tabanli prob fliioresans ger¢ek zamanli kantitatif PCR test
edilen diger yontemlerden daha duyarli, hassas, giivenilir oldugunu ve bu ¢alismanin,
CSBV testi, epidemiyolojik arastirmalar ve hayvan modellerinin gelistirilmesi icin
yararli bir protokol olusturmus oldugunu bildirmislerdir.

Gauthiera vd. (2007), bal arist kolonilerinde hastalik semptomu gdstermeyen
birgok viral hastaliklarin arazide teshisinin zor oldugunu ve bu nedenle bal aris1 ve
varroadaki alti farkli RNA virlisiiniin yiikiinii tespit etmek igin bir molekiiler metot
gelistirdiklerini belirtmiglerdir. Bu amagla goriiniiste saglikli 360 koloniden varroa ve
bal aris1 toplanmislardir. Yapilan analizler sonucunda, bazi 6rneklerde ¢ok genis 6l¢iide
viral titre saptamislar ve kolonideki viral enfeksiyonlar: tesvik edebilen varroanin bazi
RNA viriislerinin kaydedilen yiiksek titresinin dogrulandigini bildirmislerdir.

Kukielka vd. (2008), Ispanya bal arilarinda (Apis mellifera L.) en yaygm
virlislerden Deforme Kanat Viriisii ve Siyah Kralice Hiicre Viriistiniin tespitini SYBR
Green (SG) kimyasina dayanan tek adimli bir es zamanli RT-PCR ile arastirmislardir.
Tanimlanan tek adimli S-G Real Time PCR ile gizli enfeksiyonlara neden olan bu bal
aris1 virtislerini saptamak ve 6lgmek i¢in hizli, dogru ve kullaniglt bir teknik oldugunu
kanitladiklarini belirtmislerdir.

Chen vd. (2005) yetiskin bal arilarinda kanat deformitesine ve erken Oliime
neden olan birgok ar1 viriisii gibi belirgin bir semptom gostermeyen gizli bir enfeksiyon
olarak devam eden DWYV ile ilgili ¢alismalarinda ters transkripsiyon RT -PCR ve
Southern hibridizasyonunu kullanarak, deforme kanatli ve deforme olmayan yetigkinler
de dahil olmak {izere bal arilarinin tiim yasam evrelerinde DWV’yi arastirmislar ve
farkli yasam evrelerindeki DWV seviyelerini, TagMan RT-gqPCR kullanilarak tespit
ettiklerini belirtmislerdir. Ayrica parazit akar Varroa destructor'da DWV bulduklarini
ve bu yiizden varroanin DWV yi bulastirdigini diistindiiklerini vurgulamiglardir.
Bununla birlikte, normalde akar parazitligi (yumurta ve larva) ile baglantili olmayan
yasam evrelerinde virlisiin saptanmasi, diger bulagma sekillerinin de olabilecegini
belirtmislerdir.

Blanchard vd. (2014) SBV’nin nicelendirilmesi i¢in iki agsamali tagman temelli
RT-gPCR analizinin gelistirilmesi ve semptomatik bal arist kolonilerinin saha
arastirmasina uygulanmasi ic¢in yaptiklar1 calismada SBV miktarini belirlemek igin
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semptomatik arilardan (larvalar, pupalar, eriskin arilar) FAM-TAMRA kullanarak
TagMan teknolojisi temelli iki adimlit RT-PCR testi gelistirmislerdir. Test sonuglarinin
giivenilirligi ve tekrarlanabilirligini, deneyin performansinin teyit edildigini ayrica SBV
niceliklemesi semptomatik larvalarda viriis ylikiiniin klinik bulgusu olmayan 6rneklere
gore anlamli derecede yiiksek oldugunu belirtmislerdir.

Shah vd. (2009) Japonya'daki agresif arilarin beyinlerinden izole edilen pozitif
iplik¢ikli bir RNA viriisii olan, arilar arasinda dikey ve yatay olarak bir koloni halinde
bulastig1 bilinen, arillarda hem semptomatik hem de asemptomatik enfeksiyonlara neden
olabilen DWV’nin bal aris1 Apis mellifera L.nin beynindeki lokalizasyonunu saptamak
icin RT-PCR yontemini kullanmiglardir. DWYV ile enfekte arilardaki viriisiin, gérme ve
koku alma olaylarindan sorumlu noéropiller de dahil olmak iizere beynin kritik
bolgelerinde ¢ogaldigini gosteren bulgular elde etmislerdir. Bu nedenle, beyindeki
DWYV enfeksiyonu, kritik duyu islevlerini olumsuz bir sekilde etkileyebilir ve normal ar1
davranigini degistirebildigini belirtmislerdir.

Chantawannakul vd. (2005) Tayland’da bulunan (Varroa destructor) akarlarda
ar1 viriislerinin ilk raporu oldugunu belirttikleri c¢alismada Tayland bal arisi
kovanlarindan varroa akarlari toplayarak RT-PCR (tagman) ile bal arisi1 viriislerinin
varligina bakmiglardir. Akar 6rnekleri tizerinde (Varroa destructor) s6z konusu yedi ari
viriisiiniin bes tanesini tesbit ettiklerini ve yaptiklari bu ¢alismada ar1 viriislerinin tek bir
akar tlizerinde bir arada bulunup bulunmadigina dair kanit sagladigini bildirmislerdir.

Grabensteiner vd. (2007) bal arist (Apis mellifera L.) Akut An Felci Viriisi
(ABPV), Siyah Krali¢e Hiicre Viriisii (BQCV) ve Tulumsu Yavru Ciiriikligl Viriistiniin
(SBV) es zamanl tespiti i¢in multipleks tek asamali RT-PCR kullandiklarini belirterek
viral genomlarin korunan bolgelerinde her viris igin spesifik {i¢ primer seti tasarlayarak
RT-PCR testlerini kombine multipleks analizi ile en yiiksek duyarlilik ve 6zgiilliik igin
optimize ettikleri RT-PCR testini Avusturya bal arist kolonilerinden alinan saha
ornekleri lizerinde test etmislerdir. Calisma neticesinde her {i¢ viriisii de tespit ettiklerini
ve bunu PCR iiriinlerinin dizilimi ile teyit ettiklerini rapor etmislerdir.

Kukielka vd. (2009) sybr green (SG) kimyasina dayanan iki adet tek adimli es
zamanli RT-PCR testlerini, Tulumsu Yavru Ciriikliigii Viriisti (SBV) ve Akut Ari Felci
Viriisi'niin  (ABPV) tespiti, farklilastirilmasi ve nicelendirilmesi icin sirasiyla
uyarlamiglardir. Viral tespit ve teshisi, erime egrisi analizi ve PCR iiriinlerinin dizilimi
ile teyit etmislerdir. Her iki teknigi de Ispanya bal arisimn viriis orneklerini
degerlendirmek ve bu viriislerin dagilimini saglamak i¢in kullanmiglardir. Sonuglarda
Akut Ari Felci Viriisiine rastlamadiklarini ve Tulumsu Yavru Ciirtikliigii Viriistiniin ise
diisiik frekanslarda goriildiigiinii bildirmislerdir.

Genersch vd. (2006), Deforme Kanat Viriisii (DWV) ile verimli bir sekilde viriis
bulastirilmis arilarin (Apis mellifera), pupal evrelerde V. destructor vasitasiyla kanat ve
diger morfolojik deformiteleri gosteren yetigskinlere doniistiiglinti belirtmis ve DWV ile
enfekte olan bal arilarinda goriilen kanat deformitelerine benzeyen belirtilerin bombus
arilarinda da (Bombus terrestris, Bombus pascuorum) ilk kez ortaya c¢iktigini
bildirmislerdir. Klinik olarak DWV'nin saptanmasi i¢in spesifik RT-PCR protokollerini
kullanarak, bombus arilarina DW'V bulastirdiklarini géstermislerdir.

Simeunovi¢ vd. (2014) bu ¢alismay: farkli Sirp bolgelerinden getirdikleri 55 bal
aris1 kolonisi ile ger¢eklestirmislerdir. Deforme Kanat Viriisii (DWV) ve Akut Ar Felci
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Virilisii (ABPV) varlig1 agisindan TagMan tabanli RT-PCR kullanarak test ettikleri
sonuglarda, her kovanlikta DWV varliginini, 11 kovanligin 10'unda ise ABPV oldugunu
ortaya koymuslardir. Asemptomatik kolonilerde yiikksek DWV (% 76,4) ve ABPV (%
61,8) pozitif numuneler oldugunu rapor ederek RT-PCR tekniginin bu tiir bir arastirma
icin en giivenilir yontem oldugu bildirmislerdir.

Siede vd. (2008) bal aris1 kolonilerinin asir1 kiglama kapasitesinde Akut Ari
Felci viriisiiniin 6nemini belirtmek igin arazi kosullari altinda yaptiklar ¢alismada 2004
yilindan 2006 yilina kadar Almanya'da topladiklar1 6rneklerden kontrollii bir ¢alisma
gerceklestirmiglerdir. Agiklayict degisken olarak kis oncesi ABPV yiikii {izerinde
yogunlasan ikili lojistik regresyon modeli kullanarak basarili bir sekilde kislama
kolonilerini (kontrol) kis 6liimleri ile karsilastirma yapmislardir. ABPV yiikiinii 6l¢mek
icin bir SYBR Green tabanli es zamanli PCR protokolii gelistirip RNA'ya bagli RNA
polimeraz bolgesine melezlesen bir ABPV'ye spesifik primer ¢ifti kullanarak yontemin
spesifik ve tekrarlanabilir oldugunu kanitlamiglardir.

Yue ve Genersch (2005) bal arisinin viral patojeni olan ve ¢cogunlukla gizli bir
enfeksiyon olarak devam eden veya bal arilarinda kanat deformitesine neden olan
Deforme Kanat Viriisii (DWV) tespiti ig¢in yakin gecmiste gelistirilmis olan RT-PCR
protokolii kullanmislardir. Varroa enfeksiyon seviyelerinde farkliliklar olan kovanlardan
kaynaklanan varroalarin ve sakat arilarin varligini analiz etmislerdir. Enfekteli arilarin
hemen hemen tiim viicut bolgelerinde DWYV replikasyon gostermis ve akarlar1t DWV
varligr acisindan incelediklerinde, populasyonlarda farklilik gosterdigini gérmiislerdir.
Buna ek olarak, DWV'nin sadece bazilarinda ¢ogaltilabildigi gosterilmis ve akarlardaki
viriis replikasyonunun kanat deformitesiyle korelasyona girdigini belirtmislerdir.

Bakonyi vd. (2002) yetiskin arilarin ve parazit akar Varroa destructor'in
araziden alinan Orneklerinde Akut Ar1 Felci Viriisii’niin olusumunu belirlemek igin iki
yillik bir ¢alisma yapmuglar ve viral niikleik asidi ters transkripsiyon RT-PCR
kullanarak saptadiklarin1 belirtmislerdir. Gorlintiste saglikli 114 Macar bal arisi
kolonilerinden topladiklar1 6rneklerin 14'iinde ABPV RNA'nin varligini saptadiklarini
belirtmislerdir. Arastirmada, arilarin {igte ikisinin ABPV ile % 12.2 enfekte oldugunu,
incelenen sekiz diger kovanlikta ise (% 87.5) ani ¢okiisten sonra kolonilerden viriis
varligi tespit ettiklerini belirtmislerdir. Bu kolonilerin ayn1 anda Nosema apis veya
Varroa destructor ile enfekte oldugunu da rapor etmislerdir. RT-PCR’1in amplikonunu
dizileyerek niikleik asit dizisi, % 93 homolojiyi ortaya ¢ikaran GeneBank veritabaninda
biriktirilen tam ABPV dizisine hizaladiklarini bildirmislerdir.

Tozkar vd. (2015), 2010 yilinda sekiz bolgede Koloni kaybi arastirmalari igin,
158 aricinin kolonisi ile gerceklestirdikleri arastirmada (98'c goger, 60'1 sabit aric1) ve
2011 yilinda, yedi farkli bolgedeki 221 aricilik arastirmasimi degerlendirmislerdir.
Yaptiklar1 ¢alismada orneklerden herhangi birinde KBV, IAPV ve SBV
saptamadiklarini belirtmislerdir. Bu 6rneklerde sadece ABPV, DWV bulundugunu, iller
arasindaki ar1 patojenlerinin dagilimi ve 2010 yilinda aricilik uygulamalar: ile 6nemli
oranda farklilik gosterdigini gormiislerdir. Genel olarak, Bitlis, Hatay, Mugla ve
Ardahan'da DWYV yiikleri diger bolgelerden daha yiiksek goriiliirken ABPV, Bitlis'teki
en yaygin ve Ozellikle gogmen aricilarinin Orneklerinde yiliksek oranda tesbit
etmiglerdir. 2011 yilinda DWV yiikleri bolgeler arasinda onemli farkliliklar
gosterdigini belirterek DWV yiiklerinin Mugla, Hatay ve Yigilca'da daha yiiksek
oldugunu bildirmislerdir. Yigilca ve Ardahan'daki sabit arilardan alinan 6rneklerde ve
Hatay, Mugla go¢cmen oOrneklerinde ABPV goriilme oraninin en yiiksek oldugunu,
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Hatay'in sabit kolonilerinde ise en diisiik seviye oldugunu gozlediklerini bildirmislerdir.
Ayrica, ABPV vyiikleri Yigilca-Kirklareli ile Yigilca-Mugla arasinda fark gosterdigini
(p=0,0398 ve p=0,0478) belirterek Mugla ve Ankara'daki ABPV yiiklerini, 2010 yilinda
goemen aricilik Orneklerinde, sabit aricilik 6rneklerine gére anlamli derecede yiiksek
oldugunu bulmuslardir. 2011 yili 6rneklerinin arasinda go¢ kolonilerinin patojen
yiiklerinin Mugla ve Hatay'da da daha yiiksek oldugunu ancak sonuglarin anlaml
bulunmadiklarini da rapor etmislerdir.

Muz ve Muz (2009)’da Hatay ilinde koloni ¢okmesine ugramis ariliklardaki
kralige arilarda yaptiklar1 arastirmada ¢oken kolonilerdeki DWV nin varligini ve birden
fazla parazitin olup olmadigina bakarak bu iki 6ge arasindaki iliskiyi arastirmiglardir.
Arastirma sonucunda bal aris1 orneklerinde DWV, Nosema sp., Malpighamoeba
mellificae ve Varroa destructor tespit ettiklerini belirtmislerdir. Ayrica Tirkiye'de
coken kolonileri olan arilarda ¢ok sayida parazit enfeksiyonu bulunan bal ar1
kraligelerinde DWV'nin ilk kayd1 oldugunu da rapor etmislerdir.

Giumiisova vd. (2010)’da bu ¢alismayr Karadeniz bolgesinde 28 farkli
kovanliktan 10 ar is¢i ar1 (toplamda 280 bal arisiyla) toplayarak gergeklestirmislerdir.
Arastirmada 3 bal aris1 viriisiinii (ABPV, CBPV, BQCV) Rt-gPCR ile tesbit etmek i¢in
icin yaptiklar1 analiz sonuglarinda ABPV’ye rastlamadiklarini, CBPV ve BQVV nin ise
pozitif oldugunu belirterek ayrica Tiirkiye de bu viriislerin ilk kez rapor edildigini
bildirmislerdir.

Ozkirim ve Schiesser (2013) Tiirkiyenin 20 farkli sehrinde farkli iklimlerde hem
RT-PCR hem Nested PCR kullanarak yaptiklari ¢alisma sonucunda IAPV viriisiini
tespit ettiklerini ve tiim sonuglari jel elektroforezinde gézlemlediklerini belirterek, farkli
illerdeki 71 numunenin 15'inde IAPV’yi kaydettiklerini belirtmislerdir. Bu viriistin kis
koloni kayiplariyla iliskisini de inceleyerek istatistik verilerin kig 6liimleri ve IAPV ile
iliskisi olmadigin1 belirtmislerdir. Ayrica bunun Tirkiye de ilk tespit edilen IAPV
virlisli oldugunu rapor etmislerdir.

Muz ve Muz (2017), 2015 ve 2016 yillart ig¢inde yaptiklari galigmada
Tekirdag’daki farkli ariliklardan bal arist numuneleri (koloni populasyonundaki
beklenmeyen azalma veya ani koloni kaybi gosteren kovanlardan) toplayarak
incelemislerdir. Sonugta 17 ariliktan 510 bal aris1 6rnegini, DWV, Nosema cerenae ve
Varroa destructor yoniinden kontrol etmislerdir. Ariliklarin timiinde varroa, 15’inde
DWYV ve 5’inde ise Nosema cerenae bulduklarini belirtmislerdir. Yaptiklar1 calismada
ani koloni kaybinda bu ii¢ tiir materyalin koloni ¢okmesindeki oranlarmni bulmay:
hedeflediklerini belirtmislerdir.

Amiri vd. (2014) bal arilarinin bir hastaligi olarak bilinen Kronik Ari Felci
Viriisii ile ilgili yaptiklar calismada koloni i¢indeki tek lireme bireyi olan kralicede
bulunan CBPV patojeninini aragtirmislar ve kraligelerin CBPV 'ye duyarliligina iliskin
deneyler yapmislardir. Duyarlilik deneyinden elde edilen sonuglar, enfeksiyon sonrasi
is¢i arilara kiyasla, kraligelerde benzer bir hastalik ilerlemesi gostermemistir. Enfekte
kralicelerin enfeksiyondan sonra 6. giine kadar belirti gosterdigini ve viriis diizeylerinin
1011 kopyaya ulastigini belirtmisler. Semptomatik is¢i arilarina zorla temas eden
kraligeler alt1 giinde kafa basina en fazla 1011 viriis kopyasiyla belirgin bir enfeksiyon
kazanmasma karsin semptomatik is¢i arilarla temas halindeki kraligelerde, ancak
kovanin disindaki saglikli arillardan yiyecek alma sansi ile saglikli c¢iktilarini
gormiiglerdir. Dokuz giin sonra bu kralicelerin ¢cogunda viriis yiikleri 107'yi gegcmedigini
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ve semptomatik is¢i arilarin, belirgin bir enfeksiyona neden olmasi i¢in, yeterli diizeyde
aktif CBPV pargaciklarini trofallazis yoluyla krali¢eye iletebilecegini bildirmislerdir.

Boncristiani vd. (2009), yillardir bal aris1 viral hastaliklarinin altinda yatan
patojenetik mekanizmalarin anlasilmasinin, viriis yayilimi i¢in bir hiicre kiiltiiri
sisteminin  bulunmamasiyla ciddi sekilde engellendigini belirtmis ve Viriis
replikasyonunun belirlenmesinin viriislerin patogenez siirecinin anlagilmasina yonelik
onemli bir adim olacagini vurgulamislardir. Yaptiklar: ¢alismada, bal arilarinda ve bal
aris1 parazitik akar1 olan Varroa destructor'da DWV ¢ogaltmasinin analizi igin iplik¢ik-
spesifik RT-PCR tabanli bir yontem gelistirdiklerini ve biyotinlenmis primerler ve
manyetik boncuklarla TagMan RT-PCR kullanarak, bal arilarinda DWWV
enfeksiyonunun ¢ogalmasi ve doku tropizmini Kkarakterize etmis olduklarin
bildirmislerdir.

Chen vd. (2006) bal aris1 kolonilerinde Akut Ar1 Felci Viriisli, Siyah Kralige
Hiicre Viriisii, Kronik Ar1 Felci Viriisii, Deforme Kanat Viriisii, Kagmir Ar1 Viriisii ve
Tulumsu Yavru Ciiriikligi Virtisii dahil alt1 ar1 viriisiin transmisyon mekanizmalarini
ters transkripsiyon-PCR (RT- PCR) yontemlerini kullanarak incelemislerdir.
Kraligelerin virlis durumunu, hemolimf, bagirsak, yumurtalik, spermateka, kafa ve i¢
organlari dahil olmak iizere kraligelerin diski ve dokularindaki viriis varhigmi da
incelediklerini belirtmiglerdir. Arastirmalarinin sonucunda kafa dokusu haricinde bes
dokunun yani sira kralice digkilarini da virlis enfeksiyonlar1 bakimindan pozitif
bulmuslardir. Ar1 kolonilerindeki kraligeler BQCV, DWV, CBPV, KBV ve SBV ig¢in
pozitif olarak tanimlandiklarinda, yavrular, yumurtalar, larvalar ve yetiskin isgilerin de
aym viriislerde pozitif olarak tamimlandiklarmi belirtmislerdir. Ote yandan, kraligeler
yalnizca iki viriis, (BQCV ve DWV) igin pozitif olduklarinda, bu iki viriis kralicenin
yavrularinda da pozitif oldugunu bildirmislerdir. Yumurtaliklarin dokusunda viriis
varligt ve kralicenin yumurtalari ve geng¢ larvalarinda ayni viriislerin bulunmasi,
kraligelerden yavrulara viriislerin dikey olarak bulastigin1 gostermekte oldugunu, ayrica
bu ¢aligmanin bal aris1 kolonilerinde viriislerin dikey gegisinin ilk kaniti oldugunu rapor
etmislerdir.

Abd-El-Samie vd. (2017) tarafindan yapilan bir arastirmada, Misir Giza
Valiliginden alinan arilarla gerceklestirilmis olup, bas, gogiis ve karindan toplam RNA
ve varroa akarlart i¢in degerlendirilmistir. Sirasiyla 250 ve 540 bg Deforme Kanat
Viriisii ve Kakugo (is¢i artlarinin beyinlerinde en sik goriilen pikornaya benzeyen bir
virlis) virlislerinden olusan iki fragmenti, es zamanli polimeraz zincir reaksiyonu
kullanilarak amplifiye etmis, sekanslamis ve analiz etmislerdir. Arastirmalarinin
sonucunda ise; DWV negatif olan asemptomatik bal aris1 6rnekleri digindaki ar1 viicudu
pargalarinin, gii¢lii bir sekilde DWV sonuglandigini rapor etmislerdir.

Youssef vd. (2015) eriskin bal arilarinda bulasici bir hastaliga neden olan CBPV
hakkinda yaptiklar1 c¢alismada, iki saflastirilmis CBPV major RNA'sinin in vivo
inokiilasyonunun sonuglarini sunmuslar ve RNA 1 ve RNA 2'nin bulasic1 oldugunu
gostermislerdir. Bal aris1 basmma 109 RNA kopyasiyla asiladiklarini ve asilandiktan
sonraki 6 giin i¢inde felg belirtileri gelistigini belirtmiglerdir. Enfeksiyon boyunca
CBPV RNA kopyalar1 sayisinin 6nemli olglide artmis oldugunu belirterek, CBPV
RNA'nin negatif iplikgiklerini RT-PCR ile tespit etmiglerdir. Asilanmig bal arilarindaki
CBPV pargaciklarin1 elektronik mikroskopi ile gorsellestirmislerdir. Bu sonuglar,
CBPV RNA 1 ve CBPV RNA 2 béliimlerinin viriis replikasyonunu indiikleyebildigini
ve CBPV viriisii partikiilleri iiretebildigini belirtmislerdir.
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Ribiere vd. (2007)’de yaptiklar1 bir ¢alismada, ar1 digkisinda bulasic1 Kronik Ari
Felci Virisiiniin - varh@mi  ve dolayli bir enfeksiyon yolu olarak roliinii
degerlendirmislerdir. Felgli arilarin  6rneklerini, saflastirilmig  viriis ile deneysel
inokiilasyon yoluyla iiretip kronik felg sergileyen kovanlardan toplamislar ve ar1 kafalari
veya diskilardaki CBPV’yi RT-PCR ile tespit etmiglerdir. CBPV RNA, dogal olarak ve
deneysel olarak enfekte olan arilarin diskilarinda ve yapay olarak CBPV ile enfekte olan
arilarda ayrica enfekte olmus bir koloninin zeminini kaplamak i¢in kullanilan kagit
sayfalarinda sistematik olarak tespit etmislerdir. Arilarin digskilarindan alinmis viriis ile
arilarin intratorasik (gogiis i¢i) olarak asilanmasi ve kontamine kovanlarda arilarin
yerlestirilmesiyle hassas arilarda belirgin bir hastalik yarattigin1 belirterek boylelikle
viriisiin bulagici oldugunu dair kanit gelistirmislerdir. Arastirmalarindaki bu dolayl
enfeksiyon yolunun agik kronik felce yol acabilecegini de vurgulamiglardir.

Benjeddou vd. (2001)’de yaptiklar1 ¢alismada ABPV ve BQCV bulgulari i¢in
kullandiklar1 RT-PCR ile ABPV'den 900 bp ve BQCV'den 700 bp'lik bir fragmenti
cogalttiklarin1 belirterek, her iki genomun 3 ‘'ucundan 1 kb'lik alanda spesifik PCR
primerleri tasarlamiglardir. Guanidinyum tiosiyanat, silika zar yontemini saglikli ve
enfekte olmus pupa numunelerinden RNA ¢ikarmak i¢in kullanmiglardir. Kor bir testte
(marka bildirmeden yaptirilan {iriin degerlendirilmesi) RT-PCR, ABPV ve BQCV
iceren Ornekleri basariyla tespit ettiklerini, saflastirillmis ABPV'nin yaklasik 1,600
genom esdegerlerinde, BQCV'nin ise 130 genom esdegerinde oldugunu bildirmislerdir.

Locke vd. (2014) yaptiklar1 bir ¢alismada bilinen tiim aricilik hastaliklarina gore
daha fazla hasar veren ve diinya ¢apinda bir dagilima sahip bal aris1 ektoparazitik akari
Varroa destructor kaynakli koloni 6liim oranlarinin akar tarafindan vektorize edilen
sekonder viriis enfeksiyonlariin bir sonucu oldugunu ve bunun varroaya karsi direngli
bal arisinin viriis enfeksiyonlarina direng veya tolerans igerebilecegi anlamina geldigini
belirtmiglerdir. Isve¢ Gotland adasindaki akarlara dayanikli (MR) Avrupa bal arisi
popiilasyonu i¢in durumun bdyle olup olmadigimi gérmek istemisler ve bu niifusun,
kontrol edilemeyen akar istilasindan yillar gectikge kurtuldugunu ve varroaya 6zgii
direng Ozellikleri gelistirdiklerini gdzlemlemislerdir. Gotland MR popiilasyonunda ge¢
donem virlis enfeksiyonlarini, varroa akar istila ve bal arist koloni popiilasyon
dinamiklerini izlemis ve bunu, kovanlik yakinlarda bulunan mite duyarli (MS)
kolonilere RT-gPCR tekniklerini kullanarak kiyaslamiglardir. Yazdan sonbahara kadar
Deforme Kanat Viriisii (DWV) titreleri MR ve MS popiilasyonlar1 arasinda benzer
sekilde artarken, Siyah Kralice Hiicre Viriisii (BQCV) ve Tulumsu Yavru Ciirikligi
Viriisii (SBV) titreleri MR popiilasyonunda MS popiilasyonuna kiyasla énemli dlgiide
birka¢ derece azaldigini belirtmiiiglerdir. Ayrica MR kolonileri bir sonraki kigt yiiksek
akar istilasi, yliksek DWV enfeksiyonu ve diislik oranlarda sonbahar kulugkaliklarindan
sag kurtarirken; MS kolonilerinin hepsinin yok oldugunu gozlemlediklerini
bildirmiglerdir.

Tentcheva vd. (2005) Apis mellifera L. ve Varroa destructor'daki Deforme
Kanat Viriisi’niin (DWV) RNA yiiklerini izlemek igin iki asamali niceliksel bir RT-
PCR tahlili uyguladiklarini ve rastgele DWV RNA polimeraz gen bdlgesinin korunmus
bir alaninda melezlesen bir ¢ift primer dizayn ettiklerini belirtmislerdir. Bu primerlerin
SYBR-green kullanilarak nicelendirilmis 69 niikleotid fragmentinden c¢ogaltilmis
oldugunu belirterek yontemin deneysel olarak dogrulanmasi igin farkli PCR tabaklari
tizerinde tekrarlamiglardir. Pupa oncesi erkek arilar iizerinde yapilan RT-PCR analizi,
DWYV RNA vyiikleri, parazitlenen birka¢ ana akar hiicrelerinde daha yiiksek goriinmiis
fakat isci arillarda DWYV prevalansi dogrudan akar istila edilmesiyle iliskilendirilmis ve
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DWV’nin yumurta digindaki tiim ar1 gelisim evrelerinde tespit edildigi belirtilmistir.
DWV RNA vyiikleri klinik belirtinin olmamasi durumunda bile kaydedilmis; deforme
kanatlarla ortaya ¢ikan arilar agirlikli olarak DWYV ile enfekte olmuslardir. Gelismekte
olan arilar tizerinde toplanan akarlarda ise DWV RNA verimi, 104 ila 106 kopya
arasinda degistigini, ancak bazi durumlarda 108 kopyay1 asabildigini bildirmislerdir.

Baker ve Schroeder (2008)’de Devon'da yaptiklar1 ¢alismada, kolonilerde diisiik
seviyelerde bulunan ve tipik olarak enfeksiyon belirtileri gostermeyen bal arisi Apis
mellifera L. virtislerini RT-PCR kullanilarak 23 kovanlikta 6 ar1 viriisiiniin varhigi
acisindan taramiglar, bulduklar1 pozitif kolonileri viral genetik cesitlilik agisindan
analiz etmislerdir. Kolonilerin % 97'si Deforme Kanat Viriisii (DWYV) igin pozitif
sonuglanirken, % 29'u Akut An Felci Viriisii (ABPV) i¢in pozitif olarak gozlenmis ve
% 1,44 hem Tulumsu Yavru Ciiriikligi Viriisii (SBV) hem de Siyah Kralice Hiicresi
Virlisii (BQCV) igin pozitif bulunmustur. Sonu¢ olarak; ¢oklu enfeksiyonlarin
yaygmligint ve kolonilerin % 32'sinden fazlasinin viriisle enfekte oldugunu
bildirmislerdir.

Antnez vd. (2006), aricilarin Uruguay ve diinya genelinde periyodik olarak
yiizlesmesi gereken ciddi bir sorun olarak niteledikleri bal aris1 mortalitesini ele alip
diger patojenlere ek olarak, kolonide RNA viriislerinin varliginin da mortaliteler
tizerinde rolii olabilecegini belirtmiglerdir. Varroa destructor ve Nosema apis
bakimindan pozitif ve negatif olan Uruguay bal arist kolonilerdinden sagladiklar
orneklerini Kronik Ari Felci Viriisii, Akut Art Felci Viriisii, Siyah Kralice Hiicresi
Viriisti, Tulumsu Yavru Cuiriikligii Viriisii ve Deforme Kanat Viriisii bakimindan test
etmiglerdir. Farkli illerdeki virlislerin tespiti, kolonilerin birka¢ viriis tarafindan
eszamanli olarak bulasmasi ve Orneklerin % 96'sinin bir veya daha fazla viriis ile
enfekte olmasi gergeginin yayginligini rapor etmislerdir.

Martin (2001), bal aris1 Apis mellifera'nin diinya ¢apindaki bir zararlist olan
ekto-parazit akar Varroa destructor'in koloni oliimlerindeki roliiniin  pek
anlagilmamasina ragmen milyonlarca koloninin Oliimiiyle baglantili  oldugunu
belirtmistir. Yaptig1 c¢alismada, koloni Sliimiiniin her zaman gergeklesmedigini goz
Oniine alarak varroa akari ile ana ar1 kolonisinin ¢okiisii arasindaki baglantiy1 agiklamak
icin bir simiilasyon modeli gelistirip akar tarafindan vektorlenmis iki viriisiin (DWYV,
APV) konake1 koloni iizerindeki etkilerini aragtirmistir. Daha once yayinlanmis iki
simiilasyon model olan bir ar1 ve bir akar1 birlestirmis ve ¢esitli ar1 hastaliklariyla 1liman
iklim kosullarinda kullanilmak iizere uyarlamistir. Model, DWV'nin baslangi¢ta koloni
tizerinde ¢ok az etkili oldugunu, ancak yazin ge¢ doneminde DWV'yi ileten akarlarin
popiilasyonunun artmasiyla viriisiin, asir1 miktarda kiglayan niifusa giren saglikli geng
arilarin  sayisinin azalmasmna neden oldugunu gormiistir. Kislayan arilarin yas
yapisindaki bu dengesizlikten dolayi, kisin veya ilkbaharda koloninin 6liimiine neden
oldugu gozlemlenmis sonbaharda ise 2000-3600 kadar akarin koloniyi dldiirebilecegini
bildirmistir.

Martin vd. (2012), Hawai bal arisina varroa akarlarinin bulagsmasinin bal arisi
viriislerinin yayginlig, yiikii ve sus cesitliligindeki degisiklikleri arastirmalarina olanak
sagladigini belirtmislerdir. Varooa akarmnin bal arisi popiilasyonlarinda % 10'dan %
100'e kadar varan bir viral titre olan Deforme Kanat Viriisi (DWYV) yaygmligini
artirirken viral titrede bir milyon kat artig1 beraberinde getirmis ve DWYV c¢esitliliginde
bliyiilk bir azalma gozlenip tek bir DWV susunun baskinligina yol actigini
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bildirmislerdir. Bu nedenle varroanin yayginlasmasiyla, DWV’nin en yaygin ve bulasici
bocek viriislerinden biri olmasina izin verdigini bildirmislerdir.

Locke vd. (2012) bal aris1 (Apis mellifera) kolonilerinin azalmasinda etkili olan
ve bal arilarmin sagligini tek basina veya birlikte etkileyen bir takim stres faktorleri
tespit etmislerdir. Genellikle akar ile siki sikiya iligkili olan bal aris1 viriisii ve
ektoparasitik akar Varroa destructor ¢ in kolonideki popiilasyonunu kontrol etmek i¢in
kullanilan bocek ilaglarinin bal aris1 saglhigini farkli sekillerde etkileyebilecek karmagik
bir stres faktorii olusturdugunu bildirmislerdir. Bir akarisit tedavisinde akara maruz
birakilan yetigkin arilarda Deforme Kanat Viriisii (DWV), Tulumsu Yavru Ciirtikligi
Viriisii (SBV) ve Siyah Kralige Hiicre Viriisiiniin (BQCV) enfeksiyon dinamiklerini
analiz edip, bunlarin iligkili oldugu varroa akarlari ile enfekte olmayan pupalarin
timiinii kontrol kolonilerindeki benzer numunelerle karsilastirmiglardir. Ortaya ¢ikan
sonucta DWV titrelerinin akarisid uygulamasinin baglamasiyla birlikte arttigin1 ve daha
sonra kademeli olarak varroa akarinin ortadan kaldirilmasi ile azaldigini belirtmislerdir.
DWV titrelerindeki baslangigtaki bu artisi, tau-fluvalinatin viral enfeksiyona duyarlilig
tizerinde fizyolojik bir etki olarak yorumlamiglardir. Yetiskin arilarda ve enfekte
olmayan pupalarda DWYV titrelerinin, tedavi edilen kolonilerde tedavi edilmemis
kolonilerden daha yiiksek kaldigini belirtmislerdir. Ayrica; SBV ve BQCYV titrelerinin,
akar ile herhangi bir dogrudan iliski gdstermedigini ve akarisit tedavisinin ¢esitli olasi
etkilerini gosterdigini diisiindiiklerini belirtmislerdir. Sonuglar, varroa akari istilasinin
yan1 sira diger faktorlerin kolonilerde zararli DWV titrelerinin gelistirilmesi ve
korunmasi i¢in 6nemli olabilecegini gostermekte oldugunu bildirmislerdir.

Prisco vd. (2011) Israil Akut Felg Viriisii ile yaptiklar1 bu ¢alismada Varroa
destructor'in bal arilarinda IAPV'yi vektorleme kabiliyetine sahip oldugunun ilk kanitini
sunduklarini bildirmislerdir. Bal arisi, IAPV viriisii tasiyan varroa akarlarina maruz
kaldiktan sonra IAPV ile bulastigimi ve arilardaki IAPV'nin kopya sayisi, varroa
akarlariin yogunlugu ve varroa akarlarina maruz kalma siiresi ile pozitif korelasyon
gosterdigini gozlemlemislerdir. Dahasi, akar viriis birlikteliginin konakg¢i bagisikligini
azaltabilecegini ve dolayisiyla virlis replikasyonunun seviyelerini yiikselttigini
gozlemlemislerdir. Bu ¢alismanin, IAPV’nin bulasmasinda varroa akarlarinin aktif roli
oldugunu ve bal arilarindaki [APV enfeksiyonunun epidemiyolojisi iizerine 1s1k
tuttugunu bildirmislerdir.

Santillan-Galicia vd. (2008), DWYV ile ilgili yaptiklari ¢alismada arilarin pupal
gelisimi sirasinda enfeksiyona maruz kaldiklarinda kanat deformasyonuna neden
olduklarint belirterek Saha gozlemleri ve laboratuar deneylerinin akar Varroa
destructor’in viriisiin bir vektorii oldugunu 6nermekte oldugunu ve DWV'nin bu akar
iginde ¢ogaldig1 belirtlmislerdir. Yaptiklar1 ¢alismanin amacinin, V. destructor'un DWV
iletimindeki roliinii anlamak, akar i¢indeki DWV'nin birikmesini veya replikasyon
alanlarinin ~ immiinohistokimyasal ~ olarak  bulunmasimni  saglamak  oldugunu
aciklamiglardir. Yapilan analizlerde hicbir dokuda DWV'ye spesifik antikor
baglanmadigi i¢in akar DWV'nin ¢ogaldigina dair bir kanit bulunmadigini fakat sadece
V. destructor'un orta bagirsak limeninde, biiyiikk, yogun kiireleri andiran yapilarda
bulundugunu belirtmislerdir.

Gisder vd. (2009) yaptiklar1 bir ¢calismada normalde gizli enfeksiyonlara neden
olan ancak arilara Varroa destructor tarafindan ulastiginda morfolojik deformite veya
oliime yol acarak arilar iizerinde yikici etkilere neden olabilen Deforme Kanat Viriisii
(DWYV) arastirmiglardir. V. destructor'un sakat kanatlarin gelisimindeki roliinii
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belirlemek i¢in bireysel akarlar1 DWV'nin varlig1 ve replikasyonu i¢in analiz ettiklerini
bildirdikleri ¢alismada akarlardaki viral kopyalama ile morfolojik olarak deforme olan
arilarla arasindaki korelasyonunun destekledigini goérmiislerdir. Viral genom
esdegerlerinin nicellestirilmesi, belirgin bir DWV enfeksiyonu indiikleyebilen akarlarin,
akar basina 1010-1012 genom esdegeri igerdigini ortaya koymustur. Aksine, sakat
kanatlara neden olamayan akarlar, akar basma yalnizca 108 viral genom esdegeri
icerdigini tesbit etmislerdir. Deforme kanatlarin gelismesinin yalnizca V. destructor
tarafindan DWYV iletimine degil, ayn1 zamanda V. destructor'da viral replikasyona ve
parazitlesen akarlarin DWV titresine de bagli oldugu sonucuna vardiklarini
bildirmislerdir.

Ongus vd. (2004) yaptiklar1 bu ¢alismada kesitlenmis Varroa destructor akar
dokusunun elektron mikroskobu goriintiilerinde 27 nm virlis benzeri partikiillerin
biraraya toplandigin1 gozlemlediklerini ve bireysel parcaciklarin daginik olusumu ve
virionlarin sitoplazmada birikmesi neticesinin bu viriisiin, akar i¢inde ¢ogaldiginin agik
bir gostergesi oldugunu bildirmislerdir. Saflastirilmis virtisiin RNA'sinin dizilim analizi,
Iflavirus cinsinin iiyeleriyle yiiksek benzerlik gdsteren bir genom organizasyonunu
ortaya ¢ikarmistir. Polimerazin filogenetik analizi, viriisiin arilardaki Deforme Kanat
Viriisii (DWV) ve Kakugo Viriisii (KV) ile yakindan iligkili oldugunu géstermistir. Bu
virlis i¢in Onerilen ad Varroa destructor viriisii 1 (VDV-1) 'dir. VDV-1'in akarlarda
cogalip ¢ogalmadigimi belirlemek ve negatif-sense RNA iplikgiklerinin varligin
saptamak icin segici bir RT-PCR yapilmigtir. Viriis izolat1 ve yakindan iligkili DWV,
her biri bir viriise 6zgii, iki primer seti tarafindan ayrim yapilabilecegini belirterek her
iki viriisiin de incelenen akar tiirlerinin popiilasyonunda ¢ogaldiklarini bildirmislerdir.

Yue vd. (2007) bir kolonide V. destructor yoksa DWV enfeksiyonun, goriiniir
semptomlara neden olmadigin1 ve akardan bagimsiz gecisin gizli bulagsmalara neden
olabilecegi belirtilmis, varhiginda ise hastalik semptomlarinin olmamasi ve viriisiin
dikey bulagmasi ile karakterize etmislerdir. DWV i¢in dikey bulas enfeksiyonlari
gostermek i¢in DWV'nin dikey iletim yollar1 tizerinde ayrintili bir ¢aligma yapmislardir.
Toplamda, sekiz bakire kraliceden ¢ikan ve ayni kraligelerden DWV negatif (ii¢ kralige)
veya DWV-pozitif (bes kralice) sperm ile suni dolleme yapildiktan sonra ayni sayida
dollenmis yumurta ayr1 ayri analiz edip FO kraligeleri ve dronlar ile F1 dronlar1 ve
iscileri de viral RNA ig¢in analiz ettiklerini belirtmislerdir. In situ hibridizasyon ile,
DWYV pozitif olmayan yumurta birakan bir FO kraligesinin yumurtaliginda viral diziler
tespit edilmis ve DWV pozitif meni ile dollenmistir. Sonug olarak, sirasiyla
kraligelerden drone ve is¢i yavrularina, déllenmemis ve dollenmis yumurtalar yoluyla
dikey olarak aktarildig1 gosterilerek, d6llenmis yumurtalarda viral sekanslar, kraligeden
ve ayn1 zamanda DWV pozitif meni vasitasiyla dronlardan kaynaklanabilecegini
bildirmislerdir.

Maockel vd. (2011) koloni kayiplarinda basrol oynayan patojenlerden birisinin
Deforme Kanat Viriisii (DWV) oldugunu belirterek, deforme kanat sendromu olarak
ortaya ¢itkan DWYV enfeksiyonlarinin, DWV'yi yatay olarak ileten ektoparasitik akar
Varroa destructor’dan sonra bal arisi i¢in tehdit olusturmaya basladigini belirtmislerdir.
Bununla birlikte, viriis ile kanat deformitesi arasindaki belirtinin direkt nedensel
baglantisinin heniiz kurulamadigimi fakat, farkli yatay iletim yollarmin etkisini ve
ozellikle akarlarin  belirgin  DWYV  enfeksiyonlarinin  gelisimindeki  roliinii
degerlendirmek i¢in pupa ve erigkin arilara enfeksiyon testleri uygulamiglardir. DWV
ile enjekte edilen pupalarin, yetiskin arilarda deforme kanatlarla karakterize belirgin
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infeksiyonlar1 gelistirdiklerini gdstermek suretiyle, DWV'nin pupa tarafindan bulagmasi
halinde, deforme kanat sendromunun etkeni oldugunu diistindiiklerini bildirmislerdir.

Moore vd. (2011) Deforme Kanat Viriisii ile Varroa destructor viriis-1 (VDV-1)
arasinda, bal arilarinda ve Varroa destructor akarlarinda DWV'den daha yiiksek
seviyelerde biriken yeni rekombinantlar1 tanimlamak i¢in yiliksek verimli Illumina
dizilisini kullandiklarim1 bildirmislerdir. Rekombinantlarm, VDV-1VVD ve VDV-
1DVD, 5-UTR ile yapisal (kapsid) ve yapisal olmayan viral proteinleri kodlayan
bolgeler arasinda capraz gegisler sergilemekte oldugunu bu genomlarin modiiler
oldugunu ve insan enteroviriislerinde gosterildigi gibi her bdlgenin bagimsiz olarak
evrimlesebilecegini belirterek, bal aris1 pupalarini, gézlemlenen rekombinantlarin ve
DWV'nin bir karisimi ile enfekte etmisler ve sonucunda bal aris1 pupalarinda ve iliskili
akarlarda VDV-1DVD seviyeleri arasinda gii¢lii bir korelasyon gozlemlediklerini
bildirmislerdir.

Nielsen ve Kryger (2008) yaptiklari bir ¢aligmada yiiksek derecede kiglik 6lim
oranina sahip olan arilardan yetiskin bal arilar1 6rneklerini ve hastalik semptomlar1 olan
kovanlarin yavrularint Akut Ar1 Felci Viriisii (ABPV), Siyah Kralige Hiicresi Viriisii
(BQCV), Kronik Ari Felci Viriisii (CBPV), Deforme Kanat Viriisii (DWV), Kasmir Ari
Viriisii (KBV) Ve Tulumsu Yavru Ciriikliigi Virisii (SBV) bakimindan RT-PCR ile
analiz etmislerdir. Alt1 viriis tespit edilmis ancak frekanslar 6nemli derecede degisiklik
gostermistir. 78 kovanlikta SBV, 55'te DWV, 11'de ABPV, 4'te CBPV, 1'de BQCV ve
1'de KBV bulundugu belirtilmis ve bunun, Danimarka'daki KBV'nin ilk kaydi oldugunu
rapor etmislerdir. Ari1 Orneklerinin biiylik cogunluguna bir veya daha fazla viriis
bulastigi, tek, ikili ve {iglii enfeksiyonlar gozlendigi belirtilmistir. Her viriisiin PCR
tirtinlerinin niikleotid dizilerini belirleyip CBPV haricinde GenBank katilimlarina % 98-
99 6zdes oldugu bildirmislerdir.

Chen vd. (2005) bireysel bal arist Apis mellifera L. Akut Ar1 Felci Virisi,
Kronik Ari Felci Viriisii, Siyah Kralige Hiicresi Viriisii, Deforme Kanat Viriisii, Kasmir
Ar Viriisii Ve Tulumsu Yavru Ciiriikliigi Viriisii gibi alt1 bal aris1 viriisiiniin varlig
agisindan incelemislerdir. Orneklerde ABPV disindaki tiim viriislerin tespit edilmis
oldugunu ve viriis enfeksiyonlarinda muayene edilen kraligeler arasinda % 93'iinden
fazlasinin viriis enfeksiyonuna maruz kaldigin1 rapor etmislerdir. Kraligelerdeki
viriislerin  tespiti, enfekte kralicelerin yumurtalar1 yoluyla yavrularina viriis
gecirebilecegi dikey bir aktarim yolu olasiligini artirdigini bildirmislerdir.

Francis vd. (2013), ar1 kolonilerinin ¢okmesinde yiiksek oranda siipheli olarak
goriinen Vvarroa akarlar1 ve viriisler hakkinda yaptiklar bir yil siiren ¢alismada varroa
yiikii ve Akut-Kagmir-Israil kompleksi (AKI) ve Deforme Kanat Viriisii’niin (DWV)
mevsimsel degisimlerini gézlemlemislerdir. Toplamda 23 koloniden (15 kovanlik) ii¢
ayr1 deneme uygulayarak organik asitler (11 koloni), piretroid (9 koloni) ve tedavi
edilmemis (3 koloni) bal arilarindaki varroa akarlarimin viral titrelerini
gozlemlemislerdir. Nisan 2011'den Ekim 2011'e ve Nisan 2012'ye kadar her ay yaklasik
200 ar1 orneklendirdiklerini belirten arastirmacilar, 200 ar1 20 aridan 10 alt 6rnege
bolerek ayri olarak analiz etmigler ve bunun viriis bulasmis arilarin yaygimligini
belirlemelerini sagladiklarin1 belirtmislerdir. Calismalarmin sonucu olarak; varroa
muamelesinin akar yiikiinii azalttigi koloniler basariyla kis1 geg¢irmis, akarlarin ve
viriislerin arilarla bir sonraki sezona taginmasina izin vermislerdir. Genel olarak, AKI ve
DWV titreleri tedaviye belirgin bir yanit vermezken, sezon boyunca Nisan'dan Ekim'e
kademeli olarak artmistir. Tedavi edilmeyen kontrol grubunda titreler belirgin bigimde
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artmig ve viral kopyalar varroa akarlarmin sayisi ile iliskilendirilmistir. Kis aylarinda
¢Okmiis olan ¢ogu koloni, ekim ayinda hayatta kalanlara kiyasla AKI ve DWV
titrelerini 6nemli Ol¢iide yiikseltmis ve kisin sadece tedavi edilen kolonilerin hayatta
kaldigini bildirmislerdir.

Garbian vd. (2012) bal arilarinin (Apis mellifera) zorunlu bir ektoparaziti olan
Varroa destructor hakkinda yaptiklar1 arastirmada Israil Akut Fel¢ Viriisiine homolog
bir dizi ile ¢ift sarmalli RNA (dsRNA) ile besledikleri bal arilarinin, viral hastaliga karsi
korundugunu bildirdiklerini belirtip, arilar tarafindan alinan dSRNA, varroa akarina,
akardan da parazitlenmis ariya aktarildigini gostermisler. Ar1 ve varroa arasindaki
karsilikli dsSRNA degisimi bu genlerde susturma hedeflemis ve akar popiilasyonunda %
60'1n iizerinde bir azalma ile sonuglanmistir. Bu nedenle, bu omurgasiz konakg¢1 ile onun
ektoparaziti arasinda gen susturma tetikleyici molekiillerin aktarilmasiyla, varroa
kontroliine kavramsal olarak yeni bir yaklasimin getirilebilecegini de bildirmislerdir.

Zioni vd. (2011) Israil'deki arilarda viral patojenleri saptamak icin iilke ¢apinda
genis Olgekli yapilan arastirmada Deforme Kanat Viriisii (DWV) ve Varroa destructor-1
viriisiiniin (VDV-1) 6nemli oranda goriilme oranini ortaya koydugunu belirterek bu
virislerin bal arillarinin deforme kanat sendromuna olasi katilimini anlamak igin
semptomatik ve asemptomatik olarak enfekte olan arilardaki replikasyonlarini, kantitatif
es zamanli RT-PCR ve biiyiik viral kapsid proteininin immunodeteksiyonu ile niteliksel
ve kantitatif olarak incelemislerdir. VP1-. Ik kez ortaya ¢ikan semptomatik arilarda
VDV-1 ve / veya bir VDV-1-DWYV rekombinant viriisiiniin replikasyonunu bulduklarini
bildirmislerdir. Bu viriisler, yliksek kopya sayisina kopyalanarak viral partikiillerin daha
sonra birlestirilmesi i¢in iglenmis biiylik viral kapsid VP1'i vermisler. Bulgularinin,
VDV-1 ve VDV-1-DWYV ile enfekte semptomatik ve asemptomatik arilar arasinda agik
bir sekilde ayrim yapmis oldugunu ve DWV'ye ek olarak VDV-1'in deforme kanat
patolojisine neden olabilecegi hipotezini Onermektedirler. Boylece VDV-1-DWV
rekombinasyonu, varroa ile enfekte olan ar1 kolonilerinde belirgin enfeksiyonlara neden
olan viriilan suslar tiretebilecegini bildirmektedirler.

Grabensteiner vd. (2000) Tulumsu Yavru Ciiriikliigii Viriisiinin (SBV), bal aris1
larvalarini (Apis mellifera) enfekte ederek pupalarin Gliimle sonuglanmasina neden
oldugunu belirtmisler ve 2000 yilinda yaptiklar1 bu arastirmada kisa siire dnce SBV'nin
tiim niikleotid dizisinin belirlendigini ve bu verilerle, bu viriislerin dogrudan, hizli ve
hassas algilanmasi ig¢in ters transkripsiyon-PCR (RT-PCR) testi ile c¢alistiklarini
bildirmislerdir. Enfekte olmus bal aris1 ve cografi olarak farkli bolgelerden koken alan
larvalar kullanilarak SBV genomunun bes farkli bolgesini hedeflemek i¢in RT-PCR
kullanmislardir. RT-PCR testi, cografik kokene bakilmaksizin enfekte olan bal arisi
orneklerinde SBV niikleik asidinin dogrudan tespiti i¢in hizli, spesifik ve hassas bir
teshis araci oldugunu belirterek, filogenetik analizde en az Gi¢ farkli SBV genotipinin
varligini ortaya koymuslardir.

Sanpa ve Chantawannakul (2009) alt1 bal aris1 viriisii tizerinde Kuzey Tayland'da
yaptiklar1 c¢alismada RT-PCR kullanilarak arastirmalarim1  gergeklestirdiklerini ve
Tayland'daki arilarin yaklasik % 80'inde virtis bulundugunu belirtmislerdir. Test edilen
orneklerin Deforme Kanat Viriisii (DWV), Akut An Felci Viriisii (ABPV), Tulumsu
Yavru Ciriikligi Viristi (SBV) Ve Kasmir Aris1 Viriisii (KBV) igin pozitif oldugunu
bildirmislerdir. Sonug olarak; toplanan numunelerde ne Kronik Ar1 Felci Viriisii ne de
Siyah Kralige Hiicresi Viriisii niikleik asitlerinin tespit edilemedigini rapor etmislerdir.

39


http://cvi.asm.org/search?author1=Elvira+Grabensteiner&sortspec=date&submit=Submit

KAYNAK TARAMASI A. ALEMLI

Williams vd. (2009) is¢i ve erkek arilarda genellikle asemptomatik etki gosteren
bal arilarindaki DWYV ile yaptiklar1 ¢alismada Varroa destructor'un parazitizasyonu ile
baglantili yogun enfeksiyonlarin ortaya c¢iktiktan 67 saat sonra isgi arilarin kanat
deformitesine ve 6liimiine neden olabilecegini belirtmislerdir. Kanada'nin Nova Scotia
kentinde V. destructor ile enfekte olmus iki koloniden gelen on is¢i ve ii¢ dron ayrica
Kanada'nin Prince Edward Adasi'ndan V. destrucor ile enfekte olmus iki koloniden yeni
ortaya c¢ikan iki kraliceyi, DWV i¢in analiz etmislerdir. Kanat morfolojisine
bakilmaksizin, tiim iscilerde ve dronlarda DWV’yi tespit ettiklerini ve bu ¢alismanin
Atlantik Kanada'dan gelen DWV'nin ilk raporu oldugunu bildirmislerdir.

Desai vd. (2012) yaptiklar1 bir ¢alismada Deforme Kanat Viriisiiniiniin (DWV),
semptomatik arilarda kanat deformitesi, asemptomatik arilarda ise prematiire 6liimle ve
koloni performanst ile iliskili oldugunu belirtmisler ve ilk instar larvayr ve yetiskin A.
mellifera'yi, DWYV ile asilanmis arilardaki DWV'ye spesifik ¢ift sarmalli (ds) bir RNA
yapist olan DWV-dsRNA ile besleyerek DWYV enfeksiyonunu azalttiklarini
belirtmisleridir. DWV'nin larvalarla beslenmesinin, varroa akarlarmin yoklugunda
yetiskin arilarda kanat deformitesine neden oldugunu ve ve yetiskin arilarda DWV
verilmeyen arilara kiyasla hayatta kalma oranlarmin diismesine neden oldugunu da
eklemislerdir. Viriis ile asilamadan 6nce DWV-dsRNA ile larvalarin beslenmesi,
DWV’nin viral seviyesini diisiirmiis oldugunu ve DWYV ile beslenen yesil floresan
protein-dsRNA'ya (muhtemelen RNA sessizlesmesinin bir sonucu) ait kanat
deformitesini azalttigin1 da bildirmisleridir. DWV-dsRNA'nin beslenmesi, larvalarin
hayatta kalma oranlarini etkilemedigini bu da dsRNA'nin larvalara toksik olmadigi
anlamma geldigini bildirmislerdir. Sonug olarak; viriis ile asilamadan Once yetiskin
is¢ilere DWV-dsRNA verilmesinin Omiirlerini uzattigin1 ve kontrollere gére DWV
konsantrasyonunu azalttigini bildirmislerdir.

Berényi vd. (2006)’da yaptiklart ¢alismada; Akut Ar Felci Virisii (ABPV),
Siyah Kralice Hiicresi Viriisii (BQCV), Kronik Ar Felci Viriisii (CBPV), Deforme
Kanat Viriisii (DWV), Kasmir Arist Viriisi (KBV) ve Tulumsu Yavru Ciirikligi
Viriisiiniin olusma, prevalans ve dagitim sekilleri (SBV), ters transkripsiyon-PCR
kullanilarak niifus azalmasi, ani ¢okme, fel¢ veya koyu renklenme semptomlarindan
mustarip 90 Avusturya bal aris1 kolonisinde arastirmiglardir. Avusturya'nin her yerinden
aldiklar1 6rneklerde en yaygin virlisin DWV (% 91'inde), sirasiyla ABPV, SBV ve
BQCV oldugunu belirtmislerdir (sirasiyla % 68, % 49 ve % 30). Cogu 6rnekte birden
fazla viriis tespit ettiklerini ve ABPV, BQCV, CBPV ve SBV'nin dagilimimni
arastirdiklar1 farkli cografi bolgeler arasinda 6nemli derecede farklilik gosterdiklerini ve
DWV’nin Avusturya’nin tim federal eyaletlerinde yaygin olarak gozlemlediklerini
bildirmislerdir. Ozellikle koyu renk ve ydnelim bozuklugu gosteren arilarda CBPV’yi
tespit ettiklerini belirterek, DWV ve ABPV'nin eszamanli enfeksiyonlari, zayiflik, niifus
azalmasi ve ani ¢cokme goriilen kolonilerde daha sik gordiiklerini de eklemislerdir. Ayn
kovanlik igindeki goriiniiste saglikli kolonilerden aldiklari arilarin benzer bir viriis
dagilimi1 gbstermis oldugunu; bununla birlikte, goreli viriis yiikii hastalikli kolonilerdeki
arilarindan 10 ila 126 kat daha diisiik oldugu da rapor etmislerdir.

Chen vd. (2004) uniplex RT-PCR kullanarak bal aris1 kolonilerini Siyah Kralige
Hiicre Viriisii (BQCV), Deforme Kanat Viriisii (DWV), Kasmir Arist Viriisii (KBV) ve
Tulumsu Yavru Ciiriikliigi Viriisii (SBV) dahil olmak iizere birka¢ ar1 viriisii varlig
acisindan taramis ve bu kolonilerden arilardaki kanisik virlis enfeksiyonlarini
saptamiglardir. Tek armnin ayni anda dort viriis tastyabilecegini ilk kez bildirdiklerini
belirterek, ayn1 zamanda birden fazla ar1 viriisiinlin es zamanl tespiti i¢in multipleks
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RT-PCR testi de gelistirdiklerini belirtmiglerdir. Multipleks RT-PCR testinin fizibilite
ve Ozglnliigiinl, bu testin ar1 kolonilerinde karisik viriis enfeksiyonlarinin eszamanl
muayenesi i¢in etkili bir ara¢ oldugunu, arazideki ve laboratuardaki bal arisi viral
hastaliklarinin teshisi ve gozlemi igin faydali olacagimi da onermektedirler. Viriislerle
kodlanan varsayimsal helikaz ve RNA bagimli RNA polimeraz (RdRp) 'nin filogenetik
analizi, DWV ve SBV'nin ortak bir nesilden gelen organizmalar grubunda oldugunu
ortaya koyarken, KBV ve BQCV’in, bitkiler, bocekler ve omurgalilara enfekte olan
diger pikorna benzeri virtslerle farkli bir ¢izgiye ait oldugunu belirtmislerdir. Bu
viriislerin saha arastirmalarindan elde edilen sonuglar, bal arisindaki BQCV, DWV,
KBV ve SBV'nin karisik enfeksiyonlarinin muhtemelen viriislerin genis cografi
dagilimina bagli olarak ortaya ¢iktig1 fikrini belirtmislerdir.

Lanzi vd. (2006) bal arilarinin deforme olmus kanat viriisiinii tanimlarken
(DWYV), karakteristik kanat deformiteleri, abdominal siskinlik, fel¢ ve ortaya g¢ikan
yetiskin arilarin hizli 6liim orani ile yakindan iligkili oldugunu vurgulayarak DWV’yi
hastalikli arilardan saflagtirip genomunu klonlamis ve DWV’nin sekansini yapmislardir.
DWV genomik RNA'sinin uzunlugu 10, 140 niikleotid oldugunu ve bir 328 kDa
poliproteini kodlayan tek bir genis ORF igerdigini belirtmiglerdir.

Shen vd. (2005) bal arilarindaki viral hastaliklarin aricilikta biiyiikk bir sorun
oldugunu, diinya ¢apinda ciddi ekonomik kayiplara neden oldugunu belirterek, bal
arilari, akarlar ve koloni azalmasi arasindaki iliskinin anlasilmasini arttirmak igin
Kasmir Art Viriisii ve Tulumsu Yavru Cirtikliigii Virtisii’nii incelemiglerdir. KBV igin
antikor bazli bir test gelistirmek amaciyla yaptiklari calismada ELISA ve RT-PCR
kullanarak, poliklonal antikor tiretimi i¢in iki yapisal rekombinant protein saflastirmiglar
ve KBV SBV varligini, farkli gelisim asamalar1 ve ar1 kovanlart arasindaki iliskiyi
karsilagtirmali olarak incelemislerdir. Sonuglar, KBV'nin son derece diisiik viral-kapsid
protein seviyeleri ile viral bir genom halinde kalabilecegini ve KBV'nin ve SBV'nin bal
arillarina ortak enfekte edebilecegini ortaya koymuslardir. Bu calisma, hem kraligcelerde
hem de yumurtalarda KBV ve SBV RNA'larinin RT-PCR ile var oldugunu gostermis ve
transovarial (yumurta yoluyla) bir gecis yolunu diisiindiirdiigiinii belirtmislerdir. Yatay
gecis, yetiskin arilar arasinda ve eriskin iscilerden larvalarina gida kaynaklari yoluyla da
ge¢mesinin muhtemel olabilecegini belirtmislerdir, ¢linkii her iki viriis, tim gelisim
evrelerinde ve besin kaynaklarinda (besin, bal, polen ve ar siitii) tespit edilmistir.
Dahasi, akarlarin ve bunlarin tikiiriiklerinin her ikisinde de viriisler oldugu igin,
akarlarin yatay iletim i¢in bir baska olasi yol oldugu gosterilmistir. Yaptiklari bu
caligmada, ilk kez, varroadaki viriislerin bir araya geldigini tespit ettiklerini ve akarlarin
farkli ar1 viriislerini vektorlemede Oneminin altin1 ¢izdiklerini bildirmislerdir. Bu
nedenle, bu sonuglarin bal aris1 viral hastaliklart i¢in ¢oklu enfeksiyon yollarinin
varliina 151k tuttugunu belirtmislerdir.

Giilmez vd. (2009), bir¢ok iilkede DWV’ nin rapor edilmis olmasina ragmen,
Tiirkiye'de bugiine kadar herhangi bir DWV enfeksiyonunun varligina dair bir rapor
bulunmadigini belirterek, Ordu ilinden Apis mellifera L. ve V. destructor'da DWV'nin
varligini tek adim ters transkripsiyon PCR ile test etmislerdir. Sonug olarak, yaptiklar
calismada saglikli arilarin DWV ile enfekte oldugunu gdstermislerdir. PCR iiriin
dizilerinin BLAST analizi, bilinen DWYV virtiis izolatlarinin poliprotein genine% 96-98
benzerlik gosterdini rapor etmislerdir.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal

Bu c¢alismada materyal olarak kullanilan bal aris1 6rnekleri Mugla Ili Ar
Yetistiricileri Birligi (MAYBIR) tarafindan saglanmistir. MAYBIR biinyesinde Mugla
Bal arisinda (Apis mellifera anatoliaca) Amerikan Yavru Ciriikliigii Hastaligina Karsi
Direng Gelistirilmesi" (TAGEM-11/AR-GE/13) isimli proje kapsaminda 100 koloni
hijyenik davranis bakimindan 4 kusak 1slah edilmistir.

Islah c¢alismalar1 deniz seviyesinden 601 metre yiikseklikte olan Tirkiye’ nin
giiney batisinda yer alan Mugla ilinin Fethiye ilgesinin Incirkdy mevkiinde (36° 46" 20.
0208" /// 29° 12" 57. 9492) yapilmistir (Sekil 3. 1). Ayrica bu arazinin baska bir
kisminda tizerinden herhangi bir 1slah ¢alismasi yiiriitiilmeyen 100 adet Mugla bal aris1
kolonisi de bulunmaktadir.

% S W s —
- Googleearth:

011 . Enlem 36.795779° Boylam_  29.165621° yikseklik 1074 m  goz hizasi 20.74 km O

Sekil 3. 1. Orneklerin alindign Mugla ekotipi bal arilari icin izole edilen (kirmiz1 gizgi
icerisinde kalan) 1slah alanindaki Incirkdy’iin kusbakis1 goriiniimii

Tamamlanan bu tez projesinin materyalini saglamak igin Incirkdy’e 2-9 Nisan
2017 tarihlerinde gidilerek hijyenik davranis bakimindan islah edilmis ve edilmemis
kovanlardan 50’ser adet bal arisi rastgele secilmistir. Hijyenik davranis bakimindan
1slah edilmis kovanlarin ve kontrol gurubu kovanlarin her birinden 10’ar adet isci ve
10’ar adet kapal1 hiicrelerden pupa 6rnegi alinarak onceden hazirlanmig falkon tiiplere
konulmustur. Ayni tiiplere 6rnek alinan kovan numaralar1 da yazilarak hangi kovandan
hangi orneklerin alindig1 tespit edilmistir. Boylece, hijyenik ve hijyenik olmayan
kolonilerde 500’ adet isci, 500’er adet pupa toplanmistir (Sekil 3.2). Toplam deneme
materyalini 2000 adet ar1 6rnegi olusturmustur.

Proje oOnerisinde belirtilmesine ragmen, olumsuz mevsim kosullarindan dolay1

ornek toplanan tarihte kovan igerisinde yeterli sayida erkek ar1 bulunamamigtir. Bunun
da, koloni gelisimini kotii etkileyebilecegi goz Oniine alinarak erkek ar1 alinmamustir.
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Sekil 3. 2. Mugla-Fethiye-incirkdy®’deki Mugla ekotipi bal arilarindan yetiskin isci bal
aris1 ve kapal1 gézlerden pupa 6rneklerinin alinmasi

Ayrica, proje konusu viriisler ile varroa yiikii arasinda bir iliski olup olmadigini
belirlemek amaciyla ar1 6rnegi alinan her bir kovandan dip tahtasi yontemiyle varroa
sayilar1 belirlenmistir.

3 “Mugla Bal arisinda (Apis mellifera anatoliaca) Amerikan Yavru Ciiriikliigii Hastaligina Kars1 Direng
Gelistirilmesi" (TAGEM-11/AR-GE/13) projesinin yiiriitilldiigii izole edilmis bélge i¢indeki 1slah alani
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3.2. Metot
Proje kapsaminda uygulanan metotlar alt bagliklar halinde asagida siralanmustir.
3.2.1. Varroa Yiikiiniin Belirlenmesi

Ar1 numunelerinin toplandig1 kovanlarin varroa yiiklerini tespit edebilmek icin
bal aris1 6rneklerinin alindig1 kovanlarda dip tahtasi yontemi kullanilmistir.

Bu yontemde, hijyenik ve hijyenik olmayan bal aris1 6rneklerinin alindig tiim
kovanlarin tabanina ayni boyutta beyaz kagit serilmis, ardindan kovan igerisine rulamit
iceren duman verilmistir.

Duman verilen kovanlar bir saat bekletildikten sonra Rulamit igeren dumanin
etkisiyle is¢i arilarin iizerinde bulunan varroalar tabana dokiilmiistiir. Son olarak dip
tahtas1 iizerine serili beyaz kagitlar katlanip kilitli posetlere konularak laboratuvar
ortamina getirilmistir. Laboratuvarda agilan her bir kagit tizerinde bulunan varroalar bir
biiyiite¢ yardimiyla sayilip kayit edilmistir (Sekil 3.3).

Sekil 3. 3. Dip tahtas1 yontemiyle toplanan varroalarin sayimi

44



MATERYAL VE METOT A. ALEMLI

3.2.2. Proje Konusu 5 Viriisiin Tespiti

Projenin arastirma konusu olan ABPV, CBPV, IAPV, SBV ve DWV

patojenlerin tespit edilebilmesi i¢in uygulanan yontemler asagida sirasiyla agiklanmaistir.
Viriislere 6zgiin primer ve TagMan problar ile gergeklestirilen ¢alismalar birbirini takip
eden basamaklardan olugmaktadir.

Total RNA izolasyonu Asamast:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

Islem &ncesinde laboratuvar ve tezgah temizligi yapilarak calisilacak ortam
sterilize edilmistir. Kullanilacak mikrosantrifiij tiipleri ve diger malzemeler
otoklavlanmistir, otoklavlanmayan malzemeler DNA ve RNA’dan steril
materyallerden secilmistir (RNase / DNase Free).

Saf su ile yikanacak olan bal arilart Orneklerini kurutmak icin 40 x 40
Olciilerindeki kurutma kagidi tezgah iizerine serilmis ve kaymamasi igin
yapistirilarak sabitlenmistir.

Ardindan konik (falcon) tiiplerin kapagindaki numaralar sabitlenen kurutma
kagidinin iizerine yazilarak, oOrneklerin konulacagi yer belirlenmis ve
isaretlenmistir.

Ayni1 sekilde, araziden toplandiktan sonra alkol i¢inde muhafaza edilen
orneklerin bulundugu konik (falcon) tiiplerin kapagindaki numaralar 1,5 pl
mikrosantrifiij tliplerinin iizerine yazilarak bal arilarinin hangi tiipten alindig1 da
isaretlenmistir.

Konik tiiplerde etanol i¢inde bekleyen bal arisi Orneklerinden etanoliin
uzaklagmasi i¢in On c¢alismada uygulandigi gibi yikama islemi i¢in 5-6 beher
icine saf su konularak hazirlanmistir.

Her bir konik tiipten sirasiyla bal arilar1 alinarak beherlere konulan saf su
igerisinde 3dk yikanmistir. Saf su i¢inde yikanan arilar, iizerindeki etanolu bu su
icerisine biraktigindan saf su bulaniklastiginda yenisiyle degistirilmistir.

Her yikanan 6rnek, kurutma kagidina yazilan siraya gore dizilerek kurumasi igin
1 gilin boyunca bekletilmistir (Sekil 3.4.).

Bu islem sirastyla; kontrol grubu olarak toplanan (hijyenik davranis bakimindan
1islah edilmemis) yetiskin disi bal arilarma (50 adet mikrosantrifiij tiip icinde
bulunan oOrnekler) ve pupalarina (50 adet m.tiip) ayrica hijyenik davranis
bakimindan 1slah edilmis yetiskin disi bal arilarina (50 adet m.tlip) ve pupalarina
ayni1 sekilde uygulanmis ve -80 °C de muhafazasi saglanmustir.
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Sekil 3. 4. Total RNA izolasyonu Oncesi bal arilarinin saf sudan gecirilmesi ve
kurutulmasi

1) Laboratuvar calismalarina baslamadan Once, Orneklerden 10 adet bal arisi
rastgele secilip bir 6n calisma (test etmek igin) yapilmistir. On ¢alismalar
sonucunda istenilen miktar ve kalitede RNA elde edildikten sonra asil
calismalara baglanmistir. Test calismasi asagida verilen iglem sirasina gore
yapilmistir.
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2) RNA izalasyon oncesi kullanilacak materyallerin RNase-free olmasina 6zen
gosterilerek, plastik havanlar ve kullanilacak alanlar sterilize edilmis, tez projesi
kapsaminda alinan RNase-free pipet uglart kullanilmistir. High pure viral nucleic
acid kit version 19 (Roche) protokoliine gore kit icerisinde kullanilacak
soliisyonlar hazirlanmistir.

3) Bal arilar1 6rneklerinin daha kontrollii izolasyonun saglanabilmesi i¢in 4 grubun
((1) kontrol grubu (hijyenik davranmis bakimindan islah edilmemis yetiskin
disiler), (2) kontrol grubu pupalar, (3) hijyenik davranis yoniinden islah edilmis
yetiskin disiler ve (4) hijyenik davranis yoniinden 1slah edilmis pupalar) her biri
ortalama (50 adet tiip) kendi iginde 3 pargaya boliinerek (16, 17, 17 adet)
izolasyon islemi yapilmistir. Bir grubun Total RNA izalosyonu bittikten sonra
diger gruba gecilmistir.

4) Pupa donemindeki bal arilarinin yumusak dokuya sahip olmasindan dolay1 pupa
ezilme islemi kolaylikla yapilirken; yetiskin bal arilarinin kitin tabakasindan
dolay1 ezme islemi kiicik el matkab1 yardimiyla ayni prosediirde
gerceklestirilmistir (Sekil 3.5.a,b).

5) Total RNA izolasyonu hazirlik asamasinda yikanip kurutulan ve mikrosantrifiij
tiptinde -80 °C de muhafaza edilen bal arilar1 dondurucudan ¢ikartilip Total
RNA izalosyonu i¢in buz iizerine alinmistir. Bal arilar1 soliisyon katmadan kuru
bir sekilde plastik havanlarla bir siire ezildikten sonra {izerine 200 ul PBS ilave
edilerek ezilmeye devam edilmistir.

6) Kit protokoliine gore dnceden hazirlanan (50 pl poly A carrier RNA ve 2,5 ml
binding buffer igeren) working solution, ezilme iglemi biten her 6rnege 200 pl
eklenmistir (Working solution taze hazirlanmasi gereken bir soliisyon
oldugundan solusyon her seferinde yeni hazirlanmistir).

7) Ardindan (kuru toz seklinde olan Proteinase K, 5 ml Elution Buffer icerisinde
eritilerek hazirlanmistir) proteinase K solusyonundan da her o6rnege 50 pl
eklenmistir. Eklenen Proteinase K karistirilarak 72°C de sicak su banyosunda 10
dk. bekletilmistir (Sekil 3.5.c).

8) Sicak su banyosundan alinan bal arist 6rneklerinin herbirine 100 pl binding
buffer eklenerek vorteks cihaziyla karigtirtlmigtir (Sekil 3.5.d). Kit igerisinde
bulunan 2 ml lik toplama tiipiiyle filtre tiipii kombine edilerek 1,5 ml lik
mikrosantrifiij tiipli igerisindeki ornekler yeni filtreli tiipe aktarilmistir.

9) Yeni tiipe gegen ornekler 1dk 8000 x g modunda santrifiij yapilmistir. Santrifiij
sonrasinda alt kisimdaki toplama tiiplinlin i¢ine inen sivi kisim atilarak yeni
toplama tiipliyle degistirilmistir.

10)  Alt kismi degistirilen kombine tiipiin filtreli kismma 500 pl inhibitor Removal
Buffer eklenerek 1dk. 8000 x g modunda santrifiij yapilmustir. Inhibitorleri
kaldirmak icin 1. yikama islemine gecilmistir (Sekil 3.5.e).

11)  Santrifiij sonrasinda toplama tiipii ve toplama tiipiinde toplanan sivi kisim
atilarak yeni tiiple degistirilmis ve 450 pl wash buffer eklenerek 1dk. 8000 x g
modunda santrifiij yapilmistir.

12)  Santriflij sonrasinda alttaki toplama tlipii tekrar degistirilerek 2. yikama islemi
icin 450 pl wash buffer eklenmistir. 1dk. 8000 x g modunda santrifiij
yapilmistir. Kalint1 yikama tamponu (wash buffer) kalmamasi i¢in 13.000 x g
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13)

14)

15)

16)

17)

modunda 10 saniye tekrar santrifiij yapilmistir. Santrifiij sonrasinda alt toplama
tiipleri sivilartyla birlikte atilarak Onceden grup ismi ve birey numaralari
yazilmis olan 1,5 ml lik mikrosantrifiij tiiplere filtreli tiipler yerlestirilmistir.

Mikrosantrifiij tiiplerine 50 ul Elution Buffer eklenerek 1dk 8000 x g modunda
santrifiij yapilmis ve filtreli tiipler atilarak drneklerin bulundugu tiipler - 80°C de
sonraki kullanimina kadar muhafaza edilmistir.

Total RNA izolasyonu yapilan tiim bal arilart 6rneklerinin total RNA’nin
konsantrasyonunun belirlenebilmesi i¢in biodrop cihaziyla 6l¢limleri yapilmis
(Sekil 3.5.g) ve miktarlar1 kaydedilmistir (Ek 1).

Olgiimii yapilan total RNAlar1 formaldehit elektroforezde yiiriitebilmek igin her
RNA o6rneginden 3 pl ayri bir tiipe eklenmistir ve her 6rnege 3 pl formaldehit
eklenip 10 saniye santrifiij yapilmistir (Sekil 3.5.h).
Santrifiij sonrast drnekler 65°C de 15 dk. sicak su banyosunda bekletildikten
sonra (Sekil 3.5.1,j.) RNA Jele (Reliant Gel System) yiiklenerek 2 saat
elektroforez cihazinda yiriitiilmiistiir (Sekil 3.5 k,1).

Yirtitilen RNA Jel 5 pl etidyum bromiir konulan 50 ml TE Buffer igine
konularak yaklasitk 10 saat manyetik karigtirict {izerinde yavas hizda
sallandirilmistir (Sekil 3.5.m) ve RNA Jel sonuglart UV goriintiileme cihaziyla
goriintiilenmistir (Sekil 3.5.n).

biolen

3 Multivertex V32

”» By,

: @
Q‘ : Z

C) d) ‘ :e)

Sekil 3. 5. a, b) Yetigkin is¢i arilarin matkapla ezilmesi ¢) Dokular1 ezilen bal arilarinin
72 °C’de su banyosunda bekletilmesi d) Binding buffer eklenen 6rneklerin ¢alkalanmasi
(vortex). €) Orneklerin santrifiij islemleri ( RNA’larda inhibitor kaldirma, yikama,
eliisyon)
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Sekil 3. 5. ) f, g ) Total RNA’s1 ¢ikarilan 6rneklerin biodropla 6l¢iimii h)Formaldehitli
total RNAlarin santrifiij yapilmasi 1) Orneklerin 65°C de sicak su
banyosunda bekletilmesi i) RNA Jele yiiklenen orneklerin elektroforez
cihazinda yiiriitilmesi j,K) Yiritilen RNA Jel i¢in etidyum bromiirlii TE
tampon hazirlanmasi I) Hazirlanan etidyum bromiirlii tampon i¢ine RNA Jel
yerlestirilmesi m) Orneklerin bulundugu RNA Jeli goriintiileyebilmek igin
hazirlanan TE tamponun manyetik karigtiriciya konulmasi n) RNA Jelin UV
goriintiileme cihazinda goriintiilenmesi
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3.2.3. Pozitif Orneklerin (Standartlarin) Seyreltilmesi / Diliisyonu

RT-qPCR amplifikasyonlar1 sirasinda viriis barindiran 6rneklerin tasidigi viriis
miktarini hesaplamak i¢in sentetik virlis RNA’lar1 dizayn edilmistir. Bu sentetik viriis
orneklerinin yogunlugu (viriis miktar1) bilindigi i¢in iissel olarak seyreltme yapilarak
pozitifler standart haline getirilmistir. Pozitif standartlar hem PCR miksin c¢alisip
calismadigini hem de tespit edilen viriis miktariin isabetli bir sekilde hesaplanmasini
saglamigtir. Standartlarin hazirlanisi asagida maddeler halinde 6zetlenmistir.

Ana stok icerisinde 10° viriis yogunlugu bulunmaktaydi. Bu tiipten 10 pl 6rnek
cekilip bi destile saf su ile 100 pl’ye tamamlanmistir. Daha sonra ayni islem {issel
olarak azaltilarak 10 fold sulandirma olacak sekilde tekrarlanmistir. Boylece 10° ‘dan
10 ‘e kadar 10 seri elde edilmistir. PCR reaksiyonlari sirasinda ¢ok yogun pozitiflerden
diger 6rneklere bulas olabileceginden dolay1 en yogun ilk 3 tiip stok olarak saklanmis ve
10° “dan itibaren 6 seyreltik pozitif standart olarak kullanilmistir.

Yogunluk derecelerine gore numaralandirilan standartlarla, 6n ¢alismada total
RNAs1 ¢ikarilan ve biodropla miktarr 6lgiilen 10 6rnek i¢in RT-PCR kuruldu ve bu
standartlarla (sentetik pozitiflerle) 6rnekler test edildi.

3.2.3. Primer ve Proplarin Seyreltilmesi

Tez konusu virlislerin primerleri daha 6nce kullanilan kaynaklar goz oniine
alinarak tasarlanmistir (Cizelge 3. 1.).

1) RT-PCR asamasinda kullanilacak olan ppmix (primer-prop mix) i¢in primerlerin
ve proplarin seyreltilmis olmast gerekmektedir. Bu nedenle kullanilacak
primerler ve proplar (Fam/CV5) +4°C den ¢ikarildi ve seyreltme islemine
baslamak i¢in 10 sn santrifiij yapildi.

2) 5 viriis i¢in forward ve reverse olarak toplamda 10 adet primeri seyreltmek
amaciyla her biri 10 nmol olan primerlere 100 pl saf su eklenerek 100 pmol/ pul e
dontistiiriildi.

3) Toplamda 5 adet olan proplarin (boya) 4’ FAM isaretli prop, 1’i ise CV5
isaretli probtan olusmaktadir. Herbiri 3 nmol olan proplara 150 ul saf su
eklenilerek 20 pmol/pl ‘e dontistiirtildii.

4) Prop ve primerler saf su eklendikten sonra 3-5 dk oda sicakliginda bekletildi ve
2 dk vortex cihazinda karigtirildiktan sonra primerlerin tizerine 100 pmol,
problarin {izerine 20 pmol oldugu not edilerek -20°C ye konuldu.
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Cizelge 3.1. Tez konusu viriislere

0zgli primer ciftlerinin sekans ve fragment

biiyiikliikleri
2 . . size-
K= Forward primer Revers primer bp Kaynak
>
ctgtaggttgtgctectgatg taattgccaccatatttacgc 453 Choi vd. 2015
§ tttgcaagatgctgtatgtgg gtcgtgcagctcgataggat 395 Tent(zzgg\ia vd.
&)
attgtgccagattggactac agatgcaatggaggatacag 434 Berze(r)l())/gvd.
ctccgctcaattgcttcattaatagtatggg ccgctcctgagcataaccacgataagtg 553 Choi vd. 2015
> .
% cctgcatggggatattctc ctgtgagttgatcctgatcg 492 Choi vd. 2015
agacaccaatcacggacctcac agatttgtctgtctcccagtgcacat 457 Maori vd. 2007
agttgtcatggtaacaggatacgag tctaatcttagcacgaaagecgag 455 Ribierevd 2002
>
a ggatgaaaggaaattaccag ccactaggtgatccacact 426 Tentcheva vd,
8 2005
Choi vd.
tcagacaccgaatctgattattgtg actactagaaactcgtcgcttcgtggactg 569 2015
accaaccgattcctcagtag ccttggaactctgetgtgta 487 Berzegé/%vd.
= gtgctatcttggaatactac aaggyttaggttctactact 618 Berenyi vd.
g 2014
gagagggaaattactaatatacc cctttgcaatgttctagttgtc 554 Choi vd. 2015
catattggcgagccactatg ccacttccacacaactatcg 398 Bak; ('; 8’5 vd.
§ tcctcaagcettggaaaagag ggtggacaaagaagcaagaa 256 Choi vd. 2015
<
tctgatgatgctgaagagagaaa aatcatcattgccggctcta 500 Te';%'gz vd.
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3.2.5. PpMix (Primer Prob Mix) Hazirlanmasi

1)

2)

3)

4)

5)

6)

5 adet 500 pl mikrosantrifiij tiipiiniin kapaklarina 5 ayr1 viriis isimleri
yazilmigtir. 5 parametre (ar1 virlisii) i¢in ayr1 ayr1 ppmix ayni sekilde
hazirlanmistir. 200 6rnekli olan ve 4 gruba ayrilan bal aris1 6rnekleri tek bir grup
(6rnegin Maybir Pupa) alinarak tek bir virlise gore bakilacagi i¢in (6rnegin
IAPV), hazirlanacak plate ortalama 50 ornek, 6 sentetik pozitif standart (pozitif
kontrol), ortalama 2 negatif kontrol ve 2x mixte fazladan hesaba katilarak 60 X
olarak hazirlanmistir (Cizelge 3.2.).

Prob ve primerler islemden 20 dk once oda sicakliginda bekletilip vortex
cihaziyla karistirilmis ve santrifiijlenmistir.

Ppmix hazirlama asamasinda hacmi en fazla olan H2O/saf su ile baslanarak
hacmi en az olan primerler konularak isleme devam edilmistir. 60 kuyucuk i¢in
500 pllik mikrosantrifiij tlipiine sirasiyla H20 eklenmistir.

Her bir virlis i¢in kendi kanalinda calisacak onceden 20 pmole seyreltilen
problarindan eklenmistir.

IAPV, DWYV, SBV ve ABPV i¢in; FAM kanalindan yansiyacak proplar,
CBPV i¢in ise; CV5 kanalindan yansiyacak prob eklenmistir.

Son olarak; 6nceden 100 pmol olarak seyreltilen her viriise 6zgii primerden
forward ve reverse olarak eklenerek karisim vorteks cihazinda karistirilip, RT-
PCR i¢in mix hazirligina gecilmistir.

Ppmix her viriis i¢in ayr1 olarak 180 X hazirlanmig ve 3 plate i¢in yeterli olan
Ppmix bittiginde tekrardan 180 veya 120 x hazirlanmstir.

Cizelge 3. 2. Ppmix hazirliginda kullanilan kimyasallar

Kimyasallar 1x 100x
F. Primer 0,08 pul (100 uM) 8 ul
R. Primer 0,08 pul (100 uM) 8 ul
TagMan Prob 0,10 pul (20 uM) 10 pl
Saf Su 0,74 nul 74 ul
Toplam hacim 1 ul 100 pl

3.2.6. RT-PCR Mix Hazirhg:

1)

RT-PCR mix son asama olan soliisyon hazirligidir. Onceden hazirlanan ve bal
aris1 orneklerinde varligl ya da yokluguna bakilacak olan 5 virlis i¢in ayri ayri
hazirlanan ppmix, analiz edilecek viriise gore degismekle birlikte diger tiim
kimyasallar 500 pl lik mikrosantrifiij tiiplerine ayni sekilde ve oranda
eklenmistir.
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2)

3)

4)

5)

6)

7)

Ik olarak H,O / Saf su eklenip sirasiyla; reaction buffer, ppmix, enzyme blend
konularak her kimyasal eklendiginde dikkatli bir sekilde pipetlenip, vortex
cihazinda karistirilmistir.

RT-PCR i¢in son soliisyon hazir oldugunda pcr plate buz {izerine alinmis ve Al
gozlinden baglanarak yukaridan asagiya dogru ilk 50 kuyucuga hazirlanan
mixten 15 ul konulmustur.

Ornek RNAlar i¢in 50 gbze konulan mixten sonra pcr plate kuyucuklarmin en
saginda yer alan Al12 goéziine gelinerek sentetik pozitif standartlarin konulacagi
gozlere de standart sayisinca yukaridan asagiya dogru RT-PCR mix eklenmistir.

Ardindan, hazirlanan karisimda herhangi bir kontaminasyonun olup olmadigini
anlayabilmek i¢in negatif kontrol olarakta kullanilacak bu mixten yine 15 ul
G12, H12 gozlerine eklenmistir (Negatif kontrol, RNA olmadan sadece
hazirlanan bu karisimin konulmasiyla saglanmistir).

Buzun iizerinde olan pcr plate mix dagitim islemi bittikten sonra sirasiyla 6rnek
RNAlarin dagitimina yine Al goziinden baslanip asagi dogru gidilerek 6rnek
sayisinca 5 pl konularak igsleme devam edilmistir.

Ornekler bittiginde per plate’in A12 goziine gelinerek, mix konulan kuyucuklara
yogunluk sirasina gore standart olarak kullanilan sentetik pozitifler 5 pl
konulmustur. Negatif kontroller igin ise, negatif kontrol kuyucuklarma konan
mix tlizerine herhangi bir materyal eklenmeden kullanilmistir. Kullanilan
kimyasallar ve miktarlari asagidaki tabloda (Cizelge 3.3) verilmistir.

Cizelge 3. 3. RT-PCR mix hazirliginda kulanilan kimyasallar

Kimyasallar 1x 10x
H20 (PCR-grade) 9,6 ul 96 ul
Ppmix 1 ul 10 pl
Reaction Buffer (5x) 4 ul 40 pl
Enzyme Blend (50x) 0,4 pl 4 ul
Toplam 15 pl 150 pl
Ornek RNA S ul
Toplam Hacim 20 pl

3.2.7. RT-PCR Cihaz Protokolii

Total Rna izolasyonlar1 yapilan bal aris1 6rneklerinin 5 ayr1 parametrede viral

RNAlarinin arastirtlmasi igin Roche Lightcycler 96 cihazi kullanilmisgtir. RT-PCR cihaz
protokolii baslica 3 kisimdan olusmaktadir.

Bunlar sirasiyla; tek iplikli RNAnin cDNA ya c¢evrilmesi i¢in uygulanan

preincubation agamasi, 3 Step Amplification agamasi ve son olarak sogutma islemini
gerceklestiren cooling asamasidir. Cihaz uygulamalar1 ayrintisiyla ¢izelge 3.4’de
verilmistir.
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Cizelge 3. 4. RT-q PCR cihaz protokolii

—
z § Target: 50°C Duration: 300 sn Ramp: 4. 4
= [7p]
aQ o~
= § Target: 58°C Duration: 300 sn Ramp: 2. 2
[7p]
£ |
§ S| & Target: 95°C Duration: 60 sn Ramp: 4. 4
8 [7p]
—
oy Target: 95°C Duration: 10 sn Ramp: 4. 4
w
- N
S & Target: 60°C Duration: 30 sn Ramp: 2. 2
g 5
23
s 2
o .
£2 | = ¢ | Second Target Delay: 1sn
§¥ | 33 |Change Ramp: 2.2
p = | s8C Temp.Change: 1 °C
(90
§ Target: 72°C Duration: 1 sn (single) Ramp: 4.4
w
=2 o
S e Target: 37°C Duration: 30 sn Ramp: 2.2
§ |
o

3.2.8. istatistiksel Analizler

Kontrol ve hijyenik kolonilerde yetiskin ve pupalar i¢in gerceklestirilen RT-
gPCR amplifikasyon sonuclari degerlendirilirken pozitif standart olarak kullanilan
sentetik Orneklere gore cizilen standart egri dikkate alinmistir (Sekil 4.1-4). Burada, 6
kademeki dilisyon degerlerine gore her bir Ornekte amplifiye olan virlis sayisi
hesaplanmistir. Hesaplanan virlis yiiklerini istatistiksel olarak karsilagtimadan once tiim
veriler normal dagilim testine (Kolmogorov-Smirnov ve Shapiro-Wilk) tabi tutulmustur.
Amplifikasyon iiriinleri ve Cq sonuglar1 karsilagtirilirken normal dagilim gdsteren veri
seti i¢in bagimsiz gurup t-testi ve normal dagilim gostermeyenlerde Mann Whitney U
testi yapilmistir. Kolonilerin viriis yiikleri ile varroa yiikleri arasinda iliski olup
olmadig1 pearson korelasyon ile test edilmistir. Analizler SPSS v.24 yazilimi ile
yapilmustir.

Ancak, virlis bulunmayan ornekler sifir degeri aldigindan, viriis miktarlar
arasinda cok yliksek farkliliklar bulunmasi sebebiyle qPCR ortalamalarina ait standart
sapmalar ¢ok yiiksek hesaplanmistir. Bu durumu gidermek i¢in MINITAB 18 yazilimi
kullanilarak gqPCR sonuglarina Box-Cox transformasyon yapilmis ve standart
sapmadaki carpiklik giderilmistir.
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4. BULGULAR

Proje kapsaminda MAYBIR tarafindan hijyenik davranis bakimidan 1slah edilmis
50 adet koloniden ve kontrol grubu olarak kullanilan 50 adet Mugla bal arist
kolonisinden alinan yetiskin (is¢i) ar1 ve pupalarda proje konusu ABPV, CBPV, IAPV,
DWV, SBV ve DWYV viriislerin varligi ve yogunlugu 6zgiin primerler ve TagMan prob
kullanilarak RT-qPCR’da tespit edilmistir. Ayrica, ar1 6rnegi aliman kovanlarin varroa
yiikleri de dip tahtasi yontemiyle belirlenmistir.

Toplam 200 6rnekte yapilan analizler sonucunda proje konusu 5 viriisten sadece
DWYV viriisiiniin  kolonilerde var oldugu (Sekil 4.1-4.) calisilan diger viriisler
bakimindan kolonilerin negatif oldugu goriilmiistiir (Sekil 4.5-20.). Pozitif standartlarin
ve calisilan 6rneklerin PCR amplifikasyonlarina ait Cq degerleri ve dongiiler boyunca
artan Uriin miktar1 ad1 gecen sekillerde gosterilmistir. Bu sekillerde her bir viriis igin
Light Cycler 96 (ROCHE) cihazinda analiz sirasinda kullanilan 96’lik platelerdeki
sonuclar dogrudan verilmistir.

Sonuglarin giivenirliligi saglamak igin her bir ¢alisma iki kez tekrarlanmistir.
Ayrica, her bir plate kosturulurken pozitif standartlar kullanilmistir. Kullanilan
standartlarin reaksiyonda beklenen slope, efficiency, R2 ve Y-intercept degerlerini ve
standart egrileri gostermesi sonuglarin giivenirliliginin bir gostergesidir. PCR analiz
sonuglarinin gilivenirliliginin birer gostergesi olan bu istatistikler elde edilen sonuglarin
degerlendirilebilir nitelikte oldugunu gostermektedir.
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Sekil 4. 1. Hijyenik kolonilerde DWV bakimindan pupalara ait RT-qPCR sonuglari
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Sekil 4. 4. Kontrol kolonilerde DWV bakimindan isci arilara ait RT-qPCR sonuglari

Negatif sonuglar veren her bir viriis i¢in tamamlanan RT-qPCR bulgulari
asagida sirasiyla hem kontrol hem de hijyenik davramis bakimindan islah edilmis
koloniler igin siralanmustir (Sekil 4.5.- 4.20.).
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Sekil 4.10. Hijyenik kolonilerde CBPV bakimindan is¢i arilara ait RT-qPCR sonuglari
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Sekil 4. 11. Hijyenik kolonilerde IAPV bakimindan is¢i arilara ait RT-qPCR sonuglari
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Sekil 4. 15. Kontrol kolonilerde IAPV bakimindan pupalara ait RT-qPCR sonuglari
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Sekil 4. 16. Kontrol kolonilerde SBV bakimindan pupalara ait RT-qPCR sonuglari
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Sekil 4. 17. Hijyenik kolonilerde ABPV bakimindan pupalara ait RT-qPCR sonuglari
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Sekil 4. 18. Hijyenik kolonilerde CBPV bakimindan pupalara ait RT-qPCR sonuglari
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Sekil 4. 19. Hijyenik kolonilerde IAPV bakimindan pupalara ait RT-qPCR sonuglari
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Sekil 4. 20. Hijyenik kolonilerde SBV bakimindan pupalara ait RT-qPCR sonuglari
4.1. Istatistiki Analiz Bulgular

Kontrol ve hijyenik davranis bakimindan 1slah edilmis kolonilere ait yetiskin
(isci) arilar ve pupalarin qPCR amplifikasyon sonuglart normal dagilim gostermemis
ancak Cq degerleri normal dagilim gostermistir (Cizelge 4.1). RT-gPCR ve Cq
sonuglar karsilastirilirken normal dagilim gdsteren veri seti i¢in bagimsiz gurup t-testi
ve normal dagilim géstermeyenlerde Mann Whitney U testi yapilmustir.

Ancak, virlis miktarlar1 arasinda ¢ok yliksek farkliliklar bulunmasi sebebiyle
qPCR ortalamalarina ait standart sapmalar ¢ok yiiksek hesaplanmistir (Cizelge 4.2). Bu
durumu gidermek i¢in qPCR sonuglarina Box-Cox transformasyon yapilarak standart
sapmadaki carpiklik giderilmistir (MINITAB 18 kullanilmistir).

Cizelge 4.1. DWV bakimindan ¢alisilan 6rneklerin normal dagilim testleri

Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
Statistic ~ df Sig. Statistic df Sig.
Kontol is¢i ,299 18 ,000 ,669 18 ,000
Hijyenik is¢i 272 18 ,001 167 18 ,001
Kontrol pupa ,446 18 ,000 ,315 18 ,000
Hijyenik pupa ,388 18 ,000 ,523 18 ,000
Kontrol is¢i Cq ,133 18 200" ,959 18 587"
Hijyenik is¢i Cq , 175 18 ,149 ,928 18 ,182"
Kontrol pupa Cq 124 18 200" ,953 18 AT
Hijyenik pupa Cq ,078 18 200" 977 18 914"

*Normal dagilim gdsteren parametreler
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RT-qPCR ve Cq sonuglar1 karsilastirilirken normal dagilim gosteren veri seti
i¢cin bagimsiz gurup t-testi ve normal dagilim gostermeyenlerde Mann Whitney U testi
yapilmistir. Pozitif sonug veren DWV bakimindan c¢alisilan 6rneklere ait tanimlayici
istatistikler Cizelge 4.2.’de 6zetlenmistir.

Ancak, virlis miktarlar1 arasinda ¢ok yiiksek farkliliklar bulunmasi sebebiyle
gPCR ortalamalarina ait standart sapmalar ¢ok yiiksek hesaplanmistir (Cizelge 4.2). Bu
durumu gidermek icin qPCR sonuglarina Box-Cox transformasyon yapilarak standart
sapmadaki carpiklik giderilmistir (MINITAB 18 kullanilmistir).

Cizelge 4. 2. DWV bakimindan ¢alisilan 6rneklere ait tanimlayici istatistikler

N Min Max Mean Std. Dev Std.Error
Kontol is¢i 50 ,00 2227040,00 24198235  466496,94 65972,63
Hijyenik is¢i 50 ,00 1843190,00 167097,47  419424,60 59315,59
Kontrol pupa 50 ,00 25120,00 862,68 3769,14 533,04
Hijyenik pupa 48 ,00 3698,00 205,08 688,27 99,34
Kontrol is¢i Cq 33 10,69 22,80 17,13 3,38 0,59
Hijyenik is¢ci Cq 19 12,44 29,95 20,10 4,10 1,15
Kontrol pupa Cq 28 17,55 30,99 25,56 3,49 0,91
Hijyenik pupa Cq 29 20,14 31,86 26,36 2,94 0,91

Kontrol ve hijyenik kolonilerde tespit edilen DWV yiikii hem is¢i arilarda
(0,003<0,05) hem de pupalarda (0,002<0,05) istatistiki olarak farkli bulunmustur.
Ayrica, Cq degerleri bakimindan yapilan istatistiki karsilagtirma sonucunda kontrol ve
hijyenik kolonilere ait yetiskin bireylerin farkli oldugu (0,024<0,05) ancak pupalar
arasindaki farkin 6nemli olmadig: belirlenmistir.

DWYV yiikii bakimindan kontrol ve hijyenik grubuna ait is¢i (yetiskin) arilarin ve
pupalarin farkliliklar1 Sekil 4.21-24.”de gorsellestirilmistir.

DWW
yetigkin
2500000,00-] OKortral
O Hijyenik

2000000,00

oo

=
|:‘:I 1500000,00— o
(&)
o
o

1000000,00= )

500000,00=

Q
[ales akoi] [s] o]

EEDIDC:
15}

00 T T
Kontrol Hijyenik

DWV yetigkin

Sekil 4. 21. DWV bakimindan kontrol ve hijyenik grubu is¢i arilarin scatter-dot grafigi
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Sekil 4. 22. DWV bakimindan kontrol ve hijyenik grubu pupalarin scatter-dot grafigi
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Sekil 4. 23. DWV bakimindan kontrol ve hijyenik grubu is¢i arilarin histogram grafigi
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Sekil 4. 24. DWV bakimindan kontrol ve hijyenik grubu pupalarin histogram grafigi

Kontrol ve hijyenik davranis bakimindan islah edilmis kolonilerinin varroa
yiikleri normal dagilim testine tabi tutulmustur ve kontrol gurubu normal dagilim
gosterirken hijyenik gurubun normal dagilim gostermedigi belirlenmistir (Cizelge 4.3).
Bu durumda tiim veriler tek bir setmis gibi tekrar normal dagilim testi yapilmistir

(Cizelge 4.4).

Cizelge 4.3. Kontrol ve hijyenik grubu kolonilerin varroa yiikii normal dagilim testi

Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
Statistic df Sig. Statistic df Sig.
Kontrol ,100 50 200" ,964 50 ,132
Hijyenik ,233 47 ,000 ,651 47 ,000

*Normal dagilim gosteren parametreler.

Tim veriler bir arada normal dagilim testi yapildiginda verilerin dagiliminin
normal olmadig1 gériilmiistiir (Cizelge 4.4.). Bu durumda kontrol ve hijyenik guruplarin
varroa ortalamalarini karsilagtirmak igin bagimsiz iki gurup t-test yerine Mann Withney
U testi yapilmistir.

Cizelge 4.4. Kontrol ve hijyenik gruplarin birlestirilmis varroa yiiklerinin normal
dagilim testi

Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
Statistic ~ df Sig. Statistic df Sig.
Varroa Sayisi 175 97 ,000 ,859 97 ,000

Ortalama varroa sayisi kontrol ve hijyenik gruplar i¢in sirasiyla 108,9+£9,8 ve
27,2+ 5,2 olarak bulunmustur. Varroa yilikii bakimindan her iki grup kolonileri
karsilastirildiginda hesaplanan fark istatistiki olarak énemli (0,00<0,01) bulunmustur.
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5.  TARTISMA

Proje kapsaminda, Mugla ili Aricilar Birligi (MAYBIR) biinyesinde bulunan
hijyenik davranis bakimindan 4 kusak selekte edilmis koloniler ve iizerinde hicbir
calisma yapilmamis olan Mugla bal aris1 kolonileri bes patojen viriis (ABPV, CBPV,
IAPV, SBV ve DWV) bakimindan basariyla test edilmistir. Viriislerin tespitinde 6zgiin
primerler ve TagMan problar kullanilarak one step RT-qPCR yontemi kullanilmigtir.

Tez projesi kapsaminda c¢alisilan kolonilerde ABPV, CBPV, IAPV ve SBV
varligina rastlanmamistir. Ancak, DWV nerdeyse tiim kolonilerdeki is¢i ve pupalarda
goriilmiistiir. Ayrica, DWV yiikii bakimindan kontrol ve hijyenik kolonilere ait is¢i ve
pupalarin istatistiki olarak karsilastirmasi yapilmis ve analizler sonucunda DWYV yiikii
bakimindan kontrol grubu ve hijyenik grup birbirinden farkli bulunmustur. Ayrica
materyal olarak kullanilan kolonilerin varroa yiikleri de tespit edilmis olup ayni
kolonilerin viriis yiikii ile varroa yiikii arasinda bir iliski olup olmadig: istatiski olarak
test edilmistir. Yapilan analizler sonucunda DWV pozitif 6rneklerde, viriis yiikii ile
varroa yiikii arasinda herhangi bir iliski tespit edilememistir. DWV bakimindan yapilan
analiz sonuglarinin ise daha 6nce diinya genelinde bal arilar1 tizerinde yapilan ¢alismalar
ile benzer sonuglar gosterdigi goriilmiistiir.

DWYV ilk kez Japonya’da izole edildiginden beri (Bailey ve Ball 1991) 30 yila
yakin zamanda diinyanin bir¢ok iilkesine yayilmis ve birgok bilim insaninin g¢alisma
konusu olmustur.

DWV’nin varligi ve yayginligit Amerika (Chen vd. 2004), Tayland (Sanpa ve
Chantawannakul 2009), Italya (Williams vd. 2010), Sili (Barriga vd. 2012), Isveg
(Nordstrom vd. 1999) ve Avusturya’nin tiim federal eyaletlerinde (Berényi vd.2006); ve
diinyanin farkl iilkelerinde birgok aragtirmaci tarafindan (Martin 2001; Ongus vd. 2004;
Chen vd. 2005; Yue ve Genersch 2005; Antinez vd. 2006; Chen vd. 2006; Yue vd.
2007; Nielsen vd 2008; Santillan-Galicia vd. 2008; Boncristiani vd. 2009; Gisder vd.
2009; Moore vd. 2011; Mockel vd. 2011; Locke vd. 2012; Martin vd. 2012; Francis vd.
2013; Locke vd. 2014; Abd-El-Samie vd. 2017) farkli zamanlarda rapor edilmistir.
Amerika’da ve Avrupa’nin bir¢ok bolgesinde varligr bildirilen DWV ayrica Orta Dogu
iilkelerinden Israil (Zioni vd. 2011), Misir, Tunus, Suudi Arabistan (Ellis ve Munn
2005) ve Urdiin’de (Haddad vd. 2010) de pozitif olarak bildirilmistir.

Afrika kitasinda DWV ile yapilan c¢alismalara bakildiginda Afrika
kitasinin dogusunda yer alan Uganda’da DWYV tesbiti igin ¢aligma yapilmig (Kajobe vd.
2010) bal arilarinda varroa ve DWV arastirilmistir. Fakat bu arilarda DWV’nin tespit
edilemedigi rapor edilmistir. Bunun aksine DWV Kenya'da siklikla tespit edilirken
(Muli vd. 2014) varroa Sudan'da (EI —Niweiri ve El-Sarrag 2006), Etiyopya'da DWV
enfeksiyonuna 6zgii semptomlarla birlikte goriildiigii de bildirilmistir (Begna 2015).

Bunlarin yanisira DWV’nin sadece bal arilarinda hastalik etmeni olmakla
kalmaylp ayn1 zamanda esek arilarina (Forzan vd. 2017) ve bombus arilarina da
bulagmasi (Genersch vd. 2006) bu viriisiin tiirler arasinda gecis yapmasiyla genis ¢apta
bulasim yoluna isaret etmektedir.

DWV gecmis yillarda ve simdilerde bircok iilkede calisilmig bir viriis olmasiyla
dikkat c¢ekicidir. Tiirkiye’de ise yakin ge¢mise kadar pek c¢alisiilmamis bir konu
olmasima karsin son dokuz yil iginde ¢alisiimaya baslanmistir. Ulkemizde bu konuyla
ilgili az sayidaki ¢alisma bulunmaktadir (Glilmez vd. 2009; Muz ve Muz 2009; Tozkar
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vd. 2015; Muz ve Muz 2017) ve bu galismalarin sonuglari bu tezdeki g¢alisma
sonuglariyla benzerlik gostermekte olup DWV yapilan tiim c¢alismalarda pozitif olarak
bildirilmistir.

Tiirkiye’de DWYV ile yapilan g¢alismalardan biri Giilmez vd. (2009)’nin Ordu
ilinde vyaptiklart ve DWV’yi Tirkiye’de ilk kez rapor ettiklerini belirtikleri
calismalaridir. Calismalarinda Apis mellifera L. ve V. destructor'da DWV'nin varligin
RT-PCR ile test ettiklerini ve saglikli arllarim DWV ile enfekte olduklarimi
gostermislerdir. Tiirkiye’deki bal iiretiminde ilk iige giren Ordu ili Karadeniz bolgesi
icin 6onemli bir bal merkezi olarak dikkat ¢ekmekte ve bu viriisiin Ordu i¢in pozitif
olmasi Ordu ili aricilar igin ilgilenilmesi gereken bir durum olarak goriilmektedir.

Muz ve Muz (2009) Hatay ilinde koloni ¢6kmesine ugramis ariliklardaki kralige
arilar ile yaptiklari arastirmada ¢oken kolonilerde DWV’nin varligin1 ve birden fazla
parazitin olup olmadigimi ayrica bu iki 0Oge arasindaki iliskiyi aragtirmislardir.
Arastirmalarinin sonucunda bal aris1 6rneklerinde DWV ve Varroa destructor tespit
ettiklerini belirtmislerdir. Ayrica Tiirkiye'de ¢oken kolonilerdeki arilarda ¢ok sayida
parazit enfeksiyonu bulunan bal arisi1 kralicelerinde DWV'nin ilk kaydi oldugunu da
rapor etmisglerdir. Yaptiklart calismada DWV’nin ve varroa akarmin ayni kolonide
pozitif olmasi, koloninin ¢okmesi ve kralice arilarda DWV’ye raslanmasi muhtemel bir
varroa yoluyla bulagimi isaret etmektedir. Ciinki DWV ancak hemolinf yoluyla
bulastiginda oliimciil tehlikesi artmaktadir. DWV’nin normalde gizli enfeksiyonlara
neden oldugu, ancak ektoparasitik akar Varroa destructor tarafindan iletildiginde
morfolojik deformite ya da Oliime yol acarak arilar ilizerinde yikici etkilere neden
olabilecegi (Gisder vd. 2009) bilinmektedir. Kralice artya bulasan viriis kraligenin tiim
yumurtladigi yavrulara dikey yolla DWV bulasmasini takip etmekte bu da koloni igin
kacinilmaz bir ¢okiisle sonuclanmis olabilecegini gostermektedir. Ayrica Muz ve Muz
(2017) yilinda yine DWV ve Varroa destructor yoniinden bu kez Tekirdag ilindeki 17
artliktan aldiklar1 numunelerle yaptiklari galismada da 17 ariligin tiimiinde varroosis
tesbit etmisler ve 15’inde ise DWV’ye rastlamislardir.

Gimiisova vd. (2010) Karadeniz bolgesinde yaptiklari calismada 28 farkli
kovanliktan aldiklar1 10’ar is¢i bal arist (toplamda 280) ile c¢alismalarini
gerceklestirmislerdir. 3 bal aris1 viriisiinii (ABPV, CBPV, BQCV) RT-gPCR ile teshit
ettikleri analizlerin sonucunda ABPV’ye rastlamadiklarini, CBPV ve BQCV’nin ise
pozitif oldugunu ve Tiirkiye’de ilk kez rapor edildigini bildirmislerdir. Yaklasik 50 yil
once diinyada ilk kez izole edilen bu tez konusu patojenlerinden biri de olan CBPV’nin
(Bailey vd. 1968) Tirkiye’de ilk kez 2010 yilinda rapor edilmesi ve o zamandan bu
yana Mugla yoresindeki bal arilarinda negatif olmast CBPV’nin ve DWV’nin hayatta
kalma mekanizmalarinin bilinmesi yoniinden 6nem tasimakta ve bu konu {izerinde daha
cok arastirmaya ihtiya¢ duyuldugunu gistermektedir.

Ulkemizde yapilan diger bir ¢alismada, Tozkar vd. (2015), Tiirkiye nin sekiz
bolgesinden 158 ar1 isletmesinde (98't goger, 601 sabit aric1) RT-PCR ile yaptiklari
calisma sonucunda IAPV ve SBV saptamadiklarin1 ancak ABPV ve DWV varoldugunu
bildirmislerdir. Genel olarak, DWV yiikleri Bitlis, Hatay, Mugla ve Ardahan'da diger
bolgelerden daha yiiksek, ABPV ise Bitlis'teki en yaygin ve oOzellikle gégmen
aricilarinin orneklerinde yiiksek oranda tesbit etmiglerdir. ABPV bakimindan en diisiik
seviye Hatay'm sabit kolonilerinde bulunmustur. Yigilca-Kirklareli ile Yigilca-Mugla
arasinda ABPV bakimindan istatistiki farklar oldugu (p= 0,0398 ve p= 0,0478)
belirlenmistir. Mugla ve Ankara'da ABPV yiikleri, go¢men aricilik drneklerinde 2010
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yilinda sabit aricilik 6rneklerine gore anlamli derecede yiiksek bulunmustur. Yaptiklar
calismadan farkli olarak yapilan bu tez calismasinda sadece DWV’nin var oldugunu
diger viriisler bakimindan Mugla arilariin negatif oldugu belirlenmis ve Tozkar vd.
(2015) g¢alismalarin sonuglar1 gezginci ariciligin da viriis bulasmasi yoniinden bir
etken oldugunu gostermistir.

Riistemoglu ve Sipahioglu (2016), RT-PCR yontemi kullanilarak Hakkari’de 90
farkli arilikta ABPV varligt ve yaygmligmi arastirmislardir. Yapilan analizler
sonucunda sadece iki arilikta s6z konusu viriisiin varligini belirlemislerdir. Bu sonuglar
calisma yapilan bolgede bu virlisiin yaygin olmadigin1 gostermistir. ABPV igin
Riistemoglu ve Sipahioglu (2016) tarafindan yapilan g¢alismanin sonuglar ile bu tez
calismasinin sonuglar1 yiiksek benzerlikte olup her ikisi de ABPV i¢in negatif sonug
gostermektedir.

Grabensteiner vd. (2007) bal aris1 (Apis mellifera L.) 6rneklerinde ABPV ve
SBYV tespiti i¢in multipleks tek asamali RT-PCR kullanmiglar ve sonugta her iki viriisiin
varhigimi tespit etmislerdir. Bu sonuglardan farkli olarak bu tez ¢alismasinda Mugla bal
arilarinda ABPV ve SBV bulunmamistir. Benzer bir ¢alismayr Kukielka vd. (2009)
Ispanya bal arilarinda gerceklestirmislerdir. Tek adimli es zamanli RT-PCR analizleri
sonucunda ABPV’ye rastlamadiklarini, SBV’nin ise diisiikk frekanslarda goriildiigiinii
bildirmislerdir.

Simeunovi¢ vd. (2014) farklt Sirp bolgelerinden topladiklar1 55 bal arisi
kolonisinde DWV ve ABPV varligt TagMan prob kullanarak RT-PCR yontemiyle
arastirmiglardir. Ayrica, ayn1 kovanlarda varroa yiikiinii de belirleyip viriis yiikii ile
aralarindaki iligkiyi belirlemeye calismislardir. Yapilan analizler sonucunda hastalik
belirtisi gostermeyen kolonilerde yiikksek DWV (% 76,4) ve ABPV (% 61,8) bulunmus
ve ayni kolonilerde varroa miktarinin da fazla oldugunu belirlemislerdir. Varroa
akarmin bal aris1 viriislerinin aktariminda ve aktivasyonunda rol oynadigini ve varroaya
kars1 miicadelenin yetersiz oldugu durumlarda virlis sayisinin da artabilecegini
bildirmislerdir. Bu tez ¢alismasinda da varroa ile viriis yiikii arasinda bir iliski olup
olmadig1 arastirilmis ve hem hijyenik hem de kontrol kolonilerinde boyle bir iligskiye
rastlanmamistir. Ancak, hijyenik koloniler ile kontrol kolonileri arasinda varro yiikii
bakimindan fark oldugu goriilmistiir. Bu farkliligin kaynagi Simeunovic vd (2014)’nin
dikkat c¢ektigi varroaya karst miicadele farkliligindan olabilir. Ciinkii hijyenik
kolonilerin varroaya karsi ilaglama islemleri kontrol kolonilerine gére daha stabil kabul
edilebilir.

Bakonyi vd. (2002) Macar yetiskin arilarin ve parazit akar Varroa destructor'un
araziden alinan Orneklerinde ABPV’nin olusumunu belirlemek i¢in iki yillik bir
caligmayi ters transkripsiyon RT-PCR yontemini kullanarak yapmislardir. Toplam 114
hastalik belirtisi olmayan koloninin 14'linde ABPV varligin1i saptamislardir.
Arastirmada, arilarin {igte ikisinin ABPV ile bulasik ve enfeksiyonun oraninin % 12,2
oldugunu bildirmislerdir. Koloni ¢okmesi yasanan sekiz ariliktan yedisinde (% 87,5)
ABPYV tespit edilmistir. Ani koloni ¢okmesi yasanmis kolonilerde viriis varligini bu
kadar ¢ok olmasi ayni kolonilerde Nosema apis ve Varroa destructor varliginin da
yiiksek olmasina bagli olarak sdylenebilir. Bu tez calismasinda materyal olarak toplanan
kolonilerin saglik durumunda herhangi bir hastalik belirtisi gériilmemis ve ani koloni
¢Okme vakasina da rastlanmamistir. Bu durum muhtemelen DWYV enfekteli arilarin viral
titre yiiksekligi az oldugunda belirti gostermeksizin uzun siire hayatta kalmasi ve
ABPV’nin ise enfekte olmasinin ardindan yaklastk 1 hafta iginde o6lmesinden
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kaynaklanmaktadir. Bakonyi vd (2002)’nin bildirdigi yliksek oranda ABPV
sonucglarinin bu tez ¢alismasinin sonucglarindan farkli olmasmin sebebinin bu durum
olmas1 muhtemeldir.

Chen vd. (2006), bal aris1 kolonilerinden topladiklar1 kralige arilarin farkli
dokularinda Akut Arn Felci Viriisii, Siyah Kralice Hiicre Viriisii, Kronik Art Felci
Viriisii, Deforme Kanat Viriisii, Kagsmir Ar1 Virlisii ve Tulumsu Yavru Ciirtikligi
Viriisii’niin transmisyon mekanizmalarini ters transkripsiyon RT-PCR yontemlerini
kullanarak incelemislerdir. Kafa dokusu haricinde diger dokularin yani sira kralige
digkilar1 da viriis enfeksiyonlari i¢in pozitif bulunmustur. Ar1 kolonilerindeki kraligeler
DWV, CBPV, KBV ve SBV i¢in pozitif olarak tanmimlandiklarinda, yavrular,
yumurtalar, larvalar ve yetiskin isciler de dahil olmak iizere ayni viriislerde pozitif
olarak tanimlamislardir. Yumurtalik dokusunda virlis varligi, yumurtalarda ve geng
larvalarda ayni viriislerin bulunmasi, kraligelerden yavrulara viriislerin dikey olarak
bulastigin1 gdstermistir. Ayrica bu ¢alismanin bal aris1 kolonilerinde viriislerin dikey
gecisinin ilk kaniti oldugunu bildirmislerdir. Benzer olarak, bizim buldugumuz
sonuglarda hem is¢i arilar hem de pupalarda DWV’nin yaygin bulunmasi bu viriisiin
dikey ge¢is yapmis olabilecegini gostermektedir.

Prisco vd. (2011) Israil Akut Felg Viriisii ile yaptiklar1 bir ¢alismada Varroa
destructor'un bal arilarinda IAPV'yi vektorleme kabiliyetine sahip oldugunun ilk
kanitin1 sunduklarin1 bildirmislerdir. Bal arisi, IAPV viriisii tagiyan varroa akarlarina
maruz kaldiktan sonra IAPV ile bulastigin1 ve arilardaki IAPV'nin kopya sayisi, varroa
akarlariin yogunlugu ve varroa akarlarina maruz kalma siiresi ile pozitif korelasyon
gosterdigini gozlemlemislerdir. Dahasi, akar virlis birlikteliginin konak¢i bagisikligini
azaltabilecegini ve dolayistyla viriis replikasyonunun seviyelerini yiikselttigini
gbzlemlemislerdir. Bu ¢alismanin, APV nin bulasmasinda varroa akarlarinin aktif rolii
oldugunu ve bal arilarindaki IAPV enfeksiyonunun epidemiyolojisi lizerine 1s1k
tuttugunu bildirmislerdir.

Tiirkiye’de ise IAPV tesbitinde caligmalar yeni yapilmaya baslanmis olup,
Ozkirrm ve Schiesser (2013) tarafindan Tiirkiye’nin 20 farkli yoresinden toplanan
orneklerde RT-PCR ve Nested PCR kullanarak yapilmistir. Calisma sonucunda IAPV
virlislinii tespit ettiklerini ve tiim sonuglar jel elektroforezinde gézlemlediklerini, farkl
illerdeki 71 numunenin 15'inde kaydettiklerini belirtmiglerdir. Ayrica, bunun
Tirkiye’de ilk tespit edilen IAPV raporu oldugunu bildirmislerdir. Bu tez calismasi
analiz sonuclarinin hi¢birinde IAPV’ye rastlanmamistir. Bu sonu¢ IAPV’nin yeni sus
oldugunu ve iilkemizde heniiz yayginlagmadigini diisiindiirmektedir.

Nielsen vd. (2008) yaptiklar1 bir ¢aligmada yiiksek derecede kislik 6liim orani
goriilen kolonilerin is¢i arilarim1 ve hastalik semptomlart olan kovanlarin yavrularini
ABPV, CBPV, DWV ve SBV bakimindan RT-PCR ile analiz etmislerdir. 78 kovanlikta
SBV, 55'te DWV, 11'de ABPV, 4'te CBPV bulundugu belirtmislerdir. Ar1 6rneklerinin
biiyiik ¢ogunluguna bir veya daha fazla viriis bulastigi, tekli, ikili ve ti¢lii enfeksiyonlar
gozlendigini belirtmislerdir. Yapriklart ¢alismada bir¢ok viriisiin birlikte bulunmasi
sagliksiz ve zayif koloniler de ¢oklu virlis enfeksiyonunun olabilecegini gdstermistir.
Tamamlanan bu tez calismasinda ¢oklu virlis enfeksiyonuna rastlanmamis olmasi
materyal olarak secilen kolonilerde ani ¢6kme veya herhangibir hastalik belirtisi
olmamasindan kaynaklanmis olabilir. Bu sonug, kis aylarinda zayiflamis, yetersiz
beslenmis veya enfeksiyona yakalanmis kolonilerin ¢oklu viriis enfeksiyonlarina karsi
daha direngsiz oldugunu diisiindiirmektedir. Bu tez ¢alismasinda sadece Deforme Kanat

73



TARTISMA A. ALEMLI

Virlisli'ne rastlanmis olmasi, 6rnek toplanan sezonun bahar ayma denk gelmesi ve bu
aylarda yavru iiretiminin maksimum olmasindan kaynaklanmis olabilir. Ciinkii, DWV
artan koloni sayisina paralel olarak enfeksiyonu arttirabilmektedir.

Sanpa ve Chantawannakul (2009), Kuzey Tayland bal arilarinda alt1 bal arisi
viriisiinii RT-PCR kullanilarak arastirarak Tayland'daki arilarin yaklasik % 80'inde viriis
bulundugunu belirtmislerdir. Orneklerinde DWV, ABPV ve SBV tespit ettiklerini ancak
CBPV ve BQCV yoniinden negatif oldugunu bildirmislerdir. Benzer bir c¢alismayi
(Berényi vd. 2006) niifus azalmasi, ani ¢6kme, fel¢ veya koyu renklenme semptomlari
goriilen 90 Avusturya bal arist kolonisinde yapmiglar ve Sonug¢ olarak, en yaygin
virlisin % 91 oraninda DWV oldugunu bildirmislerdir. Bu ¢alismalarin sonuglar1 bu tez
calismasindaki analiz sonuglari ile uyum gostermektedir.

Bir¢cok c¢alismada DWYV viriisiiniin digerlerine gore daha yaygin olmasinin
sebepleri arasinda; diger viriislerin aksine bu viriisiin koloniye bulagsmasinin hemen
ardindan bireylerin 6liimiiyle sonuglanmamasi, viriis titresinin diisitk miktardaki kopya
sayisiyla bal arilarinin uzun siire belirti bile gostermeden hayatta kalabilmeleri ve
hayatta kalan bireylerin tarlada, kralice bakiminda, yavru beslemede, diger kovan igi,
dist islerde gorev alarak genis bir bulastirma alani olusturma imkanlarinin olmasiyla
aciklanabilir. Ayrica yatay ve dikey bulas yollarini kullanarak yayilan DWV’nin koloni
de varroa akariyla birlikte bulunmasiyla enfekte etme oraninin hemolinf yoluyla daha
giiclii oldugu sdylenebilir.

Literatiir taramalar1 sonucunda bu tez ¢alismasinin konu ve kullanilan materyal
bakimindan 6zgiin oldugu goriilmiistiir. Bu ¢alisma, hijyenik davranis bakimindan 1slah
edilmis arilar ile kontrol grubu arilarin yaygin patojen viriisler bakimindan
karsilastirilmast ve 1slah basarisinin ortaya cikarilmasi bakimindan literatiire 6nemli
katkilar saglayacaktir. Ayrica, bu c¢alismanin varroa ile viriis arasindaki iliskilerin
anlasilmasi1 bakimindan 6nemli olduguda diistiniilmektedir.
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6. SONUC

Amag ve hedeflerine uygun sekilde tamamlanan bu tez ¢alismasinda materyal
olarak Mugla ili Ar Yetistiricileri Birligi (MAYBIR) tarafindan dort kusak 1slah
edilmis 50 koloni ve lizerinde herhangi bir ¢alisma yapilmamis 50 koloniden toplanan
is¢i ar1 ve pupalar kullanilmistir. Rastgele segilen her bir kovandan 10’ar adet isci ve
10’ar adet pupa Ornegi toplanmistir. Boylece, toplam deneme materyali 2000 adet ar1
ornegi ile teskil edilmistir. Bu 6rnekler kovanlar1 bakimindan birlestirilerek toplamda
200 adet 6rnek meydana getirilmistir. Herbir 6rnekte proje konusu olan ABPV, CBPV,
IAPV, DWV, SBV ve DWYV varligi ve yogunlugu 6zgiin primerler ile TagMan prob
kullanilarak RT-qPCR’da tespit edilmistir. Ayrica, proje konusu viriisler ile varroa akari
arasinda bir iliski olup olmadigini belirlemek amaciyla ar1 6rnegi alinan her bir kovanin
dip tahtas1 yontemiyle varroa sayilari belirlenmistir.

Calisilan 5 viriisten sadece DWV viriisiiniin kolonilerde var oldugu diger viriisler
bakimindan kolonilerin negatif oldugu goriilmistiir. DWV yiikii bakimindan hijyenik ve
kontrol grubu koloniler is¢i ve pupalarda ayr1 ayr1 tespit edilen virlis miktarlarina gore
karsilagtirilmistir. Kontrol ve hijyenik kolonilerde tespit edilen DWV yiikii hem isci
artlarda  (0,003<0,05) hem de pupalarda (0,002<0,05) istatistiki olarak farkli
bulunmustur. Ayrica, Cq degerleri bakimindan yapilan istatistiki karsilagtirma
sonucunda kontrol ve hijyenik kolonilere ait yetigskin bireylerin farkli oldugu
(0,024<0,05) ancak pupalar arasindaki farkin nemli olmadig1 belirlenmistir. Kontrol ve
hijyenik davranis bakimindan 1slah edilmis Kkoloniler varroa yiikkii bakimindan
karsilastirildiginda her iki grup arasinda istatistiki olarak 6nemli (0,00<0,01) farkliliklar
bulunmustur. Ancak varroa yiikii ve virlis yiikii arasinda 6nemli bir korelasyon
hesaplanmamustir.

Sonug¢ olarak, elde edilen bulgular viriis tespiti i¢in bu caligmada kullanilan
yontemlerin etkin oldugunu gostermistir. Yiiksek hassasiyetli TagMan problar ile
yapilan RT-qPCR sonuglarina dayanarak Mugla yoresindeki kolonilerin DWV hari¢
diger yaygin viriisler bakimindan enfekte olmadig1 sdylenebilir. Bu sonug iilke ariciligi
i¢in sevindirici bir durum arz etmektedir.

Ayrica, DWV viriis yiikii ile ayn1 kolonilerin varroa yiikii arasinda énemli bir
iliski bulunamamast DWV’nin yayginliginda varroa’nin tek basma onemli bir vektor
olmadig: seklinde yorumlanabilir.

Hijyenik koloniler ile kontrol kolonileri arasinda virlis ylikii ve varroa yiikil
bakimindan istatistiki olarak énemli farkliliklarin bulunmast MAYBIR biinyesinde 4
kusak yapilan ve siirdiiriilen 1slah ¢alismasinin basarili ve aricilik sektorii i¢in faydal
oldugu kanaatini dogurmaktadir. Islah calismalarinin kesintisiz olarak siirdiiriilmesi
durumunda art hastalik ve zararlilarma direngli stoklarm gelistirilebilecegi
diisiiniilmektedir. Ayrica iilkemizde izole alanlarin c¢ogaltilip, bal aris1 1slah
calismalarinin tesvikinin saglanmasi, 1slah edilen damizlik kraligelerin aricilara
ulastirilmasi ve aricilarin bilinglendirilmesi bal iiretiminde diinyada ilk siralarda yer alan
Tiirkiye i¢in mithim ve zorunlu olarak gdriinmektedir.

Yapilan literatiir taramalar1 sonucunda bal arilarinda hijyenik davranis bakimdan
seleksiyonun viriis varligi ile iligkilendiren bagka bir bir ¢calismaya rastlanilmamaistir.

75



KAYNAKLAR A. ALEMLI

7. KAYNAKLAR

Abd-El-Samie, E. M., Adham, F. K., EI-Mohandes, S., and Seyam, H. (2017). First
detection of deformed wing and kakugo viruses in honeybees (Apis mellifera L.)
in Egypt by real time-polymerase chain reaction (RT-PCR). African Journal of
Biotechnology, 16(14), 738-748.

Adam B., (1983). In search of the best strains of honey bee. Northern Bee Books, West
Yorkshire, UK.

Adam B., (1987). In Search of the Best Strains of Bees Northern Bee Boks, West
Yorkshire, UK.

Adjlane, N., and Haddad, N. (2014). Detection of Deformed Wing Virus in the local bee
colonies Apis mellifera intermissa in Algeria and its relationship with Varroa
destructor. Mellifera, 28, 3-10.

Aizen, M. A., Garibaldi, L. A., Cunningham, S. A., and Klein, A. M. (2008). Long-term
global trends in crop yield and production reveal no current pollination shortage
but increasing pollinator dependency. Current Biology, 18(20), 1572-1575.

Akyol, E. (2016). A Study on Method Development in Hygienic Behaviour in
Honeybee Colonies (Apis Mellifera L., 1758). Turkish Journal of Agriculture-
Food Science and Technology, 4(12), 1207-1211.

Akyol, E. (1998). Kafkas ve Mugla Arilarinin ( Apis mellifera L.) Saf ve Karsilikli
Melezlerinin ~ Morfolojik. ~ Fizyolojik ~ve  Davramgsal  Ozelliklerinin
Belirlenmesi.Cukurova Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Doktora Tezi
(Bastlmami s ).153s., Adana.

Akyol, E., ve Korkmaz, A. (2005). Bal aris1 (Apis mellifera) zararlisi Varroa
destructor’un biyolojisi. Uludag Aricilik Dergisi, (3).

Akyol, E., Kaftanoglu, O., (2001). Colony characteristics and the performance of
Caucasian (Apis mellifera caucasica) and Mugla (Apis mellifera anatoliaca) bees
and their reciprocal crosses. J. Apicult. Res. 40:11-15.

Akyol, E., Kaftanoglu, O., Ozkék, D. (1997). KKTC’li Aricilara Bal Aris1 Hastalik ve
Zararlilar1 Kurs Notlari.

Allen, M.F., Ball, B.V., (1996). The incidence and world distribution of honey bee
viruses. Bee World 77, 141-162.

Amiri, E., Meixner, M., Biichler, R., and Kryger, P. (2014). Chronic bee paralysis virus
in honeybee queens: Evaluating susceptibility and infection routes. Viruses,
6(3), 1188-1201.

Anderson, D. L., and Trueman, J. W. H. (2000). Varroa jacobsoni (Acari: Varroidae) is

more than one species. Experimental and Applied Acarology, 24(3), 165-
189.1SO 690

76



KAYNAKLAR A. ALEMLI

Anonim, Tirkiye Ar Yetistiricileri Merkezi Birligi.Ar1 Dosyast.A¢ik Erisim.
http://www.tab.org.tr/ari Son Erisim Tarihi: 03.01.2018)

Anonymous 1 Apis mellifera Linnaeus 1758 file online.
https://www.itis.gov/servlet/SingleRpt/SingleRpt?search topic=TSNandsearch
value=154396#null (Son erisim tarihi: 03.01.2018)

Antinez, K., D’Alessandro, B., Corbella, E., Ramallo, G., and Zunino, P. (2006).
Honeybee viruses in Uruguay. Journal of Invertebrate Pathology, 93(1), 67-70.

Aubert, M., et al. Virology and the Honey Bee, 458 pp. Office for Official Publications
for the European Communities. Luxembourg. ISBN 92-79-00586, 2007.

Babu, B., Jeyaprakash, A., Jones, D., Schubert, T. S., Baker, C., Washburn, B. K., ...
and Paret, M. L. (2016). Development of a rapid, sensitive TagMan real-time
RT-PCR assay for the detection of Rose rosette virus using multiple gene
targets. Journal of virological methods, 235, 41-50.

Bailey L, Gibbs AJ, Woods RD. 1968. The purification and properties of chronic bee-
paralysis virus. J Gen Virol 2:251-260. 10.1099/0022-1317-2-2-251.

Bailey, L. (1969). The multiplication and spread of sacbrood virus of bees. Annals of
Applied Biology, 63(3), 483-491.

Bailey, L. (1975). Recent research on honeybee viruses. Bee World, 56(2), 55-64.

Bailey, L. (1976). Viruses attacking the honey bee. Advances in virus research, 20, 271-
304.

Bailey, L., and Ball, B. V. (1991). Honey Bee Pathology. 2nd. Ed. Pub. Academic
Press.

Bailey, L., Gibbs, A. J., and Woods, R. D. (1963). Two viruses from adult honey bees
(Apis mellifera Linnaeus). Virology, 21(3), 390-395.

Bailey, L., Gibbs, A. J., and Woods, R. D. (1964). Sacbrood virus of the larval honey
bee (Apis mellifera Linnaeus). Virology, 23(3), 425-429.

Baker, A., and Schroeder, D. (2008). Occurrence and genetic analysis of picorna-like
viruses infecting worker bees of Apis mellifera L. populations in Devon, South
West England. Journal of invertebrate pathology, 98(2), 239-242.

Bakonyi, T., Farkas, R., Szendr6i, A., Dobos-Kovacs, M., and Rusvai, M. (2002).
Detection of acute bee paralysis virus by RT-PCR in honey bee and Varroa
destructor field samples: rapid screening of representative Hungarian apiaries.
Apidologie, 33(1), 63-74.

Balct F.1988. Aricilik. Tarim Orman ve Kdyisleri Bakanligi, Mesleki yayinlar( Tarim
Meslek Liseleri Ders Kitab1) Yayin:10, Ankara, 56s.

77


https://www.itis.gov/servlet/SingleRpt/SingleRpt?search_topic=TSN&search_value=154396#null
https://www.itis.gov/servlet/SingleRpt/SingleRpt?search_topic=TSN&search_value=154396#null

KAYNAKLAR A. ALEMLI

Ball, B. V. and Allen, M. E. (1988). The prevalence of pathogens in honey bee (Apis
mellifera) colonies infested with the parasitic mite Varroa jacobsoni. Ann Appl
Biol 113, 237-244.

Ball, B. V. (1983). The association of Varroa jacobsoni with virus diseases of honey
bees. In Proceedings of a Meeting of the EC Experts’ Group, Wageningen, 7-9
February 1983. Rotterdam: A. A. Balkema.

Ball, B. V. (1985). Acute paralysis virus isolates from honeybee, Apis mellifera,
colonies infested with Varroa jacobsoni. J Apic Res 24, 115-119.

Ball, B. V. (1997). Varroa and viruses. Varroa, 11-15.

Ball, B. V. (1999). Paralysis. Options Méditerranéennes. Série B: Etudes et Recherches
(CIHEAM).

Ball, B.V., Bailey, L., (1991). Virus of honey bees. In: Adams, J.R., Bonami, J.R.
(Eds.), Atlas of Invertebrate Viruses. CRC Press, Boca Raton, USA, pp. 525-
551.

Barriga, G. P., Cifuentes-Mufioz, N., Rivera, P. A., Gutierrez, M., Shmaryahu, A.,
Valenzuela, P. D., and Engel, E. A. (2012). First detection and complete genome
sequence of Deformed wing virus in Chilean honeybees. Virus genes, 45(3),
606-609.

Begna, Desalegn. "Occurrences and distributions of honeybee (Apis mellifera
Jemenetica) varroa mite (Varroa destructor) in Tigray region, Ethiopia.” J. Fish.
Livest. Prod. 3 (2015): 126.

Benjeddou, M., Leat, N., Allsopp, M., Davison, S., (2001). Detection of acute bee
paralysis virus and black queen cell virus from honeybees by reverse
transcriptase PCR. Appl. Environ. Microbiol. 67, 2384-2387.

Berényi, O., Bakonyi, T., Derakhshifar, 1., Koéglberger, H., and Nowotny, N. (2006).
Occurrence of six honeybee viruses in diseased Austrian apiaries. Applied and
environmental microbiology, 72 (4), 2414-2420.

Besnard, M., Lastere, S., Teissier, A., Cao-Lormeau, V. M., and Musso, D. (2014).
Evidence of perinatal transmission of Zika virus, French Polynesia, December
2013 and February 2014. Euro surveill, 19(13), 20751.

Bigio, G., Al Toufailia, H., and Ratnieks, F. L. W. (2014). Honey bee hygienic
behaviour does not incur a cost via removal of healthy brood. Journal of
evolutionary biology, 27(1), 226-230.

Biskin, Z., Yildirim, A., Inci, A., ve Diizlii, O. (2011). Parazitolojide teshis amaclh
kullanilan molekiiler biyolojik teknikler. Erciyes Univ Vet Fak Derg, 8, 43-51.

Bixby, M., Baylis, K., Hoover, S. E., Currie, R. W., Melathopoulos, A. P., Pernal, S. F.,
and Guarna, M. M. (2017). A Bio-Economic Case Study of Canadian Honey
Bee (Hymenoptera: Apidae) Colonies: Marker-Assisted Selection (MAS) in

78



KAYNAKLAR A. ALEMLI

Queen Breeding Affects Beekeeper Profits. Journal of Economic Entomology,
110(3), 816-825.

Blanchard, P., Guillot, S., Antunez, K., Koglberger, H., Kryger, P., de Miranda, J. R.,
and Ribiere, M. (2014). Development and validation of a real-time two-step RT-
gPCR TagMan® assay for quantitation of Sacbrood virus (SBV) and its
application to a field survey of symptomatic honey bee colonies. Journal of
virological methods, 197, 7-13.

Blanchard, P., Schurr, F., Celle, O., Cougoule, N., Drajnudel, P., Thiéry, R., and
Ribiere, M. (2008). First detection of Israeli acute paralysis virus (IAPV) in
France, a dicistrovirus affecting honeybees (Apis mellifera). Journal of
invertebrate pathology, 99(3), 348-350.

Boecking, O., and Spivak, M. (1999). Behavioral defenses of honey bees against Varroa
jacobsoni Oud. Apidologie, 30(2-3), 141-158.

Boncristiani, H. F., Di Prisco, G., Pettis, J. S., Hamilton, M., and Chen, Y. P. (2009).
Molecular approaches to the analysis of deformed wing virus replication and
pathogenesis in the honey bee, Apis mellifera. Virology journal, 6(1), 221.

Boot, W. J., Calis, J. N. M. and Beetsma, J. (1992). Differential periods of VVarroa mite
invasion into worker and drone cells of honey bees.Experimental and Applied
Acarology 16(4), 295-301.

Bowen-Walker, P. L., Martin, S. J. and Gunn, A. (1999). The Transmission of
Deformed Wing Virus between Honeybees (Apis mellifera L.) by the
Ectoparasitic Mite Varroa jacobsoni Oud. Journal of invertebrate pathology
73(1), 101-106.

Brettell, L. E., and Martin, S. J. (2017). Oldest Varroa tolerant honey bee population
provides insight into the origins of the global decline of honey bees. Scientific
Reports, 7.

Bustin, S. A., Benes, V., Nolan, T., and Pfaffl, M. W. (2005). Quantitative real-time
RT-PCR-a perspective. Journal of molecular endocrinology, 34(3), 597-601.

Buttel-Reepen, H. (1906). Apistica. Beitrdge zur Systematik, Biologie, sowie zur
geschichtlichen und geographischen Verbreitung der Honigbiene (Apis mellifera
L.), ihrer Varietiten und der iibrigen Apis-Arten. Veroff Zool. Mus. Berlin. 118-
120.

Cakmak, T., Angun, P., Demiray, Y. E., Ozkan, A. D., Elibol, Z., and Tekinay, T.
(2012). Differential effects of nitrogen and sulfur deprivation on growth and
biodiesel feedstock production of Chlamydomonas reinhardtii. Biotechnology
and Bioengineering, 109(8), 1947-1957.

Carter, M. J., and Genersch, E. (2008). Molecular characterisation of honey bee viruses.

Virology and the Honey Bee. VIth Framework. EC Publications, Brussels, 85-
120.

79



KAYNAKLAR A. ALEMLI

Chantawannakul, P., Puchanichanthranon, T., and Wongsiri, S. (2005). Inhibitory
effects of some medicinal plant extracts on the growth of Ascosphaera apis. Acta
Horticulturae, 678, 183-189.

Chejanovsky, N., Ophir, R., Schwager, M. S., Slabezki, Y., Grossman, S., and Cox-
Foster, D. (2014). Characterization of viral siRNA populations in honey bee
colony collapse disorder. Virology, 454, 176-183.

Chen, Y. (2011). Viruses and viral diseases of the honey bee, Apis mellifera. In Recent
Advances in Entomological Research (pp. 105-120). Springer Berlin Heidelberg.

Chen, Y. P. and Siede, R. (2007). Honey bee viruses. In: Maramorosch, K., Shatkin, A.
J., and Murphy, F. A. (Eds.) Advances in Virus Research, Vol 70. Elsevier
Academic Press Inc, USA. pp 33-80.

Chen, Y. P., et al. "Prevalence and transmission of honeybee viruses." Applied and
environmental microbiology 72.1 (2006): 606-611.

Chen, Y. P., Higgins, J. A. and Feldlaufer, M. F. (2005). Quantitative real-time reverse
transcription-PCR analysis of deformed wing virus infection in the honeybee
(Apis mellifera L.). Applied and Environmental Microbiology 71(1), 436-441.

Chen, Y. P., Pettis, J. S., Corona, M., Chen, W. P., Li, C. J., Spivak, M., ... and
Delaplane, K. (2014). Israeli acute paralysis virus: epidemiology, pathogenesis
and implications for honey bee health. PLoS pathogens, 10(7), e1004261.

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

Chen, Y., Zhao, Y., Hammond, J., Hsu, H. T., Evans, J., and Feldlaufer, M. (2004).
Multiple virus infections in the honey bee and genome divergence of honey bee
viruses. Journal of invertebrate pathology, 87(2), 84-93.

Choe, S.E., Nguyen, L.T.K., Noh, J.H., Koh, H.B., Jean, Y.H., Kweon, C.H., Kang,
S.W., (2012). Prevalence and distribution of six bee viruses in Korean Apis
cerana populations. J. Invertebr. Pathol. 109, 330-333.

Clermont A., Pasquali M., Eickermann M., Kraus F., Hoffmann L., Beyer M. 2015.
Virus Status, Varroa Levels, and Survival of 20 Managed Honey Bee Colonies
Monitored in Luxembourg Between the Summer Of 2011 and the Spring Of
2013. J. Apic. Sci. Vol. 59, 59-73.

Cobey, S. W. (2007). Comparison studies of instrumentally inseminated and naturally
mated honey bee queens and factors affecting their performance. Apidologie,
38(4), 390-410.

Cornman, R. S., Tarpy, D. R., Chen, Y., Jeffreys, L., Lopez, D., Pettis, J. S., and Evans,

J. D. (2012). Pathogen webs in collapsing honey bee colonies. PLoS one, 7(8),
e43562.

80



KAYNAKLAR A. ALEMLI

Cox-Foster, D.L., Conlan, S., Holmes, E.C., Palacios, G., Evans, J.D., Moran, N.A.,
Quan, P.L., Briese, T., Hornig, M., Geiser, D.M., Martinson, V., Vanengelsdorp,
D., Kalkstein, A.L., Drysdale, A., Hui, J., Zhai, J., Cui, L., Hutchison, S.K.,
Simons, J.F., Egholm, M., Pettis, J.S., Lipkin, W.I., (2007). A metagenomic
survey of microbes in honey bee colony collapse disorder. Science 318, 283—
287.

Crailsheim, K. (1992). The flow of jelly within a honeybee colony. Journal of
comparative physiology B, 162(8), 681-689.

Darzi, E., Smith, E., Shargil, D., Lachman, O., Ganot, L., and Dombrovsky, A. (2018).
The honeybee Apis mellifera contributes to Cucumber green mottle mosaic virus
spread via pollination. Plant Pathology, 67(1), 244-251.

De la Rua, P., Jaffé, R., Dall'Olio, R., Mufoz, 1., and Serrano, J. (2009). Biodiversity,
conservation and current threats to European honeybees. Apidologie, 40(3), 263-
284.

De Miranda, J. R., and Fries, 1. (2008). Venereal and vertical transmission of deformed
wing virus in honeybees (Apis mellifera L.). Journal of invertebrate pathology,
98(2), 184-189.

De Miranda, J. R., and Genersch, E. (2010). Deformed wing virus. Journal of
invertebrate pathology, 103, S48-S61.

De Miranda, J. R., Dainat, B., Locke, B., Cordoni, G., Berthoud, H., Gauthier, L., ... and
Stoltz, D. B. (2010). Genetic characterization of slow bee paralysis virus of the
honeybee (Apis mellifera L.). Journal of general virology, 91(10), 2524-2530.

De Miranda, J. R., Gauthier, L., Ribiere, M., and Chen, Y. P. (2012). Honey bee viruses
and their effect on bee and colony health. Honey bee colony health: Challenges
and sustainable solutions, 71-102.

Deborah R. Smith (2002) Uludag Bee Journalist Genetic Diversity In Turkish Honey
Bees University Of Kansas, Department Of Ecology And Evolutionary Biology,
Lawrence, Ks, USA)

Desai, S. D., Eu, Y. J.,, Whyard, S., and Currie, R. W. (2012). Reduction in deformed
wing virus infection in larval and adult honey bees (Apis mellifera L.) by
double-stranded RNA ingestion. Insect molecular biology, 21(4), 446-455.

Di Prisco, G., Pennacchio, F., Caprio, E., Boncristiani Jr, H. F., Evans, J. D., and Chen,
Y. (2011). Varroa destructor is an effective vector of Israeli acute paralysis virus
in the honeybee, Apis mellifera. Journal of General Virology, 92(1), 151-155.

Dodologlu, A., Geng, F., (2002). Determining the some physiological characteristics of
Caucasica and Anatoliaca honeybees (A. mellifera L.) and their reciprocal
crosses. Turk J. Vet. Anim. Sci. 26:715-722

Dogaroglu, M. (1982). Tiirkiye’de yetistirilen onemli ar1 1tk ve tiplerinin “Cukurova

Bolgesi kosullarmda performanslarmin karsilastirilmasi. C.U. Ziraat Fakiiltesi
Yilligi, 13 (3-4):46-60.

81



KAYNAKLAR A. ALEMLI

Dogaroglu, M., Ozder, M.ve Polat, C. (1992). Tiirkiye’de &nemli bal aris1 (
Apismellifera L . ) irk ve ekotiplerinin Trakya kosullarinda performanslarmin
karsilastirilmasi. Doga Tr. J. of Veterinary and Animal Sciences, 16 :403-414.

Don RH, Cox PT, Wainwright BJ, Baker K, Mattick JS, 1991. Touchdown PCR to
circumvent spurious priming during gene amplification. Nuc Acids Res, 19:
4008.

Dong, H., Xiao, K., Xian, Y., and Wu, Y. (2018). Authenticity determination of honeys
with non-extractable proteins by means of elemental analyzer (EA) and liquid
chromatography (LC) coupled to isotope ratio mass spectroscopy (IRMS). Food
chemistry, 240, 717-724.

Donzé, G., Herrmann, M., Bachofen, B. and Guerin, P. M. (1996). Effect of mating
frequency and brood cell infestation rate on the reproductive 61 success of the
honeybee parasite Varroa jacobsoni. Ecological entomology 21(1), 17-26.

Dorak, M. T. (Ed.). (2007). Real-time PCR. Taylor and Francis.ISO 690

El-Niweiri, M. A. A., and El-Sarrag, M. S. A. (2006). Detection of the parasitic mite
(\Varroa jacobsoni) of honeybees. Apis mellifera, 60-75.

Ellis J. (2015). American Bee Journal. The Tasks Of A Worker Honey Bee file online.
http://americanbeejournal.com/the-tasks-of-a-worker-honey-bee/ (Son erisim
tarihi: 03.01.2018)

Ellis, J.D., Munn, P.A., (2005). The worldwide health status of honey bees. Bee World
86, 88—-101.

Erickson, E. H., Atmowidjojo, A. H., and Hines, L. H. (1999). Varroa-tolerant honey
bees are a reality. American bee journal.

Evans, J. D., and Spivak, M. (2010). Socialized medicine: individual and communal
disease barriers in honey bees. Journal of invertebrate pathology, 103, S62-S72.

Firatl, C.ve Budak, E. 1994. Tiirkiye’de c¢esitli kurumlarda yetistirilen ana arilar ile
olusturulan bal aris1 Apis mellifera L. kolonilerinin fizyolojik. morfolojik ve
davrams ozellikleri. A.U. Ziraat Fakiiltesi, Yaym No:1390

Forzan M, Felicioli A, Sagona S, Bandecchi P, Mazzei M. (2017). Complete genome
sequence of deformed wing virus isolated from Vespa crabro in Italy. Genome
Announc 5:e00961-17.

Fraga, D., Meulia, T., and Fenster, S. (2008). Real-time PCR. Current protocols
essential laboratory techniques, 10-3.

Francis, R. M., Nielsen, S. L., and Kryger, P. (2013). Varroa-virus interaction in
collapsing honey bee colonies. PloS one, 8(3), e57540.

Fuchs, S. (1990). Preference for drone brood cells by Varroa jacobsoni Oud in colonies
of Apis mellifera carnica. Apidologie 21(3), 193-199.

82


http://americanbeejournal.com/the-tasks-of-a-worker-honey-bee/

KAYNAKLAR A. ALEMLI

Fujiyuki, T., Takeuchi, H., Ono, M., Ohka, S., Sasaki, T., Nomoto, A., and Kubo, T.
(2004). Novel insect picorna-like virus identified in the brains of aggressive
worker honeybees. Journal of virology, 78(3), 1093-1100.

Garbian, Y., Maori, E., Kalev, H., Shafir, S., and Sela, 1. (2012). Bidirectional transfer
of RNAI between honey bee and Varroa destructor: Varroa gene silencing
reduces Varroa population. PLoS pathogens, 8(12), e1003035.

Gauthier, L., Tentcheva, D., Tournaire, M., Dainat, B., Cousserans, F., Colin, M. E., and
Bergoin, M. (2007). Viral load estimation in asymptomatic honey bee colonies
using the quantitative RT-PCR technique. Apidologie, 38(5), 426-435.

Gempe, T., Hasselmann, M., Schiett, M., Hause, G., Otte, M., and Beye, M. (2009). Sex
determination in honeybees: two separate mechanisms induce and maintain the
female pathway. PL0S biology, 7(10), e1000222.

Geng, F., Diilger, C., Dodologlu, A., Kutluca, S., (1999). Comparison of some
physiological characteristics of Caucasian, middle Anatolian and Erzurum
honeybee (Apis mellifera L.) genotypes. Turk J. Vet. Anim. Sci. 23:645-650

Genger, H. V. ve Karacaoglu, M. (2003). Kafkas 1rk1 ( Apis mellifera caucasica ) ve
Kafkas irki ile Anadolu arisi-Ege ekotipi ( Apis mellifera anatoliaca )’nin
karsilikli melezlerinin Ege bolgesi kosullarinda yavru yetistirme etkinlikleri
vebal verimleri. Yiiziincii Y1l Universitesi. Ziraat Fakiiltesi. Tarim Bilimleri
Dergisi (J. Agric. Sci.), 13 (1):61-65

Ghosh, R. C., Ball, B. V., Willcocks, M. M., and Carter, M. J. (1999). The nucleotide
sequence of sacbrood virus of the honey bee: an insect picorna-like
virus. Journal of General Virology, 80(6), 1541-1549.

Genersch, E. and Aubert, M. (2010). Emerging and re-emerging viruses of the honey
bee (Apis mellifera L.). Veterinary Research 41(6), 54.

Genersch, E., Yue, C., Fries, I., and de Miranda, J. R. (2006). Detection of deformed
wing virus, a honey bee viral pathogen, in bumble bees (Bombus terrestris and
Bombus pascuorum) with wing deformities. Journal of invertebrate pathology,
91(1), 61-63.

Gilliam, M., Taber, S., Lorenz, B. J., and Prest, D. B. (1988). Factors affecting
development of chalkbrood disease in colonies of honey bees, Apis mellifera,
fed pollen contaminated with Ascosphaera apis. Journal of Invertebrate
Pathology, 52(2), 314-325.

Gisder, S., and Genersch, E. (2015). Special Issue: Honey Bee Viruses.

Gisder, S., Aumeier, P., and Genersch, E. (2009). Deformed wing virus: replication and
viral load in mites (Varroa destructor). Journal of General Virology, 90(2), 463-
467.

Goodvin, M., Eaton V. C. (2001). Control of Varroa. A Guide for New Zealand
Beekeepers

83



KAYNAKLAR A. ALEMLI

Gosh, M., Barman, A., Meikap, A. K., De, S. K., and Chatterjee, S. (1999). Hopping
transport in HCI doped conducting polyaniline. Physics Letters A, 260(1), 138-
148.

Grabensteiner, E., Bakonyi, T., Ritter, W., Pechhacker, H., and Nowotny, N. (2007).
Development of a multiplex RT-PCR for the simultaneous detection of three
viruses of the honeybee (Apis mellifera L.): Acute bee paralysis virus, Black
queen cell virus and Sacbrood virus. Journal of invertebrate pathology, 94(3),
222-225.

Grabensteiner, E., Ritter, W., Carter, M. J., Davison, S., Pechhacker, H., Kolodziejek,
J., and Nowotny, N. (2001). Sacbrood virus of the honeybee (Apis mellifera):
rapid identification and phylogenetic analysis using reverse transcription-PCR.
Clinical and diagnostic laboratory immunology, 8(1), 93-104.

Grabensteiner, E., Ritter, W., Carter, M., Davison, S., Pechhaker, H., Kolodziejek, J., ...
and Nowotny, N. (2000). Molecular characterisation of the sacbrood virus of the
honey bee by RT-PCR and phylogenetic studies. Apidologie (France).

Grabenstiner, E., Ritter, W., Carter, M.J., Davison, S., Pechhacker, H., Kolodziejek, J.,
Boeching, O.l., Derakhshifar, R., Moosbeckhofer, E., Licek, N., Nowotny,
(2001). Sacbrood virus of the honeybee (Apis mellifera): rapid identification and
phylogenetic analysis using reverse transcription-PCR. Clin. Diagn. Lab.
Immunol. 8, 93-104.

Guarna, M. M., Hoover, S. E., Huxter, E., Higo, H., Moon, K. M., Domanski, D., ... and
Desai, S. (2017). Peptide biomarkers used for the selective breeding of a
complex polygenic trait in honey bees. Scientific Reports, 7(1), 8381.

Gupta, P., Conrad, T., Spétter, A., Reinsch, N., and Bienefeld, K. (2012). Simulating a
base population in honey bee for molecular genetic studies. Genetics Selection
Evolution, 44(1), 14.

Giiler, A. 2006. Bal Arisi(Apis mellifera) On Dokuz Mayis Univ. Ziraat Fakiiltesi. Der
Kitab1 No:55,Samsun, 46,61,62,410 s.

Giiler, A., Kaftanoglu, O., (1999). Determination of performances of some important
races and ecotypes of Turkish honeybees (Apis mellifera L.) under migratory
beekeeping condition. Turk J. Vet. Anim. Sci. 23:577- 582.

Giiler, A.(1995). Tirkiye’deki 6nemli bal aris1 ( Apis mellifera L.) Irk ve ekotiplerinin
morfolojik 6zellikleri ve performanslariin belirlenmesi lizerinde arastirmalar.
Cukurova Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Doktora Tezi (Basilmamis),157s,
Adana.

Giiler, A.ve Kaftanoglu, O. (1999). Tiirkiye’de 6nemli bal aris1 ( Apis mellifera L.) irk
ve ekotiplerinin gocer aricilik kosullarinda performanslarinin karsilastirilmasi.
Tr. J. of Veterinary and Animal Sciences, 23 Ek Say13. 577-581

Giilmez Y., Bursali A., Tekin S. (2009). First molecular detection and characterization
of deformed wing virus (DWYV) in honeybees (Apis mellifera L.) and mite

84



KAYNAKLAR A. ALEMLI

(Varroa destructor) in Turkey. African Journal of Biotechnology Vol. 8 (16), pp.
3698-3702.

Gilimiisova S.0., Albayrak H., Kurt M., Yazici Z., (2010). Prevalence of three honey
bee viruses in Turkey. Veterinarski Arhiv, 80(6), 779-785.

Haddad, N., Brake, M., Migdadi, H., and de Miranda, J. R. (2010). First detection of
honey bee viruses in Jordan by RT-PCR. Jordan Journal of Agricultural
Sciences, 4(3).

Hamiduzzaman, M. M., Emsen, B., Hunt, G. J., Subramanyam, S., Williams, C. E.,
Tsuruda, J. M., and Guzman-Novoa, E. (2017). Differential Gene Expression
Associated with Honey Bee Grooming Behavior in Response to Varroa Mites.
Behavior Genetics, 47(3), 335-344.1SO 690

Harbo, J. R., and Harris, J. W. (2009). Responses to Varroa by honey bees with
different levels of Varroa Sensitive Hygiene. Journal of apicultural research,
48(3), 156-161.

Heid, C. A., Stevens, J., Livak, K. J., and Williams, P. M. (1996). Real time quantitative
PCR. Genome research, 6(10), 986-994.

Highfield, A. C., El Nagar, A., Mackinder, L. C., Laure, M. L. N., Hall, M. J., Martin,
S. J, and Schroeder, D. C. (2009). Deformed wing virus implicated in
overwintering honeybee colony losses. Applied and environmental
microbiology, 75(22), 7212-7220.

Hou, C., Rivkin, H., Slabezki, Y., and Chejanovsky, N. (2014). Dynamics of the
presence of israeli acute paralysis virus in honey bee colonies with colony
collapse disorder. Viruses, 6(5), 2012-2027.

Huang, W. F., Mehmood, S., Huang, S., Chen, Y. W., Ko, C. Y., and Su, S. (2017).
Phylogenetic analysis and survey of Apis cerana strain of Sacbrood virus
(AcSBV) in Taiwan suggests a recent introduction. Journal of Invertebrate
Pathology, 146, 36-40.

Ifantidis, M. (1983). Ontogenesis of the mite Varroa jacobsoni in worker and drone
honeybee brood cells. Journal of Apicultural Research 22(3), 200-206.

Igbal, J., and Mueller, U. (2007). Virus infection causes specific learning deficits in
honeybee foragers. Proceedings of the Royal Society of London B: Biological
Sciences, 274(1617), 1517-1521.

Jiang, S., Robertson, T., Mostajeran, M., Robertson, A. J.,, and Qiu, X. (2016).
Differential gene expression of two extreme honey bee (Apis mellifera) colonies
showing varroa tolerance and susceptibility. Insect molecular biology, 25(3),
272-282.1SO 690

Johnson, B. R. (2003). Organization of work in the honeybee: a compromise between

division of labour and behavioural flexibility. Proceedings of the Royal Society
of London B: Biological Sciences, 270(1511), 147-152.

85



KAYNAKLAR A. ALEMLI

Johnson, B. R. (2008). Global information sampling in the honey bee.
Naturwissenschaften, 95(6), 523-530.

Johnson, B. R. (2008). Within-nest temporal polyethism in the honey bee. Behavioral
Ecology and Sociobiology, 62(5), 777-784.

Johnson, R. (2010). Honey bee colony collapse disorder (pp. 7-5700). Washington:
Congressional Research Service.

Jothikumar, N., Cromeans, T. L., Robertson, B. H., Meng, X. J., and Hill, V. R. (2006).
A Dbroadly reactive one-step real-time RT-PCR assay for rapid and sensitive
detection of hepatitis E virus. Journal of virological methods, 131(1), 65-71.

Kaftanoglu, O., Kumova, U., Yeninar, H. (1992). Varroa Miicadelesinde Son
Geligmeler. Dogu Anadolu Bolgesi I. Aricilik Semineri. 3-4 Haziran 1992.
Erzurum.

Kajobe, R., Marris, G., Budge, G., Laurenson, L., Cordoni, G., Jones, B., ... and Brown,
M. A. (2010). First molecular detection of a viral pathogen in Ugandan honey
bees. Journal of invertebrate pathology, 104(2), 153-156.

Karacaoglu, M. (2005). Anadolu aris1 Ege ekotipi ( A. m. anatoliaca ) ve Italyan arisi(
A. m. ligustica )XEge ekotipi melezi arilarinin morfolojik 6zellikleri.
ADUZiraat Fakiiltesi Dergisi. 1 (2):41-46

Karacaoglu, M. ve Ugak, A. 2003. Giiney Ege kosullarinda farkli donemlerdeyeti s
tirilen ana arilar ile olusturulan kolonilerin geli § imi. III. Ulusal
ZootekniKongresi, 14-16 Ekim 2002, s:181-189. Ankara Universitesi, Ziraat
FakiiltesiZootekni Bolimii, Ankara.

Kevan, P. G., Hannan, M. A., Ostiguy, N., and Guzman-Novoa, E. (2006). A summary
of the Varroa-virus disease complex in honey bees.

Khoe1, A. N. (2012). Iran Bal Arlar1 (Apis Mellifera Meda)’Nin Varroa Paraziti
(Varroa Destructor)’Ne Karsi Korunma Yeteneginin Degerlendirilmesi. Doktora
Tezi, Ankara Universitesi, Ankara, 5s.

Korbie, D. J., and Mattick, J. S. (2008). Touchdown PCR for increased specificity and
sensitivity in PCR amplification. Nature protocols, 3(9), 1452-1456.

Kubista M, Andrade JM, Bengtsson M, Forootan A, Jonak J, Lind K, Sindelka R,
Sjoback R, Sjogreen B, Strombom L, Stahlberg A, Zoric N, (2006). The real-
time polymerase chain reaction. Mol Aspects Med, 27: 95-125.

Kukielka, D., and Sanchez-Vizcaino, J. M. (2009). One-step real-time quantitative PCR
assays for the detection and field study of Sacbrood honeybee and Acute bee
paralysis viruses. Journal of virological methods, 161(2), 240-246.

Kukielka, D., Esperon, F., Higes, M., and Sanchez-Vizcaino, J. M. (2008). A sensitive
one-step real-time RT-PCR method for detection of deformed wing virus and
black queen cell virus in honeybee Apis mellifera. Journal of virological
methods, 147(2), 275-281.

86



KAYNAKLAR A. ALEMLI

Kumova, U. (2003). Varroa ile Miicadele Yontemleri. Marmara II. Aricilik Kongresi
Bildirileri. 28- 30 Nisan 2003. Yalova

Lanciotti, R. S., Kerst, A. J., Nasci, R. S., Godsey, M. S., Mitchell, C. J., Savage, H. M.,
... and Davis, B. S. (2000). Rapid detection of West Nile virus from human
clinical specimens, field-collected mosquitoes, and avian samples by a TagMan
reverse transcriptase-PCR assay. Journal of clinical microbiology, 38(11), 4066-
4071.

Lanzi, G., De Miranda, J. R., Boniotti, M. B., Cameron, C. E., Lavazza, A., Capucci, L.,
Camazine, S. M. and Rossi, C. (2006). Molecular and biological characterization
of Deformed wing virus of honeybees (Apis mellifera L.). J Virol 80, 4998
5009.

Lermi, U.(2010). Bartin Yoresi Bal Aris1 (Apis Mellifera L.) Zararlilar1 Ve Hastaliklari,
Yiiksek Lisans Tezi, Bartin Universitesi, Bartin, 9-20 aras s.

Lin, Z., Page, P., Li, L., Qin, Y., Zhang, Y., Hu, F., ... and Dietemann, V. (2016). Go
East for Better Honey Bee Health: Apis cerana Is Faster at Hygienic Behavior
than A. mellifera. PloS one, 11(9), e0162647.

Lindauer M. (2017). Encyclopadia Britannica. Hymenopteran file online.
https://www.britannica.com/animal/hymenopteran (Son erisim tarihi:
03.01.2018)

Locke, B., Forsgren, E., and de Miranda, J. R. (2014). Increased tolerance and
resistance to virus infections: a possible factor in the survival of Varroa
destructor-resistant honey bees (Apis mellifera). PloS one, 9(6), €99998.

Locke, B., Forsgren, E., Fries, 1., and de Miranda, J. R. (2012). Acaricide treatment
affects viral dynamics in Varroa destructor-infested honey bee colonies via both
host physiology and mite control. Applied and environmental Microbiology,
78(1), 227-235.

Logan J, Edwards K, (2009). An overview of PCR platforms. In: Logan J, Edwards K,
Saunders N eds, Real Time PCR: Current technology and applications. Caister
Academic Pres; p 8.

Maori, E., Lavi, S., Mozes-Koch, R., Gantman, Y., Peretz, Y., Edelbaum, O., ... and
Sela, I. (2007). Isolation and characterization of Israeli acute paralysis virus, a
dicistrovirus affecting honeybees in Israel: evidence for diversity due to intra-
and inter-species recombination. Journal of General Virology, 88(12), 3428-
3438.

Martin, S. J. (1994). Ontogenesis of the mite Varroa jacobsoni Oud. in worker brood of
the honeybee Apis mellifera L. under natural conditions. Experimental and
Applied Acarology 18(2), 87-100.

Martin, S. J. (2001). The role of Varroa and viral pathogens in the collapse of honeybee
colonies: a modelling approach. Journal of Applied Ecology, 38(5), 1082-1093.

87


https://www.britannica.com/animal/hymenopteran

KAYNAKLAR A. ALEMLI

Martin, S. J., Highfield, A. C., Brettell, L., Villalobos, E. M., Budge, G. E., Powell, M.,
and Schroeder, D. C. (2012). Global honey bee viral landscape altered by a
parasitic mite. Science, 336(6086), 1304-1306.

McAfee, A., Collins, T. F., Madilao, L. L., and Foster, L. J. (2017). Odorant cues linked
to social immunity induce lateralized antenna stimulation in honey bees (Apis
mellifera L.). Scientific Reports, 7.

McMahon D.P., Fiirst M.A., Caspar J., Theodorou P., Brown M.J.F., Paxton R.J.
(2015). A sting in the spit: widespread cross-infection of multiple RNA viruses
across wild and managed bees. Journal of Animal Ecology, 84, 615-624.

McMenamin, A. J., and Genersch, E. (2015). Honey bee colony losses and associated
viruses. Current Opinion in Insect Science, 8, 121-129.

Meixner, M. D. (2010). A historical review of managed honey bee populations in
Europe and the United States and the factors that may affect them. Journal of
invertebrate pathology, 103, S80-S95.

Michener, C. D. (1974). The social behavior of the bees: a comparative study (Vol. 73,
No. 87379). Harvard University Press.1ISO 690

Mingxiao, M., Jinhua, L., Yingjin, S., Li, L., and Yongfei, L. (2013). TagMan MGB
probe fluorescence real-time quantitative PCR for rapid detection of Chinese
Sacbrood virus. PloS one, 8(2), €52670.

Mingxiao, M., Ming, L., Jian, C., Song, Y., Shude, W., and Pengfei, L. (2011).
Molecular and biological characterization of Chinese sacbrood virus LN isolate.
Comparative and functional genomics, 2011.

Mondet, F., Alaux, C., Severac, D., Rohmer, M., Mercer, A. R., and Le Conte, Y.
(2015). Antennae hold a key to Varroa-sensitive hygiene behaviour in honey
bees. Scientific reports, 5.

Moore, J., Jironkin, A., Chandler, D., Burroughs, N., Evans, D. J., and Ryabov, E. V.
(2011). Recombinants between Deformed wing virus and Varroa destructor
virus-1 may prevail in Varroa destructor-infested honeybee colonies. Journal of
General Virology, 92(1), 156-161.

Moore, P. A., Wilson, M. E., and Skinner, J. A. (2015). Honey bee viruses, The Deadly
Varroa Mite Associates. Bee Health, 19, 2015.

Morse, R. A., Laigo, F. M. 1969. The Potential and Problem of Beekeeping in
Philippines. Bee World. 50. 9-14.

Mockel, N., Gisder, S., and Genersch, E. (2011). Horizontal transmission of deformed
wing virus: pathological consequences in adult bees (Apis mellifera) depend on
the transmission route. Journal of General Virology, 92(2), 370-377.

Muli, Elliud, et al. "Evaluation of the distribution and impacts of parasites, pathogens,

and pesticides on honey bee (Apis mellifera) populations in East Africa." PLoS
one 9.4 (2014): e94459.

88



KAYNAKLAR A. ALEMLI

Muz, D., and Muz, M. N. (2009). Survey of the occurrence of Deformed Wing Virus
and multiple parasites of queens (Apis mellifera L.) in apiaries with collapsed
colonies in Hatay, Turkey. Journal of apicultural research, 48(3), 204-208.

Muz, D., ve Muz , M. N. (2017). Tekirdag’da “Koloni Kayb1 Sendromu” Benzeri Kayip
Goriillen Ariliklarda Bazi Patojenlerinin  Arastirilmasi. Kocatepe Veterinary
Journal, 10(1), 21-28.

Nasr, M. E. (1998). Technology transfer of improved honey bee stocks and management
practices to beekeepers in Ontario. Annual Report for 1997-1998. ABA,
Bayfield, Ontario, Canada.

Natsopoulou, M. E., McMahon, D. P., and Paxton, R. J. (2016). Parasites modulate
within-colony activity and accelerate the temporal polyethism schedule of a
social insect, the honey bee. Behavioral ecology and sociobiology, 70(7), 1019-
1031.

Nazzi, F., Brown, S. P., Annoscia, D., Del Piccolo, F., Di Prisco, G., Varricchio, P., ...
and Pennacchio, F. (2012). Synergistic parasite-pathogen interactions mediated
by host immunity can drive the collapse of honeybee colonies. PLoS pathogens,
8(6), e1002735.

Neumann, P., and Carreck, N. L. (2010). Honey bee colony losses. 1SO 690

Nganso, B. T., Fombong, A. T., Yusuf, A. A., Pirk, C. W., Stuhl, C., and Torto, B.
(2017). Hygienic and grooming behaviors in African and European honeybees—
New damage categories in Varroa destructor. PloS one, 12(6), e0179329.

Nielsen, S. L., Nicolaisen, M., and Kryger, P. (2008). Incidence of acute bee paralysis
virus, black queen cell virus, chronic bee paralysis virus, deformed wing virus,
Kashmir bee virus and sacbrood virus in honey bees (Apis mellifera) in
Denmark. Apidologie, 39(3), 310-314.

Nordstrom, S., Fries, 1., Aarhus, A., Hansen, H., and Korpela, S. (1999). Virus
infections in Nordic honey bee colonies with no, low or severe Varroa jacobsoni
infestations. Apidologie, 30(6), 475-484.

Olivier V, Blanchard P, Chaouch S, Lallemand P, Schurr F, Celle O, Dubois E, Tordo
N, Thiéry R, Houlgatte R, Ribié¢re M. (2008). Molecular characterisation and
phylogenetic analysis of chronic bee paralysis virus, a honey bee virus. Virus
Res 132:59-68. 10.1016/j.virusres.2007.10.014.

Olivier, V., Massou, 1., Celle, O., Blanchard, P., Schurr, F., Ribiére, M., and Gauthier,
M. (2008). In situ hybridization assays for localization of the chronic bee
paralysis virus in the honey bee (Apis mellifera) brain. Journal of virological
methods, 153(2), 232-237.

Olivier, V., Blanchard, P., Chaouch, S., Lallemand, P., Schurr, F., Celle, O., ... &
Ribiere, M. (2008). Molecular characterisation and phylogenetic analysis of
Chronic bee paralysis virus, a honey bee virus. Virus research, 132(1-2), 59-68.

89



KAYNAKLAR A. ALEMLI

Ongus, J. R., Peters, D., Bonmatin, J. M., Bengsch, E., Vlak, J. M., and van Oers, M. M.
(2004). Complete sequence of a picorna-like virus of the genus Iflavirus
replicating in the mite Varroa destructor. Journal of General Virology, 85(12),
3747-3755.

Organtini, L. J., Shingler, K. L., Ashley, R. E., Capaldi, E. A., Durrani, K., Dryden, K.
A., ... and Hafenstein, S. (2017). Honey Bee Deformed Wing Virus Structures
Reveal that Conformational Changes Accompany Genome Release. Journal of
virology, 91(2), e01795-16.

Oskay, D. (2008). Bal Arisi Irklarin Cesitliliginin Korunmasi, Kolonilerin Y 6netimi
ve Genetik Yapilarinin Istenen Yonde Gelistirilmesi Uzerine Model
Olusturulmasi. Uludag Aricilik Dergisi , 2008 (2).

Otis GW (1996). Distribution of recently recognized species of honeybees (
Hymenopetra: Apidae: Apis ) in Asia. J. Kansas Entomol. Soc., 69: 311-333.

Overton, H. A., Buck, K. W., Bailey, L., & Ball, B. V. (1982). Relationships between
the RNA components of chronic bee-paralysis virus and those of chronic bee-
paralysis virus associate. Journal of General Virology, 63(1), 171-179.

Ozkirim, A., and Schiesser, A. (2013). Israeli acute paralysis virus (IAPV) in Turkish
bees. Journal of Apicultural Research, 52(2), 56-57.

Oztiirk, A. D. (2001). Bal aris1 hastaliklar1. Mugla’da Tarim. 1(5): 57-59.

Palacio, M. A., Figini, E. E., Ruffinengo, S. R., Rodriguez, E. M., Del Hoyo, M. L. and
Bedascarrasbure, E. L. (2000). Changes in a population of Apis mellifera L.
selected for hygienic behaviour and its relation to brood disease tolerance.
Apidologie. vol. 31, pp. 471-478.

Palmer, M.R., Smith, D.R., Kaftanoglu, O., (2000). Turkish honeybees: genetic
variation and evidence for a fourth lineage of Apis mellifera mtDNA. J. Hered.
91:42-46.

Pfaffl, M. W. (2001). A new mathematical model for relative quantification in real-time
RT-PCR. Nucleic acids research, 29(9), e45-e45.

Pfaffl, M. W., and Hageleit, M. (2001). Validities of mRNA quantification using
recombinant RNA and recombinant DNA external calibration curves in real-time
RT-PCR. Biotechnology Letters, 23(4), 275-282.

Pritchard, D. J. (2016). Grooming by honey bees as a component of varroa resistant
behavior. Journal of Apicultural Research, 55(1), 38-48.

Ghosh, R. C., Ball, B. V., Willcocks, M. M., & Carter, M. J. (1999). The nucleotide
sequence of sacbrood virus of the honey bee: an insect picorna-like
virus. Journal of General Virology, 80(6), 1541-1549.

Rangel, J., Keller, J. J., and Tarpy, D. R. (2013). The effects of honey bee (Apis
mellifera L.) queen reproductive potential on colony growth. Insectes sociaux,
60(1), 65-73.

90



KAYNAKLAR A. ALEMLI

Regge, N. D., Deblauwe, I., Deken, R. D., Vantieghem, P., Madder, M., Geysen, D., ...
and Cay, A. B. (2012). Detection of Schmallenberg virus in different Culicoides
spp. by real-time RT-PCR. Transboundary and emerging diseases, 59(6), 471-
475.

Rehm, S. M. and Ritter, W. (1989). Sequence of the sexes in the offspring of Varroa
jacobsoni and the resulting consequences for the calculation of the
developmental period. Apidologie 20(4), 339-343.

Reynaldi, F. J., Sguazza, G. H., Tizzano, M. A., Fuentealba, N., Galosi, C. M., and
Pecoraro, M. R. (2011). First report of Israeli acute paralysis virus in
asymptomatic hives of Argentina. Revista Argentina de microbiologia, 43(2).

Ribbands, C. R. (1953). The behaviour and social life of honeybees. Bee Research
Association Limited.; London.

Ribiere, M., Faucon, J. P., and Pépin, M. (2000). Detection of chronic honey bee (Apis
mellifera L.) paralysis virus infection: application to a field survey. Apidologie,
31(5), 567-577.

Ribiere, M., Lallemand, P., Iscache, A. L., Schurr, F., Celle, O., Blanchard, P., ... and
Faucon, J. P. (2007). Spread of infectious chronic bee paralysis virus by
honeybee (Apis mellifera L.) feces. Applied and environmental microbiology,
73(23), 7711-7716.

Ribi¢re, M., Triboulot, C., Mathieu, L., Auriéres, C., Faucon, J. P., and Pépin, M.
(2002). Molecular diagnosis of chronic bee paralysis virus infection. Apidologie,
33(3), 339-351.

Rinderer, T. E., & Green, T. J. (1976). Serological relationship between chronic bee
paralysis virus and the virus causing hairless-black syndrome in the
honeybee. Journal of Invertebrate Pathology, 27(3), 403-405.

Runckel, C., Flenniken, M. L., Engel, J. C., Ruby, J. G., Ganem, D., Andino, R., and
DeRisi, J. L. (2011). Temporal analysis of the honey bee microbiome reveals
four novel viruses and seasonal prevalence of known viruses, Nosema, and
Crithidia. PloS one, 6(6), €20656.

Ruttner, F. (1984). Races of Bees. Ed. Dadant and Sons. The Hive and the Honey Beeg,p.
19-38. A Dadant Publication, Dadant and Sons. Inc. Illinois, USA.

Ruttner, F. (1988a). Biogeography and Taxonomy of Honeybees. Springer,
Verlag,Berlin. p:284.

Ruttner, F. (1988b). Breeding Techniques and Selection for Breeding of the
Honeybee.British Isles Bee Breeders’ Association (1988), 152 pp.ISBN 0-
905369-07-6

Riistemoglu M., ve Sipahioglu H.M., (2016). Occurrence and Molecular

Characterization of Acute Bee Paralysis Virus (ABPV) in Honeybee (Apis
mellifera) Colonies in Hakkari Province. YYU Tar Bil Derg., 26(2): 174-182.

91



KAYNAKLAR A. ALEMLI

Ryabov, E. V., Fannon, J. M., Moore, J. D., Wood, G. R., and Evans, D. J. (2016). The
Iflaviruses Sacbrood virus and Deformed wing virus evoke different
transcriptional responses in the honeybee which may facilitate their horizontal or
vertical transmission. PeerJ, 4, e1591.

Ryabov, E. V., Wood, G. R., Fannon, J. M., Moore, J. D., Bull, J. C., Chandler, D., ...
and Evans, D. J. (2014). A virulent strain of deformed wing virus (DWV) of
honeybees (Apis mellifera) prevails after VVarroa destructor-mediated, or in vitro,
transmission. PLoS pathogens, 10(6), €1004230.

Sanpa, S., and Chantawannakul, P. (2009). Survey of six bee viruses using RT-PCR in
Northern Thailand. Journal of invertebrate pathology, 100(2), 116-119.

Santillan-Galicia, M. T., Carzaniga, R., Ball, B. V., and Alderson, P. G. (2008).
Immunolocalization of deformed wing virus particles within the mite Varroa
destructor. Journal of general virology, 89(7), 1685-1689.

Scannapieco, A. C., Lanzavecchia, S. B., Parrefio, M. A., Liendo, M. C., Cladera, J. L.,
Spivak, M., and Palacio, M. A. (2016). Individual precocity, temporal
persistence, and task-specialization of hygienic bees from selected colonies of
Apis mellifera. Journal of Apicultural Science, 60(1), 63.

Scannapieco, A. C., Mannino, M. C., Soto, G., Palacio, M. A., Cladera, J. L., and
Lanzavecchia, S. B. (2017). Expression analysis of genes putatively associated
with hygienic behavior in selected stocks of Apis mellifera L. from Argentina.
Insectes Sociaux, 64(4), 485-494.

Schneider, P. and Drescher, W. (1987). The influence of Varroa jacobsoni Oud. on
weight at emergence, development of weight and hypopharyngeal glands, and
longevity of Apis mellifera L. Apidologie 18(1), 101-109.

Seeley, T. D. (1978). Life history strategy of the honey bee, Apis mellifera. Oecologia,
32(1), 109-118.

Seeley, T. D. (1979). Queen substance dispersal by messenger workers in honeybee
colonies. Behavioral Ecology and Sociobiology, 5(4), 391-415.

Seeley, T. D. (1982). Adaptive significance of the age polyethism schedule in honeybee
colonies. Behavioral Ecology and Sociobiology, 11(4), 287-293.

Seeley, T. D. (2007). Honey bees of the Arnot Forest: a population of feral colonies
persisting with Varroa destructor in the northeastern United States. Apidologie,
38(1), 19-29.

Shah, K. S., Evans, E. C., and Pizzorno, M. C. (2009). Localization of deformed wing
virus (DWV) in the brains of the honeybee, Apis mellifera Linnaeus. Virology
journal, 6(1), 182.

Shan, L., Liuhao, W., Jun, G., Yujie, T., Yanping, C., Jie, W., and Jilian, L. (2017).
Chinese Sacbrood virus infection in Asian honey bees (Apis cerana cerana) and
host immune responses to the virus infection. Journal of Invertebrate Pathology,
150, 63-69.

92



KAYNAKLAR A. ALEMLI

Shen, L., Guo, Y., Chen, X., Ahmed, S., and Issa, J. (2007). Optimizing annealing
temperature overcomes bias in bisulfite PCR methylation analysis.
Biotechniques, 42(1), 48.

Shen, M., Yang, X., Cox-Foster, D. and Cui, L. (2005b). The role of varroa mites in
infections of Kashmir bee virus (KBV) and deformed wing virus (DWV) in
honey bees. Virology 342, 141-149

Shimanuki, H., Calderone, N. W. and Knox, D. A. (1994). Parasitic mite syndrome: the
symptoms. Am Bee J 134, 827-828.

Siede, R., Konig, M., Biichler, R., Failing, K., and Thiel, H. J. (2008). A real-time PCR
based survey on acute bee paralysis virus in German bee colonies. Apidologie,
39(6), 650-661.

Silici, S.,(2009). Bal Arisi Biyolojisi ve Yetistiriciligi. Eflatun Yayinevi. Ankara,
16,17,30 s.

Simeunovi¢, P., Stevanovi¢, J., Vidanovi¢, D., Nisavi¢, J., Radovi¢, D., Stanisi¢, L., and
Stanimirovi¢, Z. (2014). A survey of deformed wing virus and acute bee
paralysis virus in honey bee colonies from Serbia using real-time RT-PCR. Acta
Veterinaria, 64(1), 81-92.

Singh, R., Levitt, A. L., Rajotte, E. G., Holmes, E. C., Ostiguy, N., Lipkin, W. 1., ... and
Cox-Foster, D. L. (2010). RNA viruses in hymenopteran pollinators: evidence of
inter-taxa virus transmission via pollen and potential impact on non-Apis
hymenopteran species. PLoS One, 5(12), e14357.

Smith, D. R. 2002. Genetic diversity in Turkish honey bees. Uludag Bee Journal August
2002 3(2):10-17.

Smith, D.R., Slaymaker, A., Palmer, M., Kaftanoglu, O., (1997). Turkish honeybees
belong to the east Mediterranean mitochondrial lineage. Apidologie 28:269-274.

Spackman, E., Senne, D. A., Myers, T. J., Bulaga, L. L., Garber, L. P., Perdue, M. L., ...
and Suarez, D. L. (2002). Development of a real-time reverse transcriptase PCR
assay for type A influenza virus and the avian H5 and H7 hemagglutinin
subtypes. Journal of clinical microbiology, 40(9), 3256-3260.

Sumpter, D. J., and Martin, S. J. (2004). The dynamics of virus epidemics in Varroa-
infested honey bee colonies. Journal of Animal Ecology, 73(1), 51-63.

Tantillo, G., Bottaro, M., Di Pinto, A., Martella, V., Di Pinto, P., and Terio, V. (2015).
Virus infections of honeybees Apis Mellifera. Italian journal of food safety, 4(3).

Tentcheva, D., Gauthier, L., Bagny, L., Fievet, J., Dainat, B., Cousserans, F., ... and
Bergoin, M. (2006). Comparative analysis of deformed wing virus (DWV) RNA
in Apis mellifera and Varroa destructor. Apidologie, 37(1), 41-50.

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

93



KAYNAKLAR A. ALEMLI

Apis mellifera L. and Varroa destructor mite populations in France. Appl.
Environ. Microbiol. 70 (12), 7185-7191.

Tentcheva, D., Gauthier, L., Zappulla, N., Dainat, B., Cousserans, F., Colin, M. F., and
Bergon, M. (2005). Prevalence and seasonal variations of six bee M. Shen et al.
Virology, 342, 141-149.

Tolon, B. (1999). Yaban arilarinda sosyal yasam. Hayvansal Uretim, 39(40), 120-127.
ISO 690

Tozkar, C. O., Kence, M., Kence, A., Huang, Q., and Evans, J. D. (2015).
Metatranscriptomic analyses of honey bee colonies. Frontiers in genetics, 6.
100. doi: 10.3389/fgene.2015.00100

Traynor, K. S., Andree, M., Lichtenberg, E. M., Chen, Y., Saegerman, C., and Cox-
Foster, D. L. (2017). Colony Collapse Disorder (CCD) and bee age impact
honey bee pathophysiology. PloS one, 12(7), e0179535.

Trumbo, S. T., Huang, Z. Y., and Robinson, G. E. (1997). Division of labor between
undertaker specialists and other middle-aged workers in honey bee colonies.
Behavioral Ecology and Sociobiology, 41(3), 151-163.

Tuncer P., Yesilbag K.,, (2009). Viral Diseases of Honey Bees. Uludag Bee Journal,
9(4): 149-161.

Tutkun, E., Bosgelmez, A. (2003). Bal Aris1 Zararlilar1 ve Hastaliklar1 Teshis ve Tedavi
Y ontemleri. Bizim Biiro Basimevi. Ankara.

Tutkun, E., inci, A. (1992). Bal Aris1 Zararlilar1 Hastaliklar1 ve Tedavi Y&ntemleri.
Demircioglu Matbaacilik Yenisehir/ANKARA.

Ucak Kog, A. ve Karacaoglu, M. (2005). Anadolu aris1 Ege ekotipi (Apis
melliferaanatoliaca) ana arilarinda iireme oOzellikleri. Adnan Menderes
Universitesi.Ziraat Fakiiltesi Dergisi, 2(1):73-77

Valles, S. M., Chen, Y., Firth, A. E., Guérin, D. A., Hashimoto, Y., Herrero, S., ... and
Ryabov, E. (2017). ICTV Virus Taxonomy Profile: Iflaviridae. Journal of
General Virology, 98(4), 527-528.

Van Engelsdorp, D., Hayes, J., and Pettis, J. (2009). Preliminary results: A survey of
honey bee colonies losses in the US between September 2008 and April 2009.
Apiary Inspectors of America (AlA) and USDA-ARS Beltsville Honey Bee Lab.

Vanbergen, A. J. (2013). Threats to an ecosystem service: pressures on pollinators.
Frontiers in Ecology and the Environment, 11(5), 251-259.

Velthuis, H. H. W. (1972). Observations on the transmission of queen substances in the
honey bee colony by the attendants of the queen. Behaviour, 41(1), 105-128.

Wacker, M. J., and Godard, M. P. (2005). Analysis of one-step and two-step real-time

RT-PCR using SuperScript I11. Journal of biomolecular techniques: JBT, 16(3),
266.

94



KAYNAKLAR A. ALEMLI

Ward, L., Waite, R., Boonham, N., Fisher, T., Pescod, K., Thompson, H., ... and Brown,
M. (2007). First detection of Kashmir bee virus in the UK using real-time PCR.
Apidologie, 38(2), 181-190.

White, G. F. (1917). Sacbrood (No. 431). US Department of Agriculture.

Williams, G. R., Rogers, R. E., Kalkstein, A. L., Taylor, B. A., Shutler, D., and Ostiguy,
N. (2009). Deformed wing virus in western honey bees (Apis mellifera) from
Atlantic Canada and the first description of an overtly-infected emerging queen.
Journal of invertebrate pathology, 101(1), 77-79.

Wu Y, Dong X and Kadowaki T (2017) Characterization of the Copy Number and
Variants of Deformed Wing Virus (DWYV) in the Pairs of Honey Bee Pupa and
Infesting Varroa destructor or Tropilaelaps mercedesae. Front. Microbiol.
8:1558. doi: 10.3389/fmicbh.2017.01558

Yang, X. and Cox-Foster, D. (2007). Effects of parasitization by Varroa destructor on
survivorship and physiological traits of Apis mellifera in correlation with viral
incidence and microbial challenge. Parasitology 134, 405-412.

Ye S, Xia H, Dong C, Cheng Z, Xia X et al. Identification and characterization of
Iflavirus 3C-like protease processing activities. Virology 2012;428:136-145.

Yue, C., and Genersch, E. (2005). RT-PCR analysis of Deformed wing virus in
honeybees (Apis mellifera) and mites (Varroa destructor). Journal of General
Virology, 86(12), 3419-3424.

Yue, C., Schroder, M., Gisder, S., and Genersch, E. (2007). Vertical-transmission routes
for deformed wing virus of honeybees (Apis mellifera). Journal of General
Virology, 88(8), 2329-2336.

Zhang, Q., Yang, Y., Liang, Y., Lu, X., & Zhang, J. (2002). Study on structure of the
Chinese Sacbrood Virus™ nucleic acid. Journal of Chinese Electron Microscopy
Society, 21(3), 331-334.

Zanni, V., Galbraith, D. A., Annoscia, D., Grozinger, C. M., and Nazzi, F. (2017).
Transcriptional signatures of parasitization and markers of colony decline in
Varroa-infested honey bees (Apis mellifera). Insect Biochemistry and Molecular
Biology.

Zhao, N., and Wurst, H. (2001). U.S. Patent No. 6,300,073. Washington, DC: U.S.
Patent and Trademark Office.

Zioni, N., Soroker, V., and Chejanovsky, N. (2011). Replication of Varroa destructor
virus 1 (VDV-1) and a Varroa destructor virus 1l-deformed wing virus
recombinant (VDV-1-DWYV) in the head of the honey bee. Virology, 417(1),
106-112.

95



EKLER

A. ALEMLI

8. EKLER
8.1. Gruplara Gére Total RNA'larin Bio Drop Ol¢iim Sonuclar

Cizelge 8. 1. Hijyenik davranig bakimindan 1slah edilmis pupa bal arilarinin bio drop

Ol¢ciim sonuglart

A230 A260 A280  A320 A260/A230 A260/A280 Yogunluk  Ornek
0,254 0,097 0,089 0,028 0,305 1,131 55,200 1
0,677 0,235 0,252 0,080 0,260 0,901 124,000 2
1,851 0,274 0,437 0,050 0,124 0,579 179,200 3
0,134 0,060 0,056 0,014 0,383 1,095 36,800 4
0,087 0,077 0,054 0,008 0,873 1,500 55,200 5
0,569 0,112 0,135 0,018 0,171 0,803 75,200 6
0,268 0,129 0,148 0,033 0,409 0,835 76,800 7
0,058 0,064 0,036 0,003 1,109 1,848 48,800 8
0,043 0,105 0,041 0,002 2,512 2,641 82,400 9
3,253 1,124 1,471 0,405 0,252 0,674 575,200 10
0,344 0,119 0,123 0,044 0,250 0,949 60,000 11
0,086 0,056 0,042 0,010 0,605 1,437 36,800 12
0,196 0,112 0,094 0,041 0,458 1,340 56,800 13
2,286 0,419 0,616 0,088 0,151 0,627 264,800 14
0,280 0,103 0,097 0,036 0,275 1,098 53,600 15
0,184 0,062 0,058 0,009 0,303 1,082 42,400 16
0,053 0,086 0,043 0,004 1,673 2,103 65,600 17
-0,027 -0,039 -0,052 -0,070 0,721 1,722 24,800 18
3,155 1,177 1,195 0,440 0,271 0,976 589,600 19
0,009 0,011 -0,026  -0,068 1,026 1,881 63,200 20
1,594 0,569 0,610 0,179 0,276 0,905 312,000 21
0,256 0,007 0,026 -0,061 0,215 0,782 54,400 22
-0,022 -0,003 -0,037  -0,067 1,422 2,133 51,200 23
3,047 0,968 1,559 0,179 0,275 0,572 631,200 24
0,017 -0,011 -0,022  -0,067 0,667 1,244 44,800 25
0,089 0,011 -0,007 -0,051 0,443 1,409 49,600 26
-0,033 0,003 -0,042 -0,076 1,837 2,324 63,200 27
1,081 0,100 0,193 -0,044 0,128 0,608 115,200 28
2,679 0,496 0,800 0,051 0,169 0,594 356,000 29
2,755 0,667 0,867 0,149 0,199 0,721 414,400 30
2,711 0,571 0,789 0,108 0,178 0,680 370,400 31
2,452 0,322 0,618 -0,029 0,141 0,543 280,800 42
0,038 -0,024 -0,031 -0,059 0,361 1,250 28,000 43
1,529 0,338 0,395 0,085 0,175 0,816 202,400 44
0,509 0,084 0,103  -0,009 0,180 0,830 74,400 45
0,415 0,053 0,078  -0,050 0,222 0,805 82,400 46
2,923 0,938 1,027 0,326 0,236 0,873 489,600 47
1,479 0,798 0,856 0,282 0,431 0,899 412,80 48
0,759 0,087 0,145 -0,044 0,163 0,693 104,800 49
1,999 0,468 0,540 0,091 0,198 0,840 301,600 50
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Cizelge 8. 2. Hijyenik kolonilerin is¢i arilarinda bio drop 6l¢tim sonuglari

A230  A260  A280 A320 A260/A230 A260/A280 Yogunluk Ornek

1,083 0,209 0,259 0,046 0,157 0,765 130,400 1
1,315 0,203 0,284 0,034 0,132 0,676 135,200 2
2,103 0,382 0,518 0,113 0,135 0,664 215,200 3
059% 0,135 0,150 0,031 0,184 0,874 83,200 4
0,906 0,163 0,206 0,027 0,155 0,760 108,800 5
2,557 0,591 0,738 0,177 0,174 0,738 331,200 6
0,192 0,087 0,064 0,010 0,423 1,426 61,600 7
1,416 0,253 0,323 0,062 0,141 0,732 152,800 8
1,308 0,270 0,329 0,079 0,155 0,764 152,800 9
0,618 0,213 0,201 0,068 0,264 1,090 116,000 10
3,222 1,117 1,255 0,490 0,230 0,820 501,600 11
2,754 0,580 0,882 0,151 0,165 0,587 343,200 12
2,042 0,338 0,476 0,056 0,142 0,671 225,600 13
1,608 0,330 0,398 0,081 0,163 0,785 199,200 14
1975 0455 0,535 0,156 0,164 0,789 239,200 15
0,878 0,180 0,211 0,039 0,168 0,820 112,800 16
1,171 0,258 0,303 0,071 0,170 0,806 149,600 17
0,681 0,135 0,157 0,023 0,170 0,836 89,600 18
1,776 0318 0420 0,081 0,140 0,699 189,600 19
0,569 0,126 0,143 0,027 0,183 0,853 79,200 20
0,102 0,070 0,046 0,012 0,644 1,706 46,400 21
0,105 0,084 0,058 0,026 0,734 1,813 46,400 22
0,289 0,118 0,097 0,023 0,357 1,284 76,000 23
0,499 0,133 0,133 0,023 0,231 1,000 88,000 24
0,960 0,197 0,236 0,050 0,162 0,790 117,600 25
0,249 0,072 0,065 0,007 0,269 1,121 52,000 26
0,248 0,092 0,081 0,025 0,300 1,196 53,600 27
2,872 0,752 0,947 0,237 0,195 0,725 412,000 28
0,478 0,098 0,108 0,009 0,190 0,899 71,200 29
0,617 0,156 0,168 0,038 0,204 0,908 94,400 30
1,210 0,169 0,249 0,023 0,123 0,646 116,800 31
1,935 0,279 0,442 0,056 0,119 0,578 178,400 42
1,777 0,284 0,398 0,056 0,132 0,667 182,400 43
0,898 0,153 0,192 0,025 0,147 0,766 102,400 44
2,439 0,526 0,671 0,157 0,162 0,718 295,200 45
0,875 0,142 0,185 0,021 0,142 0,738 96,800 46
0,401 0,071 0,085 0,009 0,158 0,816 49,600 47
0,603 0,165 0,175 -0,006 0,281 0,945 136,800 48
0,326 0,094 0,092 -0,019 0,328 1,018 90,400 49
0459 0,133 0,133 0,023 0,231 1,000 88,000 50
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Cizelge 8. 3. Kontrol grubu pupa 6rneklerinde bio drop 6l¢iim sonuglari

A230  A260 A280 A320 A260/A230  A260/A280  Yogunluk Ornek

0,090 0,101 0,056 0,012 1,141 2,023 71,200 1
0,079 0,070 0,052 0,025 0,833 1,667 36,000 2
0,284 0,089 0,084 0,009 0,291 1,067 64,000 3
0,670 0,158 0,176 0,044 0,182 0,864 91,200 4
0414 0322 0,233 0,107 0,700 1,706 172,000 5
2,785 0,897 0964 0,392 0,211 0,883 404,000 6
0,457 0,087 0117 0,017 0,159 0,700 56,000 7
0,057 0,038 0,024 0,003 0,648 1,667 28,000 8
1,141 0,212 0,278 0,054 0,145 0,705 126,400 9
0,261 0,134 0,109 0,050 0,398 1,424 67,200 1
2,752 0556 0,934 0,100 0,172 0,547 364,800 11
0,766 0,198 0,218 0,053 0,203 0,879 116,000 12
0,439 0,197 0,185 0,084 0,318 1,119 90,400 13
1,110 0,148 0,242 0,015 0,121 0,586 106,400 14
1,684 0232 0,378 0,044 0,115 0,563 150,400 15
0,924 0,107 0,183 0,010 0,106 0,561 77,600 16
1,732 0,205 0,376 0,025 0,105 0,513 144,000 17
0,259 0,048 0,064 0,005 0,169 0,729 34,400 18
0,332 0,065 0,077 0,011 0,168 0,818 43,200 19
1,415 0,154 0,289 0,015 0,099 0,507 111,200 20
0,296 0,072 0,079 0,010 0,217 0,899 49,600 21
1,400 0,170 0,296 0,020 0,109 0,543 120,000 22
0,185 0,030 0,039 0,000 0,162 0,769 24,000 23
2,763 0596 0,883 0,168 0,165 0,599 342,400 24
1916 0,239 0423 0,031 0,110 0,531 166,400 25
2,775 0,608 1,150 0,084 0,195 0,492 419,200 26
0,523 0,059 0,201 0,002 0,109 0,576 45,600 27
0,120 0,283 0,127 0,002 2,381 2,248 224,800 28
0,274 0,033 0,053 0,001 0,124 0,630 27,200 29
1,788 0,219 0,379 0,029 0,108 0,543 152,000 30
0,354 0,085 0,094 0,017 0,202 0,883 54,400 31
1,068 0,191 0,252 0,055 0,134 0,690 108,800 39
1,883 0,273 0,432 0,059 0,117 0,574 171,200 40
0,167 0,058 0,057 0,022 0,248 1,029 28,800 41
0,676 0,137 0,173 0,039 0,154 0,731 78,400 42
1,084 0,240 0,300 0,088 0,153 0,717 121,600 43
0,610 0,120 0,149 0,028 0,158 0,760 73,600 44
0,377 0,061 0,086 0,013 0,132 0,658 38,400 45
2,780 0,709 0,886 0,266 0,176 0,715 354,400 46
1,415 0,154 0,289 0,015 0,099 0,507 111,200 47
0,354 0,085 0,094 0,017 0,202 0,883 54,400 48
1,084 0,240 0,300 0,088 0,153 0,717 121,600 49
1,090 0,148 0,242 0,015 0,121 0,586 106,400 50
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Cizelge 8. 4. Kontrol grubu is¢i bal arilarinin bio drop 6l¢iim sonuglari

A230 A260 A280 A320 A260/A230 A260/A280 Yogunluk  Ornek
0,871 0,152 0,196 0,031 0,144 0,733 96,800 1
1,046 0,184 0,236 0,039 0,144 0,736 116,000 2
0,443 0,097 0,105 0,014 0,193 0,912 66,400 3
0,114 0,092 0,063 0,021 0,763 1,690 56,800 4
2,445 0,511 0,675 0,134 0,163 0,697 301,600 5
0,196 0,136 0,094 0,026 0,647 1,618 88,000 6
0,679 0,172 0,180 0,042 0,204 0,942 104,000 7
1,291 0,262 0,313 0,053 0,169 0,804 167,200 8
0,151 0,122 0,073 0,014 0,788 1,831 86,400 9
1547 0372 0,459 0,137 0,167 0,730 188,000 10
1,163 0,255 0,305 0,081 0,161 0,777 139,200 11
1,362 0,268 0,342 0,065 0,157 0,733 162,400 12
0,073 0,056 0,040 0,017 0,696 1,696 31,200 13
0,115 0,065 0,045 0,009 0,528 1,556 44,800 14
0,155 0,040 0,035 -0,001 0,263 1,139 32,800 15
0,212 0,075 0,062 0,010 0,322 1,250 52,000 16
0,838 0,120 0,162 0,004 0,139 0,734 92,800 17
0,079 0,081 0,039 -0,005 1,024 1,955 68,800 18
1,831 0,324 0,462 0,089 0,135 0,630 188,000 19
0,643 0,081 0,118 -0,003 0,130 0,694 67,200 20
0,949 0,200 0,225 0,030 0,185 0,872 136,000 21
0,138 0,033 0,025 -0,010 0,291 1,229 34,400 22
0,249 0,067 0,058 0,000 0,269 1,155 53,600 23
0,699 0,145 0,167 0,021 0,183 0,849 99,200 24
1,037 0,186 0,237 0,035 0,151 0,748 120,800 25
0,205 0,138 0,095 0,018 0,642 1,558 96,000 26
0,242 0,074 0,066 0,008 0,282 1,138 52,800 27
0,191 0,092 0,076 0,029 0,389 1,340 50,400 28
0,296 0,085 0,074 0,006 0,272 1,162 63,200 29
1,142 0,278 0,317 0,092 0,177 0,827 148,800 30
2,031 0,323 0,460 0,056 0,135 0,661 213,600 31
0,919 0,157 0,199 0,021 0,151 0,764 108,800 32
0,173 0,074 0,046 -0,005 0,444 1,549 63,200 33
0,623 0,141 0,159 0,023 0,197 0,868 94,400 34
0,435 0,139 0,134 0,041 0,249 1,054 78,400 35
0,092 0,129 0,065 0,009 1,446 2,143 96,000 36
0,448 0,147 0,136 0,028 0,283 1,102 95,200 37
0,490 0,110 0,114 0,013 0,203 0,960 77,600 38
1,659 0,284 0,391 0,056 0,142 0,681 182,400 39
1,461 0,339 0,396 0,104 0,173 0,805 188,000 40
0,134 0,104 0,076 0,025 0,725 1,549 63,200 41
2,285 0,422 0,590 0,092 0,150 0,663 264,000 42
0,201 0,096 0,070 0,014 0,439 1,464 65,600 43
2531 0,763 0,863 0,348 0,190 0,806 332,000 44
0,398 0,157 0,136 0,044 0,319 1,228 90,400 45
0,267 0,129 0,097 0,026 0,427 1,451 82,400 46
0,212 0,124 0,093 0,035 0,503 1,534 71,200 47
1,286 0,205 0,272 0,030 0,139 0,723 140,000 48
0,386 0,200 0,170 0,070 0,411 1,300 104,000 49
1,831 0,324 0,462 0,089 0,135 0,630 188,000 50
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