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OZET

AYDIN BOLGESINDEKI BAL ARILARINDA (Apis mellifera)
BULUNAN Varroa destructor’un (AKAR: Varroidae) GENETIK
KARAKTERIZASYONU

Ayan A. Adnan Menderes Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Parazitoloji Program
Doktora Tezi, Aydin, 2017.

Bu ¢alismada; Aydin bolgesinde bal arilarinda (Apis mellifera) goriilen Varroa destructor’un
mitokondriyal Cox1 geninin haplotiplerinin belirlenmesi amaciyla farkli iki teknik modifiye
edilerek uygulanmistir.

Haplotip belirlenmesi amaciyla farkli sekansa sahip iki primer (ADA 01) Forward 5'-

TACAAAGAGGGAAGAAGCAGCC-3' ve Reverse 5'-
GCCCCTATTCTTAATACATAGTGAAAATG-3’ ve (ADA 02)
[5'GG(A/G)GG(A/T)GA(C/T)CC(AIT)ATT(CIT) T(A/IT) TATCAAC3] COXF ve

[5'GG(A/T)GACCTGT(A/ITA(AIT)AATAGCAAATAC3] COXRa secilmistir.

(ADA 01) Forward 5-TACAAAGAGGGAAGAAGCAGCC-3' ve Reverse 5'-
GCCCCTATTCTTAATACATAGTGAAAATG-3" sekansa sahip primerle 376 bp
biiylikliiginde DNA amplifiye edilmistir. Amplifiye {riine Sacl restriksiyon enzimi
uygulanmis ancak bu restriksiyon enzimi DNA’y1 kesmedigi gortilmiistiir.

(ADA 02) [5°GG(A/G)GG(A/T)GA(C/T)CC(A/T)ATT(C/T)T(A/T)TATCAAC3’] COXF ve
[S’GG(A/T)GACCTGT(A/TA(A/T)AATAGCAAATAC3’] COXRa sekansa sahip primerle
570 bp biiyiikliigiinde amplifiye DNA elde edilmistir. Elde edilen amplifiye DNA’ya Xhol
restriksiyon enzimi ve Sacl restriksiyon enzimleri uygulanmigtir. Ancak Sacl restriksiyon
enzimi DNA’y1 kesmedigi, Xhol restriksiyon enziminin ise elde edilen genomik DNA
amplifikasyonunda 270 ve 300 bp biiyiikliigiinde iki band olusturdugu saptanmistir. Sonuglar
karsilastirildiginda; Elde edilen bandlarin V. destructor Kore haplotipi i¢in spesifik oldugu
tespit edilmistir.

Sonu¢ olarak; Varroa destructor’un haplotipinin belirlenmesine yonelik yapilan bu
arastirmada, Incelenen 200 6rnegin tamammin V. destructor Kore haplotipi oldugu

saptanmuistir.

Anahtar kelimeler: Varroa destructor, Genetik karakterizasyon, Aydin
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ABSTRACT

GENETIC CHARACTERIZATION OF Varroa destructor
(FAMILY: Varroidae) PREVALENT IN HONEYBEES (Apis mellifera) IN
THE PROVINCE OF AYDIN IN TURKEY

Ayan A. Department of Veterinary Parasitology, Graduate School of Health Sciences,
Adnan Menderes University, PhD Thesis, Aydin, 2016.

The aim of the present study was to identify the haplotypes of the Varroa destructor mite
which infects honeybees in the province of Aydin in Turkey, using two different modified
techniques for the mitochondrial Cox1 gene of the mite.

In order to confirm the haplotype, two primers differing in their sequence i.e. (ADA 01) as
forward primer 5-TACAAAGAGGGAAGAAGCAGCC-3' and reverse primer 5'-
GCCCCTATTCTTAATACATAGTGAAAATG-3" and (ADA 02) with COXF primer
[5'GG(A/G)GG(AIT)GA(CIT)CC(A/IT)ATT(C/T)T(A/T) TATCAAC3'] and COXRa primer
[5'GG(A/T)GACCTGT(A/ITA(A/IT) AATAGCAAATACSI, were selected.

Amplified DNA 376 bp in size was acquired using (ADA 01) forward primer 5'-
TACAAAGAGGGAAGAAGCAGCC-3’ and reverse primer 5'-
GCCCCTATTCTTAATACATAGTGAAAATG-3". Sacl restriction enzyme was applied to
the amplified products; however, this restriction enzyme did not cut the DNA.

Amplified DNA, 570 bp in size was obtained using (ADA 02) COXF primer
[5°’GG(A/G)GG(A/T)GA(C/T)CC(A/T)ATT(C/T)T(A/T)TATCAAC3’] COXRa and
[5’GG(A/T)GACCTGT(A/TA(A/T)AATAGCAAATAC3’]. Xhol and Sacl restriction
enzymes were used for the amplified products. Although, the Sacl restriction enzyme did not
cut the DNA, the Xhol restriction enzyme cut the amplified DNA into two fragments (bands),
with the sizes of 270 and 300 bp two bands 270 and 300 bp. While comparing the results,
these bands were found specific for Korean haplotype of V. destructor.

In conclusion, all of the 200 samples of V. destructor examined in this study were identified

to be the Korean haplotype.

Key words: Varroa destructor, genetic characterization, Aydin
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1. GIRIS

Tirkiye, farkli iklim ve doga kosullari, milyonlarca arili kovan sayisi, arazi yapisi, ¢ok
zengin bitki Ortlisii ve bal aris1 poplilasyonlarindaki genetik ¢esitlilik bakimindan biiyiik
aricilik potansiyeline sahip bir iilkedir. Aricilik, diinyanin diger iilkelerinde oldugu gibi
tilkemizde de hizli bir gelisim gosteren, yapisal olarak da dogal denge ve tarimsal iiretimin
devamliligin1 ve verimliligini saglayan c¢ok onemli bir sektordiir (Sirali, 2010). Aricilik,
Anadolu'nun en eski Uretim etkinliklerinden biridir. Eskiden sadece aile ihtiyacini
karsilayacak bali iiretmek i¢in yapilan aricilik giliniimiizde ticari bir is kolu haline gelmistir
(Kekegoglu, 2009). Aricilik, gerek bitkilerin nektarindan bal iiretilerek hayvansal iiretime,
gerekse bitkilerin tozlasmasinda etkin rol oynayarak bitkisel iiretime katkida bulunan, aslinda
belirtilen her iki yoniiyle de insanliga hizmet eden onemli bir hayvansal iiretim faaliyetidir
(Sari6zkan ve ark, 2009).

Balin hasadi ve arilarin bakimu ile ilgili uzun zamandir siiregelen yontemler ile birlikte
arillarin da genetik olarak degisime ugramasi ve bolgelere uygun tiir ve ekotiplerin
karakteristik Ozellikleri ile birlikte balin insan saglhigina olan yarari, aricilik isinin ticari
yoniinlin olusturulmasinda bliyliik katki saglamistir. Bu nedenle hem diinyada hem de
tilkemizde sanayi devriminden sonra gelistirilen teknik ve teknolojiler, arilara etki eden
hastalik ve zararlilara karsi bulunan yontemler ve laboratuvar bulgular 1s18inda gelistirilen
ilaglar simdiye kadar her zaman daha iyiye ve daha kontrollii olarak bu kaynagin tiretimi ve
tilketimini giiclendirmistir (Aldemir ve Bakirci, 2014).

Her ne kadar teknolojinin gelismesi ile aricilik altin ¢cagim1 yasamaya baslamis olup
diinyada bal iiretimi hususi olarak artirilmis olsa da hastaliklarla miicadelede kullanilan
kimyasallar, deneyimsizlik ve denetimsizlikten dolay1 siiregelen yanlis inanglar ve
uygulamalar ile birlikte bal endiistrisi her an gelismekte ve her gelistigi an sekteye ugramakta,
yeni sorunlarla karsilagsmaktadir. Bu tiir sorunlarin 6niine gecilebilmek i¢in de her giin yeni
uygulamalar c¢ikartilmakta, iilkelerin kanunlar1 bunlara gore diizenlenmekte ve sorun
yaratacak hastaliklar i¢in de yeni tedavi yontemleri diinyanin her yerinde denenmektedir
(Aldemir ve Bakirci, 2014).

Tiirkiye 6,4 milyon kovan varlig1 ile Cin’den sonra diinya ikincisidir. Cin’in kovan

basina bal tiretimi 46,4 kg iken Diinya ortalamasi 23,5 kg’dir. Tiirkiye aricilik verileri tablo
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1’de verilmistir. Cam bali iiretiminde ise kiiresel talebin % 90’dan fazlasmi tek basina
karsilayabilen Tirkiye, kovan basina diisen verim siralamasinda ise on iilke arasinda son
siralarda yer almaktadir (Konak 2012). Bu iiretimi en ¢ok kisitlayan sebep ar1 hastalik ve
zararhilaridir (Rangberg ve ark, 2012). Ekonomik kayiplar goz 6niinde bulunduruldugunda ar1
hastalik etkenleri i¢inde Varroa onemli yer tutmaktadir. Kolonilerin gelisme hizinin
azalmasina, bal arilarinda kis kaybina, kolonide enfeksiyon olusmasina, tarlact arilarin ugus
etkinliginin, nektar ve polen toplama kapasitesinin azalmasina, ergin arilarda viicut
deformasyonlarina ve canli agirlik kaybma neden olmaktadir. ileri diizeyde enfestasyonlarda
ise koloni yok olmakta ve arilikta ciddi ekonomik kayiplar meydana gelmektedir (Yiicel,
2005). Giintimiizde Varroa’nin bulunmadig ariliktan s6z etmek neredeyse miimkiin degildir.
Diinyada ve tlilkemizde, bu denli yaygin olan bu ar1 zararlis1 ile miicadelede tamamen ve kalici

bir yontem heniiz gelistirilmemistir (Mert ve ark, 2007).

Tablo 1. Tirkiye Aricilik Verileri (2016)

ARICILIK VERILERI

R Rovia Bal Uretimi Bal verimi Balmumu
Eski Yeni
& Kovan Kovan T((J;L::;\n (ton) (kg/kovan) (ton)
(adet) (adet)

2002 180.232 3.980.660 4.160.892 74.554 18 3.448
2003 190.538 4.098.315 4.288.853 69.540 16 3.130
2004 162.660 4.237.065 4.399.725 73.929 17 3.471
2005 157.059 4.432.954  4.590.013 82.336 18 4.178
2006 146.950 4.704.733  4.851.683 83.842 17 3.484
2007 135.318 4.690.278 4.825.596 73.935 15 3.837
2008 137.963 4.750.998 4.888.961 81.364 17 4.539
2009 128.743 5.210.481  5.339.224 82.003 15 4.385
2010 137.000 5.465.669 5.602.669 81.115 15 4.148
2011 149.020 5.862.312 6.011.332 94.245 16 4.235
2012 156.777 6.191.232  6.348.009 89.162 14 4.222
2013 183.265 6.458.083  6.641.348 94.694 14 4.241
2014 193.825 6.888.907 7.082.732 103.525 14 4.053
2015 223.015 7.486.621 7.709.636 107.665 14 4.750

http://www.tarim.gov.tr/sgb/Belgeler/SagMenuVeriler/HAY GEM.pdf

An hastalik ve zararlilari hem diinyada hem iilkemizde uzun yillardir endiistriyel

ariciligin en biiyiik sorunu olmus, ayrica ticari bal iiretimi s6zkonusu oldugunda her zaman en
2



biiyiilk engel olmustur. Yine de gelisen teknoloji ve yapilan yeni arastirmalar ile hem
geleneksel hem de yakin gegmisteki bulgularin 1s18inda diinyada ve iilkemizde en ¢ok
bulunan hastaliklarin karakterisigini, oOzelliklerinini, belirtilerini, ve ¢o6ziim Onerileri
konusunda aric1 ve meraklilarina sunulmustur.

Bu tez calismasinda; Tiirkiye’ nin cesitli bolgelerinde Varroa yaygimligiyla ilgili olarak
cesitli caligmalar yapilmis olsa da Aydin bolgesinde Varroa destructor’un yaygmligi ve
genetik karakterizasyonu ile ilgili hi¢bir bildirim bulunmamaktadir. Aydin bolgesinde
ariciligin yogun olarak yapilmasi Varroosis ile ilgili sorunlarin yasanmasina ve bu nedenle
onemli ekonomik kayiplara neden olmaktadir. Bu nedenle ilgili calismada Aydin bolgesinde
molekiiler teknikler kullanilarak bdlgede mevcut olan Varroa destructor’un genetik

karakterizasyonunun incelenmesi amac¢lanmaistir.



2. GENEL BILGIiLER

2.1. Aricihgin Tarihgesi ve Gelisimi

Milattan 6nce 7000 yillarina ait magara resimleri, ¢ok eski tarihlere ait ar1 fosilleri ve
tarihi buluntular a1 yetistiriciligi ve ariciligin insanhik tarihi kadar eski oldugunu
gostermektedir. Misir’da 4000 yil 6nce ariciligin yapildigi ve o donemlerde bala biiyiik 6nem
verdikleri sofralarinda ve ayinlerinde bal bulundurduklar1 bir¢ok yazili belgede bildirilmistir.
Babiller bali hem gida maddesi hem de ilag olarak kullanmiglardir. Yunanlilar saplardan
oriilmiis kovan, sepet kovan ve tahta kovan kullanmislardir. ispanya’da yapilan kazilarda bazi
magaralarda rastlanan ar1 ve bal resimleri ariciligin bu iilkelerde de eskiden beri bilindigini
gostermektedir. Bogazkdy kazilarinda bulunan tarihi kalitilar MO 1300 yil 6ncesinde
Hititliler devrinde ariciligin énemli bir zirai faaliyet oldugunu gostermektedir (Aldemir ve
Bakiarci, 2014).

MO 300°lii yillarda Aristo, yazmis oldugu ‘‘Hayvanlar Tarihi>> kitabinda kovan
icerisinde 3 tip armin oldugunu, arilarin cigcek tozu topladiklarini, isc¢i arilar arasinda is
bolimiiniin ~ oldugunu  bildirmistir.  Fatih  Sultan Selim donemlerinde  ¢ikarilan
Kanunnamelerde ariciliga ait hiikiimler mevcuttur. Ariciligin gelismesinde ise, 1637-1680
yillarinda yasamis olan Jan Swammerdam ar1 biyolojisi iizerinde c¢alismistir. 1750-1831
yillar1 arasinda yasamus Isvigreli Frangois Huber ‘‘The Encylopaedia Britannica’’da arilara
ait bazi bilgilere yer vermistir (Aldemir ve Bakirci, 2014).

1857 yilinda Alman Mehring ilk temel petek kalibini kesfetmis olup, ayni yillarda
yasamis Dzierson cergeveli Langstroth kovanini gelistirmistir. Dzierson, ayrica arilarin
partenogenez teorisine gore ¢ogaldiklarini tespit etmis ve iki ¢esit yavru hastaligi oldugunu

savunarak Italyan ar1 irkinin yerli iyi bir ar1 irk1 oldugunu iddia etmistir (Aldemir ve Bakirci).

2.2. Aricilik Yontemleri

Her ne kadar kontrollii koloni bazli aricilik milattan 6nce 7000 yilina kadar uzansa da
ozellikle bu donemden itibaren uzun bir siire aricilik sadece geleneksel anlamda her hasat

doneminde koloninin yok edilisi ile sonuglanmis ve geleneksel kolonicilik tizerine yapilan ilk
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caligmalar sadece koloniyi koruyarak hasadi elde etmeye yonelik olmakla birlikte ilk kayitlar
18. Yiizyilda ortaya ¢cikmistir. (Roffet-Salque ve ark, 2015). Bu donemden itibaren, her ne
kadar geleneksel aricilik devam gosterse de, ariciligin hem kovanlar agisindan hem de koloni
yonetimi acgisindan farkli gelismelerle hasat miktar1 gelistirilerek ticari anlamda bir sigrama
yapmast saglanmigtir. Giiniimiizde ise yine ariciligin farkli yontemleri mevcut olmakla

birlikte, ihtiya¢ farklarina gore her biri farkli bir kesime hitap etmektedir.

2.2.1. Konvansiyonel Ariciik

Konvansiyonel kelime anlami olarak, geleneksel demektir. Konvansiyonel aricilikta
oncelikli olarak hedeflenen tretim miktarinin yiiksek olmasidir. Organik aricilikta {iriiniin
niteligi 6n planda tutulurken, konvansiyonel aricilikta {iriiniin niceligi daha 6n plandadir.
Konvansiyonel aricilik en giincel haliyle 30 Kasim 2011 tarihli, 28128 sayili resmi gazetede
yer alan “Aricilik Yonetmeligi” cergevesinde gergeklestirilen bir hayvansal iiretim faaliyetidir
(Resmi Gazete, 2011; Saner ve ark, 2011).

Cogunlukla Afrika, Asya ve Giliney Amerika’da kullanilan en geleneksel aricilik
bicimidir. Taginmayan ya da tasinmaya uygun olmayan haznelerde ar1 kolonileri olusturularak
bu kolonilerin ballarindan genellikle gereksinim amagli iiretim yapilarak yararlanilir.
Kovanlar herhangi bir yapidan olusabilir bu yiizden ¢ogunlukla kovanin yapisini bozmadan
bal hasad1 yapmak zorlagsmaktadir. Aym sekilde kovanlar genellikle tasinmaya veya kontrole
uygun olmadigindan, yavrulama veya hastalik kontrolii gibi hayati islemler
gerceklestirilemeyebilir. Hatta bu sebepten dolayr Amerika ve Avrupa iilkelerinde bu tiir
geleneksel kovanlarin, ticari amaclarla kurulmus kolonilere hastalik bulasmamasi i¢in, belirli
bir mesafede bulundurulmasi i¢in yasalar bulunmaktadir. Ar1 kolonileri y1l icerisinde hicbir
yere tasinmaz ve sadece yerel floradan toplanan bal ile ihtiya¢ karsilama yoluna gidilir.
Herhangi bir artirnm ya da iyilestirme s6z konusu olmadigi i¢in, verim genellikle modern
yontemlere gore oldukea diigiiktiir. Bu diisiikliige ragmen koloni yonetimi veya kovan bakimi
s0z konusu olmadigindan basit gereglerle sadece hasat toplamaya yonelik olarak masraflar da
minimumda tutularak ekonomik bir hedef gozetilmeden aricilik yapilabilmektedir; fakat
koloni saglig1 goz oniinde bulunduruldugunda modern yontemlere gore bu tiir geleneksel bir

aricilik bigimi oldukga soniik kalmaktadir (Kesarwani, 2014).



2.2.2. Organik Aricihk

Diinyada organik tarimin yayginlasmasi ile Tiirkiye’de tiiketicilerin organik tarim
tirlinlerine olan talebi artmistir (Uygur, 2005). Organik aricilik, ar1 {iriinlerinin liretiminde,
hijyen kurallarina uyularak iiretimden tiilketime kadar tiim asamalarinda hicbir suni besleme
ve kimyasal ilaglama yapmadan, dogal yapis1 bozulmamis alan veya organik tarim alanlarinda
her asamasi, organik tarim yonetmeligine gore bir kontrol ve sertifikasyon kurulusunca
denetlenen ve sertifikalandirilan aricilik faaliyetleri seklinde tanimlanmaktadir (Saner ve ark,
2011).

Bir iiriiniin “organik” olarak tanimlanabilmesi ve pazarlanabilmesi i¢in gerekli birtakim
kural ve sartnamelere uyum saglamasi gerekmektedir (DC Council Regulation, 2015). Bu
kurallar gergevesinde olabildigince kalinarak kovanlarin genellikle elle iiretimi, kolonilerin
kimyasallardan uzak bir sekilde, bagisiklig1 yiiksek jenerasyonun ¢ogaltimi, verim artirmak
i¢in petek boyutlarinin cografi konum ve yerel floraya gore ayarlanmasi ve yerel iklime uyum
saglayan ar1 tilirlerinin kullanilmasi gibi yontemlerle modernlikten ¢ok da uzak olmayacak
sekilde sadece iiretilecek hasadin en saf haliyle iiretilmesine olanak saglayarak arilari tiglincii
parti kimyasallardan ve etkenlerden uzak tutmaya yonelik uygulamalar organik aricilik olarak
nitelendirilir (Lusby, 2014).

Gilinlimiizde organik aricilik ¢aligmalart ve bu konudaki faaliyetler Gida Tarim ve
Hayvancilik Bakanliinca gikarilan “Organik Tarimin Esaslari ve Uygulanmasina Iligkin
Yonetmelik” ilkelerine gore yapilmaktadir. Organik ariciligin esaslart ve uygulanmasina
iliskin yonetmelik 18.08.2010 tarihli 27676 sayili resmi gazetede yayimlanmis olup, gliniimiiz
itibariyle halen yiiriirliiktedir (Cakal, 2013; Resmi Gazete, 2010).

Organik aricilikta temel kavramlar ¢ogu zaman ayni kalmaktadir ve bunun iizerine
olusturulan yasalar ile de tiiketici giivenini saglamak amaciyla diizenlemeler getirilmistir.
Organik aricilik yapmak i¢in uyulmas: gereken kurallardan bazilar ise:

- Kovanlarda tamamen dogal malzemelerin kullanilmasi,

- Kolonilerin saglikli sekilde farkli yollarla korunmasi ve bakilmasi (Ornek olarak Varroa
parazitlerinden korunmak i¢in limon suyu kullanimi verilebilir).

- Avrupa standardr geregi 3 kilometrelik bir alanda safli§1 6nleyici etkenlerin bulunmamasi
(Ingiltere igin yasa 4 mil gerektirmektedir).

- Arilarin kendi ballarini tiikketmesine izin vermek. Balin tamamini hasat etmektense arilarin

kis i¢in kendi ballarini tiiketmesine izin verilir.



Bunlar sadece Avrupa genel gecer standartlar1 olup drnegin Ingiltere’de daha sert ve siki
farkliliklar gosterebilmektedir. Kisacasi organik aricilik, modernlestirilmis ariciligin ¢éziim
buldugu sorunlara dogal bir yaklasim ile ¢Oziimler arayarak balin kimyasal ve kirletici
maddelerden uzak bir sekilde saflagtirilarak yine de geleneksel ariciligin ilizerine verim

artirma ¢alismasi yapmayi hedefler (Millar, 2015).

2.2.3. Gezgin (Goger) Aricihik

18. ylizyildan itibaren gelistirilen c¢ergeveli kovanlar sayesinde kovani tamamen yok
etmeden ve koloniyi dagitmadan bal hasadina imkan saglanmasi ile birlikte ticari amagh bal
iretimine yonelik calismalar ve gelistirmeler gilinlimiize kadar slirmiis ve hala devam
etmektedir (Wildman, 1768). Bu tiir kovanlarin gelistirilmesi ve dollenmenin arici1 tarafindan
secilerek yapilmasi sayesinde hem nesil iiretimi hem de kralige arinin se¢imi tamamen insan
kontroliinde olmustur. Gelistirilen kovanlarla bal hasadi kolaylasmis, ayni zamanda koloniler
kovanlar arasinda taginarak arisiitii, ar1 zehri ve polen gibi yan iiriinler de bu sekilde alinabilir
hale gelmistir. Farkli materyallerle hazirlanan gerek hazir gerekse aricilarin insa edebilecegi
farkl tiirde kovanlar ve kullanilan ilaglama teknikleri ile suni nesil iiretiminden, suni petek
koyularak arilarin sadece bal {iretimine yogunlastirilmasi gibi bir¢ok farkli yontem ile bal
tiretimi en yiiksek noktaya tagimmustir. Kovanlardaki gelismeler sayesinde koloniler polenin
fazla oldugu bolgelere yil igerisinde tasinarak, yillik hasadin miktar1 kayda deger sekilde
artirilir. Bu yontem su anda gelismis iilkelerde en yaygin olan yontem olmakla birlikte, Diinya
bal {iretiminin gogunlugunu olusturmaktadir. (Ko¢ Aricilik, 2015)

Gezgin aricilik, bir koloniden daha fazla verim alabilmek ve bitkilerde tozlagmay:
saglamak amaciyla kovanlarin bir yerden bagka bir yere tasinmasina denir (Sandal ve Kan,
2013). Sonbaharda iklimin daha sicak ve bitki Ortiisiiniin aricilik i¢in uygun oldugu Akdeniz,
Ege ve Karadeniz kiy1 kesimine tasinan kovanlar ilkbahar sonu ve yaz basinda tekrar yiiksek
rakimli Dogu Anadolu bolgesindeki yaylalara taginir. Gezginci aricilarin gidis, doniis yollari
ve kislatma alanlarma iligskin harita sekil 1°de; Tiirkiye Bal Yetistirme Alanlart (MTO, 2012)
ise sekil 2’de sunulmustur.

Tiirkiye’deki 6,4 milyon koloninin yaklasik 5,4 milyonu gezginci aricilik yapmaktadir (Cakal,
2013).
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Sekil 1. Gezginci aricilarin gidis, doniis yollart ve kiglatma alanlari (GTHB Aricilik Sektor
Raporu Ekim, 2013).

Kestane - lhlamur

2 \“—J ‘\, Kestane-Orman Gl
“ \Y< ?Z / —
. T

\

<« Yabani Bitkile
< Geven
Adagay

Sekil 2. Tirkiye Bal Yetistirme Alanlar1 (MTO, 2012)



2.3. An Yetistiriciliinde Kullanilan Ar Irklar1 Ve Ekotipleri

2.3.1. Diinyada An Irklan

Bal arilar1 toplamda tahmini 20.000 olarak belirlenen ari tiirlerinin sadece kiigiik bir
kismimi temsil etmektedir. Diinyada, giiniimiizde aricilik ile ugrasan ¢ogu insan sadece italyan
Arist olarak da bilinen Apis melifera ligustica isimli ar1 tiirti ile bal {iretimi yapmaktadir.
Ticari anlamda en ¢ok kullanilan bu tiir farkli bolgelerde yine Apis melifera bal arisinin alt
tirleri de gozlemlenmektedir. Belirtilen 20.000 tiir icerisinde toplamda 7 bal arist tiirii
bulunmakta ve bunlarin da toplamda 44 alt tiirti bulunmaktadir (Engel, 1999).

Apis mellifera’nin cografik dagilimina iliskin bilimsel olarak kabul gérmiis olan ilk
calismalar Friedrich Ruttner (1988) tarafindan yapilmistir. Amerikali bilim adami Friedrich
Rutnner ise arilari: 1-Afrika arilari, 2-Yakin Dogu arilari, 3-Orta Akdeniz ve Giineydogu
Avrupa arilari, 4-Bat1 Akdeniz ve Kuzeybati Avrupa arilar1 olmak iizere dort gruba ayirmstir.

Bu gruplandirmada Kafkas arilar1 Yakin Dogu arilari grubuna dahil edilmektedir (Okumus ve

ark, 2012).

2.3.2. Tiirkiye’de Ari Irklan

Subtropik iklimden karasal iklime kadar degisik iklim kosullarinin goriildiigii Anadolu,
sahip oldugu zengin ve ¢esitli floras1 ile de Afrika ve Avrupa kara parcalar ile birlikte arinin
ana yurdu sayillmaktadir. Anadolu, bircok bal arisi wrk ve eko tipinin bulundugu bir
yarimadadir. Apis mellifera morfoloji ve genetik karakterler bakimindan farklilik
gostermektedir. Enzim ve Mitokondriyal DNA (mtDNA) farkliliklarinin incelenmesi
balarilarinda genetik ve cografik farkliliklar1 gostermede oldukca yararli metotlardir. (Smith
ve Brown, 1988; Smith ve ark, 1989; Cornuet ve Garnery, 1991; Hall ve Smith, 1991;
Garnery ve ark, 1992; Arias ve Sheppard, 1996; Palmer ve ark, 2000). Anadolu, ar1 1slah
caligmalar1 yapan yabanci bilim adamlari tarafindan da Diinya iizerindeki énemli ve zengin
gen havuzlarindan birisi olarak kabul edilmektedir. Tiirkiye, Diinya ar1 irklarinin % 20’sinin
gen merkezi olup farkli ¢evre kosullarinda 5 farkli ar1 genotipi (Apis mellifera anatoliaca,
Apis mellifera meda, Apis mellifera caucasica, Apis mellifera syriaca, Apis mellifera carnica)

bulunmaktadir. Kuzeydogusunda Apis mellifera caucasica (Kafkas arisi1), giineydogusunda
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Apis mellifera meda (Iran aris1) ve Apis mellifera syriaca (Suriye aris1), Trakya bdlgesinde
A.m. carnica (Karniyol aris1) ve geriye kalan diger alanlarda ise Apis mellifera anatoliaca
(Anadolu ar1s1) alt tiirleri dagilim gostermektedir (Cakmak, 2004; Konak, 2012).

Ulkemizde bu bes alttiire ilaveten Mugla, Gokgeada, Bolu, Trakya, Balikesir,
Kirklareli, Eskisehir, Diizce ve Kibris gibi ar1 irk ve eko tiplerinin oldugu, gilinlimiizde
molekiiler tekniklere morfometri ve enzim polimorfizmine dayanilarak belirlenmis olup
Yigilca eko tipi lizerine arastirmalarin yapildigi bilinmektedir. Bu irk ve eko tipler hakkinda
cesitli tartigmalar olmakla birlikte heniiz bu irklar ve eko tipler {izerinde tam bir bilimsel
siiflandirilma yapilamamistir (Kence, 2006). En kapsamli ¢alisma Kiikrer (2013) tarafindan
yapilmis olup, gocer ariciligin genetik etkileri ilk defa gosterilmistir. Ana ar1 ve kovan
satiglarinin etkisi ticari amagclarla sik¢a kullanilan Kafkas arisina ait genlerin yayilmasi

lizerinden gosterilmistir.

2.4. Bal Anis1 Hastaliklan

Bal arilarinda 6zellikle gelisme donemlerinde ¢ok sayida patojen ve zararli hastalik
olusturabilmektedir. Diinyadaki hizli ulasim, iilkeler ve kitalar arasi ari, ar1 Uriinleri ve aricilik
malzemeleri ticareti ar1 hastaliklarinin kisa siirede tiim tilkelere yayilmasina neden olmustur.
Bilingsizce ve yanlis yapilan uygulamalar hem ekonomik kayiplara hem de hastaligin saglam
kolonilere yayilmasina neden olmaktadir. Ar1 hastaliklar1 tilkemiz ariciliginda 6nemli
kayiplara yol agmaktadir. Ar1 hastaliklari, hastaligi olusturan etmene gore; bakteriyel
(Amerikan ve Avrupa Yavru Ciiriikligii, Septisemi), fungal (Kire¢ ve Tas hastalig1), viral (Ar1
Felci ve Tulumsu Yavru Ciiriikliigli), paraziter (Varroa destructor, Acarapis woodi) ve
protozoon (Nosema ve Amoeba) ya da hastaligin olustugu konaga gore; ergin ve yavru ar1
hastaliklar1 olarak smiflandirilabilir Bal arilarinda goriilen hastaliklar, hastalik etkeni ve etki
ettigi donemler tablo 2’de verilmistir ( Uygur ve Girisgin, 2008).

Ihbart Mecburi Hayvan Hastaliklar1 ve Bildirimine Iliskin Y&netmelik incelendiginde
ar1 hastaliklarinda ihbar1 zorunlu olan iki hastaligin oldugu goriilmektedir. Bunlar Kiiglik
kovan kurdu (Aethina tumida) ve Amerikan yavru ¢iiriikligii hastaliklaridir. Bu hastaliklarin
thbar1 mecburi olmasina ragmen; Hayvan Hastaliklarinda Tazminat Yonetmeligi’nde her

hangi bir tazminath ar1 hastalig1 bulunmamaktadir (Resmi Gazete, 2012).
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Tablo 2. Bal arilarinda goriilen hastaliklar, hastalik etkeni ve etki ettigi donem (Uygur ve
Giriggin, 2008)

HASTALIK ADI ETKEN ETKEN GRUBU ERGIN/YAVRU
BAL ARISI
Amerikan Yavru Cirigii Paenibacillus larvea | Bakteri Yavru
Avrupa Yavru Cirigi Melisococcus pluton | Bakteri Yavru
Septisemi Pseudomonas Bakteri Ergin
aeruginosa
Paraliz(ar felci) 20 civarinda virlis Viriis Ergin
Tulumsu Yavru Ciirigii Morator aitatulas Viriis Yavru
Kire¢ Hastalig1 Ascosphaera apis Mantar Yavru
Tas Hastaligi Aspergillus flavus Mantar Ergin/Yavru
Nosema Hastalig1 Nosema apis Protozoon Ergin
Nosema ceranae Hastaligi | Nosema ceranae Protozoon Ergin
Amoeba Hastaligi Malpighamoeba Protozoon Ergin
mellificae
Trakea Akari Acarapis woodi Artropod Ergin/Yavru
Ar1 Akari Varroa destructor Artropod Ergin/Yavru
Bal Mumu (Petek) Giiveleri| Galleria mellonella, | Artropod (insect) | Petek giivesi
Achroia grisella
An Biti Braula coeca Artropod (insect) | Ergin
Kiigiik kovan bocegi Aethina tumida insect Kovan bal zararlisi

Glniimiizde bircok etmenden dolay1r bal arilarinda o6zellikle ABD ve sonrasinda
Avrupa’da yiiksek seviyede oliimler ve koloni kayiplarinin endise verici seviyelere ¢ikmuigtir.
Ani koloni sonmesi olarak adlandirilan; kovan ve cevresinde oOlii arilarin hi¢ bulunmadigi
veya ¢ok az bulundugu genellikle tarlact arilarin ugus i¢in kovan disina c¢ikip geri
donmemeleri ile karakterize bir durumdur. Tarlaci arilarin kralige ar1, gen¢ ve yavru arilari
kovana terk ederek ortadan kaybolduklari bildirilmektedir. Bu durum Tiirkiye’nin farkli
bolgelerinde de goriilmiistiir (Muz, 2008).

Ar koloni kayiplarinin tek bir nedene bagl olarak degerlendirilemeyecegi; kayiplari
enfeksiyona bagli bakteri, parazit ve viriis, ayrica zirai kimyasallarin usulsiiz kullanimi, su ve
atmosfere yansiyan c¢evre kirliligi, iklim degisimleri, radyoaktif ve manyetik Kirlilik gibi dis
etmenlerin varliginda Art Koloni Kayiplart olusabilecegi bildirilmistir (Muz, 2008).

Nedenlerine gore ar1 koloni kayiplar haritas: sekil 3’te verilmistir.
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Sekil 3. Nedenlerine Gore Ar1 Koloni Kayiplar1 Haritas1 (Muz, 2008)

Arn koloni kayiplarinin sebebi arastirilmak iizere Diinya Ar1 Patologlarinin kurdugu
COLOSS (Prevention of COlonoy LOSSes) grubu 53 iilkeden 342 iyesiyle ¢aligmalara
baslamistir. Her iilke kendi arilarindaki durumu rapor etmis ve diinyadaki bu kayiplar
yorumlanmaya c¢alisilmistir. Tiirkiye COLOSS grubunun yonetim kurulunu olusturan 6
iilkeden biri olmustur. Bu siirecte yeni patojenler bulunmus, ar1 kayiplarinin bazi belirtileri
“sendrom” olarak tanimlanmak suretiyle siniflandirilmaya ¢alisitimistir. Ulkemizde de yiiksek
diizeyde koloni kayiplar1 yasanmustir. Hacettepe Universitesi Ar1 ve Ar1 Uriinleri Arastirma
ve Uygulama Merkezi’ne gelen kayip sikayetleri kaydedilmistir (Cakmak, 2012).

AKS (Ar Kayit Sistemi)’de ki 6nemi ile dikkat ¢eken parazitler akar Varroa spp.’ dir.
1977 yilindan bugiine Tiirkiye’deki ariliklarda bildirilmektedir. Bal arilarinin en &nemli
ektoparazit akari olan V.destructor ile dogal enfeste ar1 kolonileri normal sartlar altinda 3-4
yil yasayabilmektedir. Ancak, akar bal arilarinin hemolenfinden beslenmesi sirasinda agtigi
yara odaklar ile vektorliiglinii yaptig1 viral, bakteriyel, mantar ve diger patojenlere gecis
kolaylig1 saglamaktadir. Bal arilar1 kolonilerinde Varroa vektorliigli yardimiyla gelisen miks
enfeksiyon tablosu ani koloni kayiplarn ile iliskilendirilmistir. Giiniimiizde Varroa ile
miicadelede ¢esitli yontemler gelistirilmis ve ariliktaki etkisi en aza indirilmeye ¢alisilmistir

(Muz, 2008).
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2.4.1. Arilarin Bakteriyel Hastaliklar:

2.4.1.1. Amerikan Yavru Ciiriikligii

Amerikan Yavru Cirtikliigii (American Foulbrood, Paenibacillus larvae) larvalara etki
eden en yaygin hastaliktir (Genersch, 2006).

2.4.1.2. Avrupa Yavru Ciiriikliigii

Avrupa Yavru Cirikligi (European Foulbrood, Melissococcus plutonius) ari

larvalarinin i¢ gévdesine etki eden bakteriyel bir hastaliktir (Bailey ve Ball, 1991).

2.4.1.3. Septisemi Hastahg1

Septisemi hastalig1 birka¢ farkli bakteri tarafindan olusturulsa da en ¢ok bilineni ve

yaygin olan1 Pseudomonas aspiseptica’dir (Sammataro ve Avitabile, 2011).

2.4.1.4. Kabuklu Larva Hastahgi (Tozlu Larva Hastahig)

Paenibacillus pulvifaciens adli bakteri sayesinde meydana gelen nadir goriilen bir
hastaliktir (Kurt, 2014).

2.4.1.5. Spiroplasmosis

Iki farkli ana Spiroplasma melliferum ve Spiroplasma apis tiiriiniin bal arilarina etki

etmesinden meydana gelen hastaliktir (Schwarz ve ark, 2014).

2.4.2. Bal Arilarin Viral Hastaliklar:
2.4.2.1. Akut An Felci

Bu hastaliga sebep olan viriis Dicistroviridae ailesine aittir (Miranda ve ark, 2010).
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2.4.2.2. Kashmir Ar1 Virusii

Akut ar1 felci ile ayni aileye sahip bir viriistiir (Kurt, 2014).

2.4.2.3. Kronik Ar1 Felci

Tamamiyla heniiz tanimlanmamis bir viriis tarafindan etki gostermektedir (Ribiere ve

ark, 2010).

2.4.2.4. Torba Ciiriikliigii (Sacbrood)

Hastalik ilk olarak 1913 yilinda Kanada ve Amerika’da goriilmiis sonrasinda ise 1917
yilinda hastalikla ilgili ilk rapor White tarafindan yazilmistir (Grabensteiner ve ark, 2001).

2.4.2.5. Deforme Kanat Viriisii

Deforme kanat virlisii adindan da anlagilabilecegi lizere ana belirtisi olarak deforme

olmus ya da biiyliyememis kanatlarla olusan geng arilarda goriiliir (Martin ve ark, 2012).

2.4.2.6. Yavas Paraliz Viriisii

1974°te Ingiltere’de kesfi yapilan bu viriis genellikle arinin 6liimden birkag giin 6nce iki

On ayaginin felce ugramasi ile bilinir (Sammataro ve Yoder, 2012).

2.4.2.7. Siyah Ana An Viriisii

Belli bir bolgeye etkisi olmamakla birlikte sadece ana arilarin larva ve pupalarinda

rastlanmaktadir (Snyder, 2013).

2.4.2.8. An X Viriisi

Bu viriis genellikle Avrupa ve Ingiltere olmak iizere tiim diinyada goriilmektedir.

(Bailey ve Ball, 1991).
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2.4.2.9. Bulutlu Kanat Viriisii

Diger viral hastaliklara gore daha yaygin olan bir viriistiir (Carreck ve ark, 2010).

2.4.2.10. Apis iridescent Viriisii

Bu virlis Hindistan’daki Apis cerana tiirii arilarin kiime olusturma hastaligina

dayandirilir (Bailey ve Ball, 1991).

2.4.2.11. lisrail Akut Fel¢ Viriisii

Ismini ilk teshis edildigi yerden alan bu viriis, 2002°de ilk kez bir 6lii ar1 kiimesindeki

pupalar ve arilarin incelenmesi ile gézlemlenmistir (Miranda ve ark, 2010).

2.4.3.Bal Arilarinin Paraziter Hastaliklar:

2.4.3.1. Nosemosis (Nosema Hastaligi)

Hastaligin sebebi Nosema apis’tir. Bu tek hiicreli diinyada en yaygin ergin ari
hastaligina yol agmaktadir (Kurt, 2014).

2.4.3.2. Amoeba Hastahi@

Malphighamoeba mellificae adli parazitin meydana getirdigi hastaliktir (Shimanuki ve
Knox, 2000).

2.4.3.3. Gregarine’ler

Gregarine smifindan Leidyana tiirleri arilarin bagirsak yollarina yerleserek ¢ogalir ve

nektar ya da su ile diger arilara bulasir (Kurt, 2014).
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2.4.3.4. Dizanteri Hastahi

Dizanteri hastalig1 adi ishal olarak da bilinir (Kurt, 2014).

2.4.4. Bal Arilarinin Mantar Hastahklar:

2.4.4.1. Kire¢ Hastaligi (Chalkbrood)

Ascophera apis isimli 3 farkli alt tiire sahip olan mantar bu hastaligi meydana getirir

(Cushman ve Patterson, 2015; Moeller ve Williams, 1976).

2.4.4.2. Bettsia alvei

Cogunlukla Chalkbrood ile karistirilan bir mantar tiiriidiir (Campano ve ark, 1999).

2.4.4.3. Tas Ciiriikliigii (Stonebrood)

Tas clrikligi Aspergillus genomundan farkli tiirlerin olusturdugu nadir goriilen bir

hastaliktir (Shimanuki ve Knox, 2000).

2.4.5. Bal Arillarimin Ektoparaziter Hastaliklar

2.4.5.1. Tropilaelaps clareae

Bir nevi Asya’ya 6zel Varroa destructor olarak diisiiniilebilir (Mortensen ve ark, 2014).

2.4.5.2. Tropilaelaps koenigerum

Sri Lanka bolgesinde goriilmekte olup Tropilaelaps clareae’den daha kiigiiktiir (Kurt,
2014).
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2.45.3. Trakea Akan

Hastaligin etkeni olan Acarapis woodi bal arilarinin solunum sistemine yerlesir (Rennie,

1921).

2.4.5.4. Biiyiik Petek Giivesi

Hastalik etkeni Galleria mellonella, sarimsi boz renkte ve orta biiyiikliikte bir kelebek

olup geceleri aktiftirler (Zeybek, 1991).

2.4.5.5. Kiigiik Petek Giivesi

Hastalik etkeni Achroia grisella (Fabricius, 1974), Larvalari Kovanlarindaki
peteklerdeki balmumu ve polen ile beslenir (Nurullahoglu, 2003).

2.4.5.6. An Biti

Etkeni Braula coeca, gergekte bir bit olmayan kanatsiz bir insektir (Aldemir ve Bakirci,
2014).

2.4.5.7. Kiiciik Kovan Bocegi

Aethina tumida yaygin olarak kullanilan ismi ile Small hive beetle Afrika kitasinda

Biiyiik Sahra’nin glineyinde kalan boliimde yerlesmis bir bocektir (Aldemir ve Bakirct).
2.4.5.8. Varroa underwoodi

Bigim olarak Varroa destructor benzeridir. Genellikle Giineydogu Asya ve Giiney
Asya’dan bulunmaktadir. Nepal, Giiney Kore, Cin ve Papua Yeni Gine’de Orneklerine

rastlanmaktadir. Boyut olarak ise Varroa destructor’dan kii¢iiktiir (Kurt, 2014; Anderson ve
ark, 1997; Zhou ve ark, 2004).
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2.4.5.9. Euvarooa sinhai

Sadece Apis florea tiiriinii etkilemektedir fakat Apis mellifera’da etkili olabilecegi
gbzlemlenmistir. Varroa destructor’un aksine sadece erkek ar1 gbzeneklerinde ¢ogalma yapar.
Farkli tiirlere bulasip bulagsmadigi konusunda heniiz bir ¢alisma yapilmamis olup, ¢ogalma
dongiisii olarak Varroa destructor’a benzemektedir. Genellikle Glineydogu Asya olmak iizere

diinyanin farkli bolgelerinde gézlemlenebilir (Koeniger ve ark, 1993).

2.4.5.10. Euvarroa wongsiri

Tayland kokenli Apis andreniformis arisinda gézlemlenen bir parazittir. Genellikle

Euvarroa Sinhai ile karsilastirilir. Giineydogu Asya’da etkendir (Lekprayoon ve ark, 1991).

2.4.5.11.Varroa destructor

Varroa destructor, istatistiksel olarak aricilik ekonomisine en ¢ok zarar veren parazittir.
Ik ortaya cikist 20. Yiizyilin basinda Asya’da Apis cerana arisinda olmustur (Kurt, 2014).
Bundan sonra ise Apis mellifera’ya sigrayarak 1960’lardan itibaren tiim diinyaya yayilmistir.
Ciplak gozle goriilebilen bir yapiya sahiptir. Genellikle 1.1 mm uzunlugunda ve 1.6 mm
genisligindedir. Bu parazitin arilarda yaptig1 hastaliga ise varroosis adi verilmektedir. Sadece
bal arist kolonisi igerisinde iireyebilmekte olup yeterince iiremesine izin verilirse koloni
¢okiislerine yol acabilmektedir (Ritter ve Akratanakul, 2006). Onceleri Varroa jacobsoni adli
tir ile karistirilldigr i¢in kendi basina incelemesi yapilmamistir. Bu yilizden, {izerinde kontrol
ve tedbir ¢aligsmalarinin bir nevi ge¢ basladigi belirtilebilir, zira Anderson ve Trueman 2000
yilinda Varroa jacobsoni’nin i¢inde Varroa destructor’u ayri bir tiir olarak tanimlamigtir
(Delaplane, 2001).

Parazit Tirkiye’ye 1976 yilinda Bulgaristan lizerinden Trakya bdlgesine, oradan da
aycicegi bali liretmek icin bolgeye giden Anadolu’daki aricilarin ariliklarina bulasmis ve
Anadolu’ya tasginmistir. 1977-78 yillarinda Ege Bolgesinde goriilen parazit daha sonra ¢am
bal1 liretmek amaciyla iilkenin tiim bolgelerinden Ege Bolgesine 6zellikle Mugla iline gelen
aricilarin ariliklarina bulagsmis ve onlarinda kendi bolgelerine donmeleri ile 4-5 yi1l gibi ¢ok

kisa bir siire icerisinde tiim iilkeye yayilmistir. Parazit iilkemizde ilk yillarda ¢ok biiyiik
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tahribat yaparak yaklasik 600 bin koloninin sénmesine ve 7000-7500 ton {iriin kaybina neden
olmustur (Ytcel, 2005).

Parazitin llkeye girdigi ve tahribat yapmaya basladigi donemde iilkenin koloni
varliginin yaklasik % 50’sinin ilkel kovanlardan olusmasi, bu kovanlarda parazitin varliginin
anlagilmasinin ve miicadelesinin zor olmasi nedeniyle tahribat orani yiiksek olmustur.
Gezginci ariciligin yaygin bir sekilde yapilmasi, ¢am bali iiretim doneminde ¢ok fazla aricinin
bir araya gelmesi gibi nedenler parazitin iilkemizde ¢ok hizli yayilmasina neden olmustur. Bu
yillarda gerek parazit tahribatindan dolayr ilkel kovanlardaki kolonilerin sénmesi gerekse
aricilarimizin bilinglenmeye baglamasi sayesinde ilkel kovan kullanim orani hizla diismiis ve
modern kovan kullanim orani artmistir. Zaman igerisinde modern kovan kullanim oranlarinin
artmasi1 parazitle miicadeleyi kolaylastirmis ancak parazitin yayilmasini engelleyememistir.
Bugiin parazit iilkemizin tiim bolgelerine yayilmis ve gerekli dnlemler alinmadiginda her an

biiyiik ¢apli koloni sonmelerine neden olabilecek durumdadir (Akyol ve Korkmaz, 2005).

2.4.5.11.1. Hastah@in Epidemiyolojisi ve Yayilis1

Varroa destructor, 2000 yili 6ncesinde Varroa Jacobsoni olarak bilindigi i¢in yapilan
calismalar bu iki tiirin geneline hitap etmektedir. 2000 yilindan sonra ise Varroa
Jacobsoni’nin etkiledigi Apis cerana arilarinda kontrol altina alinabilir diizeyde zararlar
yarattigi gozlemlendikten sonra asil diismanin Varroa destructor oldugu goriilmiistiir. Bu,
Apis mellifera arilarinin Asya’ya getirildiginde, normal sartlarda Apis cerana’nin Varroa’ya
kars1 olusturdugu savunma mekanizmalarinin olmayisi ile birlikte parazitin ne kadar etkili
olabilecegi goriilmiis ve 1960’lardan itibaren Apis mellifera’ya bu parazit yayilmistir. Bu
yayilimin da ani bir sekilde olmayip 50 ila 100 yillik bir siire¢ oldugu savunulmaktadir
(Webster ve Delaplane, 2001; Delaplane, 2001).

Parazitin ortaya ¢ikisi iilkeden iilkeye degismektedir. 1960°larda Japonya ve Sovyetler
Birliginde gozlemlenen hastalik, 1960 ve 1970’lerde Dogu Avrupa’ya yayilmis ve Avrupa’ya
yayilim siirecini en son 1987°de Portekiz’de ortaya ¢ikarak sonlandirmistir. Parazit, cogalma
evrelerini yavru petek gozeneklerinde gecirdigi i¢in yavrulamanin olmadigr kig donemlerinin
uzun oldugu iklimlerde yasamini slirdiirmekte zorlanir. Tropikal bolgelerde ise lireme her ne
kadar yil boyu siirse de disi Varroa’lar tiremekte zorluk ¢ekmektedirler. Bunun iizerine eger
ar1 kolonisi titiz ve temizlige 6zen gosteren bir koloni ise Varroa, kolonide tutunmakta

zorlanir (Thompson ve ark, 2002; Holland, 2012).
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Ergin ve yavru bal arilarinda goriilmekte olan Varroa’nin Varroa jacobsoni, Varroa
destructor, Varroa underwoodi ve Varroa rindereri olmak iizere baslica 4 Onemli tiiri
bulunmaktadir. Bu dort tiir, konak spesifitesi ve cografi dagilimlari agisindan farklilik
gostermektedir (Anderson, 2000; Anderson ve Trueman, 2000; Aydin ve ark, 2007; Cakmak
ve ark, 2003; Warrit ve ark, 2004).

Hastalik Hawai Adalari, Yeni Zelanda Giliney Adasi, Avusturalya ve Afrika’nin tropik
bolgesi disinda tiim Diinya’da yaygin olarak bulunmaktadir. Hastalik etkenlerinin yaygin
olarak goriildiigi baslica bolgeler tablo 3°de belirtilmistir. Bunun disinda olan tiirler ise
yoresel yayilis gostermektedir. mt-DNA yapisinin incelenmesi sonucunda V. destructor’un
20’ye yakin susunun bulundugu ortaya konmus olup, bunlardan Kore hattinin tiim diinyada
yaygin oldugu, Tayland-Japonya hattinin ise sinirli (Asya) bir bolgede yayilis gosterdigi tespit
edilmistir. Bu suslardan Kore hatti tiim diinyaya aricilik nakilleri ile yayilmistir. Ulkemizde
farkli bolgelerden 23 il 6rnegi hem molekiiler hem de morfometrik olarak incelenmis ve
V.destructor’un tek tiir olarak varligi ispatlanmigtir (Anderson ve Truman, 2000; Warrit ve
ark, 2004; Aydin ve ark, 2007).

Tablo 3. Hastalik etkenlerinin yaygin olarak goriildiigii baslica bolgeler (Aydin 2013)

TUR YAYILIS

Varroa jacobsoni Giineydogu Asya-Java
Varroa destructor Tiim Diinya

Varroa underwoodi Nepal-Giiney Kore
Varroa rindereri Gliney Asya

Asya’da 1950’lerde, Amerika ve diger kitalarda da 1980’li yillarda varligi saptanmis ve
tiim tlkeleri kaplamistir. Avusturalya, Yeni Zelanda (Giiney adasi) ve Hawaii gibi adalarda
uygulanan karantina tedbirleri nedeni ile bu parazite rastlanmamaktadir (Anderson ve Fuchs,
1998; Cakmak ve ark, 2003; Aydin, 2005a; Aydin, 2011).

2.45.11.2. Hastah@in Etkenleri

Varroosis’in baglica etkeni Varroa destructor’dur. Varroa jacobsoni olarak bilinen
yakin tiirii ise daha kontrol altina alinabilir bir tiirdiir. Varroa jacobsoni genellikle Giineydogu
Asya’da goriiliirken Varroa destructor tiim diinyaya yayilmistir. Varroa jacobsoni kimyasal
miicadeleye kars1 daha duyarlidir (Kurt, 2014).
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2.45.11.2.1. Etkenlerin Morfolojisi

Ergin ve disi Varroa’lar kovanda bulunan tiim Varroa’larin % 96’sin1 olusturmaktadir.
Disiler koyu kizil kahverengi olup, viicut sirt ve karindan basik, tist kism1 hafif¢e digbiikeydir.
Erkekler ise disilerden daha soluk kahve ve sari tondadir. Ciplak gozle ¢ok rahat
goriilebilmektedir. Sert bir kitin tabakasi ile kapli olan sirt oval bir yapidadir. Disi Varroa’nin
agiz yapist delici ve emici olmasina ragmen, erkeklerde agiz yapisi beslenmeye uygun
olmay1p disilere sperm tasiyacak sekildedir (Zeybek, 1991; Aydin, 2012).

Disi Varroa’lar sezonda (ilkbahar-Yaz) 2-3 ay sezon dis1 (Sonbahar-Kis) 5-8 ay
yasarlar. Yasamlar1 tamamen kralige arinin aktivitesi ile paraleldir. Larvalar 3 ¢ift; nimf ve
olgunlarinda ise 4 ¢ift olan ayaklar kisa ve gii¢liidiir. Viicutlarinda bulunan killarin hepsine
birden ketom adi verilmekte ve bu killar parazitin armin {izerinde kalabilmesini
saglamaktadir. Parazit genellikle ariin bas ile gégiis arasinda yasamasina ragmen, gogiis ile
karm arasinda ve karin halkalarinin arasinda da bulunabilmektedir (Zeybek,1991; Webster ve
Delaphane, 2001; Sammataro ve Avitable, 2011; Aydin, 2005a).

2.45.11.2.2. Hastahk Etkenlerinin Yasam Dongiisii ve Cogalmasi

Varroa’nin arilarin pupa ve larva donemlerinde etkinligi oldukga yiiksektir. Ergin disi
Varroa’lar 5-5,5 giinliik ar1 larva gozlerine kapanmadan Once girmekte yumurta birakmadan
once larvanin hemolenfi (kaninda bulunan juvenil hormonu) ile beslenir. Yeterince juvenil
hormonu alarak yumurtaliklar1 gelisen Varroa ilk yumurtayr gozler kapandiktan 2-3 giin
sonra birakmaktadir. Disi bir Varroa 30 saat ara ile 2-6 yumurta yumurtlamakta ve ilk
yumurta erkek (n=7 kromozom) daha sonrakilerin ise dollenmis (2n=14 kromozom) disi
yumurtalart oldugu bildirilmektedir. Disiler 5-6 giin, erkekleri ise 7-8 gilinde ergin hale
gelmektedir (Campano ve ark, 1999). Bir is¢i goziinde 3 disi ergin birey olusurken erkek ari
goziinlin kenarlarda (1sinin diisiik olmasi) besinin daha fazla olmasindan dolay1 ( erkek ari
biyolojisi daha uzundur) 5 disi eriskin olusabilmektedir (Zeybek, 1991; Aydin, 2012). Disiler
kapali gbzde ciftlesirken, erkek Varroa’lar ¢iftlesmeyi takiben dlmektedir. Disi Varroa’lar
dollenmis yumurtanin gelisimi ile birlikte yavru gozlerinden ¢ikmakta 3 ile 150 giin i¢inde
mevsime ve koloninin yavru durumuna bagl olarak tekrar petek goze girmektedir. Erkek ar1

gozlerini daha fazla tercih eden Varroa’lar is¢i gozlerinde 1,8-2,9, erkek ar1 gozlerinde ise
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2,7-3,7 kat oraninda artis gostermektedirler. Varroa’nin Ureme Hiz1 tablo 4°de belirtilmistir.
(Zeybek, 1991; Aydin, 2005b).

Tablo 4. Varroa’nin Ureme Hiz1 (Aydin 2013)

Sezon Basi Sayi Ureme Kat Sayisi Sezonda Varroa Sayisi
1 Varroa 1.2 6 Varroa

1 Varroa 1.7 200 Varroa

1 Varroa 2.7 2000 Varroa

Varroa’lar arilar iizerinden dogal ogul, yagmacilik, riizgar ve erkek arinin yeni
kovanlara girebilmesi yoluyla yayilmaktadir. Ozellikle zayif koloni ile giiglii kolonilerin ayni
arilikta bulunmasi en fazla goriilen seklidir. Erkek arinin kovanlar arasinda gezebilme 6zelligi
de parazitin hizla yayilmasinda 6nemli bir etken olarak bildirilmistir (Aydin, 2012). Kis1
sadece ergin arilarin lizerinde gegirirler (Campano ve ark, 1999).

Ana an yiiksiiklerindeki disi Varroalar erginlesemeden ana ar1 gelisimini tamamlayarak
gozli terk ettiginden dolayr Varroa' nin ana ari1 yiiksiiklerinde ¢ogalma sansi yoktur.
Uzerlerinde 4 - 6 Varroa bulunan larvalar gelismelerini siirdiirebilirler. Fakat iizerlerinde daha
fazla Varroa bulunan larvalar gelisemeyip Oliirler veya kanatsizlik, tek kanatlilik, gelisememis
kanatlar, eksik bacak veya kisa karinli bireylerin olugsmasina neden olurlar. Varroa' nin yagam
dongiisii sekil 4°te gosterilmistir (Hung ve ark, 1995).

Varroa ile bulasik arilar huzursuzdur. Ana armin yumurtlama giicii azalir. Uzerlerinde
Varroa bulunan is¢i arilar yavrularin bakim ve besleme igini ihmal ettiklerinden dolay1 koloni
zayiflar. Ergin ar poplilasyonu azalmaya baglamig, ana armnin yumurtlama performansi
diismiis, yavru gozlerinde noktali delikler, yavru ciiriikliigline benzer semptomlar ve 6len

yavrularin gozlerde ‘C’ seklinde kalmasi gibi belirtiler gozlenmektedir (Hung ve ark, 1995).
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Sekil 4. Varroa’nin yasam dongiisii (Hung ve ark, 1995)

Varroa’larin gelismesi i¢in en uygun sicaklik 34 °C’dir. Varroa’larin gelisme ve
cogalmasina; genetik faktorler, koloni kosullarinin uygunlugu, yavru alaninin miktari,
koloninin Varroa bulasiklik oran1 etki etmektedir. Varroa’nin ¢ogalmasinda iizerinde gelistigi
larvanin cinsiyeti ve irki da etkilidir. Kolonilerde yavru iiretimi ne kadar erken baslar, ne
kadar ge¢ biterse Varroa’larin tireme hizi ve gelismesi de o oranda artmaktadir (Kumova,

2004).

2.4.5.11.3. Patojenite

Ar larva ve pupalarinda goz iginde Varroa sayisi fazlaligi ar siitii salgilayan
hypopharyngeal bezlerin gelisimini olumsuz etkilemektedir. Parazit sayisina gore degisen

oranlarda protein kaybi meydana gelmektedir. Pupa lizerinde 2 ve daha az parazit olmasi
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armin hemolenfindeki protein oraninda % 27,3 ve daha fazla olmasi ise % 50 azalmaya neden
olmaktadir (Aydin, 2012). Kis aylarina V. destructor ile giren kolonilerde yasama giicii tablo
5’te gosterilmistir (Aydin, 2013).

Tablo 5. Kis aylarina Varroa destructor ile giren kolonilerde yasama giicii (Aydin, 2013)

Koloni/Varroa orant Yasama giicii
Diisiik % 1 % 100
Orta % 1-3 % 100
Yiiksek % 3-5 % 80
Asiri % 10 ve lizeri % 40

Bir disi Varroa yasami boyunca 0,2 mikrolitre ar1 hemolenfi tiikketmektedir. Petek
goziindeki Varroa sayisi 2 ve altinda ise armin yasam giiclinli azaltabilir. Bu say1 3 ve
tizerinde oldugu zaman ergin arida yasam kisaligi, kanat kaybi, karin kisalmasi kanat ve
ayaklarda deformasyon, canli agirlik kaybi, erkek arilarda sperm fiiretiminde azalma, ucus
etkinliginin azalmasi ve yavru yetistirmede isteksizlik goriilmektedir (Aydin, 2012).

Varroa’y: sadece kendi zararl etkisiyle diisinmek yanlis olur, birgok viral etken Varroa
ile taginmakla (PMS-parasitic mite sendrom) birlikte, Deforme Kanat Viriisii (DWV), Akut
An Felci Viriisii (ABVP), Bulutumsu Kanat Viriisii (CWV), Kasmir Art Viriisii (KBV) ve
Yavas Ar Paraliz Viriisii (SBPV) iilkemizde en fazla goriilen viriisler olarak bildirilmistir
(Muz, 2008; Muz ve Muz, 2009; Muz ve ark, 2010; Aydin, 2012).

Parazitle bulasma oran1 % 20-30’a ulasinca zararl gozle goriiliir duruma gelir. Ancak
bu yogunluktaki kovanlardan akarin temizlenmesi oldukca zordur (Akyol ve Ozkok, 2005).
Ergin ve larvalarin tizerinde bulunan parazitlerin olusturduklari lezyonlar arilar diger
hastaliklara kars1 predispoze hale getirmektedir. Hastalik kovan dip tahtasi tizerindeki
kalintilarin, erkek ar1 gozlerinin ya da eriskin arilarin farkli yontemlerle incelenmesi ile teshis
edilmektedir (Bailey ve Ball, 1991; Jong, 1997; Simsek, 2005).

Utiik ve ark.’nin (2011) de yapmis olduklar1 ¢alismada Tiirkiye nin 36 farkli ilinden 140
bagvuru yapilmis; 179 petek ve 20606 ar1 incelenmistir. 140 bagvurunun 81’inde (% 57.85)
enfeksiyon tespit edilmistir. Yapilan basvurularin 79’unda (% 56.42) varroosis tespit
edilmistir ( Utiik ve ark, 2011).
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Aydin tarafindan (2012)’de yapilan calismada Hakkari yoresinde 712 ar1 kovam
varroasis yoOniinden incelenmis ve arastirma sonucunda incelenen kovanlarin tiimiinde
varroasis etkeni tespit edilmistir.

Muz ve ark.’nin (2012) yilinda yapmis olduklar1 arastirmada da c¢evre sicakligindaki
mevsim dis1 beklenmeyen artisin bazi patojenlere bagli olarak koloni kayiplart meydana
gelmektedir. Hatay yoresindeki alt1 degisik kislama alaninda 30 farkli ariliktan Grneklenen
900 koloninin tamaminda V.destructor’a rastlanmistir (Muz ve ark. 2012).

Tunca ve ark.’nin (2012) Kirsehir’de 118 iiretici ile yapmis olduklar1 anket sonucu %

65,3 linde Varroa tespit edilmistir.

2.3.5.11.4. Teshis

Canli ergin arilarin iizerleri, kapali yavru gozleri (6zellikle erkek ar1 gozleri), kovan dip
tahtas1 ile lizerindeki balmumu ve diger artiklar dikkatli bir sekilde kontrol edilmelidir.
Dikkatlice incelenecek olursa, parazitleri ergin arilar iizerinde gérmek miimkiindiir.

Kovan agcildiktan sonra kovanin orta c¢ergevelerinden biri alinarak, bos bir yem ¢uvali
veya bez lizerine arici firgasi ile yaklasik 150-200 adet ari silkelenir. Oradan da bos bir
kavanoza arilar aktarilir. Kavanozun igine biraz eter piskirtilir ve 5-10 dk. kavanoz
calkalanir. Arilarda bulunan Varroa’lar ayrilir ve bir kismi kavanozun i¢ yiizeyine yapisir.
Olen arilar beyaz bir kagit {izerine ¢ikarilir. Arilar ve Varroa’lar sayilarak ar1 bagma diisen
akar sayis1 da saptanur.

Diger bir yontem de, 150-200 adet ar1, i¢inde sicak su (50°C) bulunan kavanoza konur,
arada bir ¢alkalanir, yaklasik 10 dakika sonra arilar kavanozdan alinir. Kalan tortu parazitler
yoniinden kontrol edilir.

Ergin ar1 Ornekleri alinarak icerisinde deterjan soliisyonu, hexane, gazyagi, mazot,
ethanol veya alkol gibi maddelerden birisi bulunan bir kavanoz igine konur. 1-30 dakika kadar
kavanoz calkalandiktan sonra arilar ¢ikarilir ve kavanozdaki mayi tiilbent tizerine dokiilerek
stiziiliir. Tulbent lizerindeki akarlar alinir. Bu yontemle de ar1 basma diisen akar sayisi
saptanabilir.

Kovanin dip tahtasi lizerindeki dokiintiilerden akarin kolayca ayrilmasini saglamak
lizere, 6zgiil agirligr sudan hafif olan yemeklik sivi yaglardan yararlanilir. Bir kavanoz i¢inde
bulunan sivi yaga kovan dip tahtasindaki artiklar (1 kisim dokiintii, 10 kisim yag igine

bosaltilip bir ¢ubukla iyice karistirilmalidir) atilir. Cesitli artiklar hizla dibe ¢okerken, V.
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jacobsoni, Braula coeca ve bazi kitinli pargalar yagin iizerinde toplanir. Belirli donemlerde
kovan dip tahtasi, balmumu artiklari, 6li arilar dikkatlice mikroskop altinda veya biiyiitecle
incelenmelidir.

Kapal1 yavru gozlerinde Varroa bulunup bulunmadigini tespit etmek i¢in, erkek ve isci
ar1 gozleri ince uglu bir pensle acilarak larvalar dikkatlice digart ¢ikarilir. Bliylite¢ yardimiyla
larvalar ve petek gozleri incelenir. Boylece Varroa’nin gelisme donemleri de (larva,
protonimf, deutomimf) goriilebilir.

Kovanda bal olmadigi donemlerde bir tabaka beyaz karton veya plastik ile delik
biiyiikliigii 2 mm veya biraz daha biiyiik kafes teli, aralarinda 6 mm kalacak ve kafes teli istte
olacak sekilde tutturulur ve bir ¢ergeveye baglanir. Bu gerceve larva bulunan peteklerin altina
yerlestirilir. Fumigant bir akarisit kullanilmasindan 30-40 dakika sonra yetiskin arilarin
viicudunda, lireme gozlerinde, balmumu artiklarinda, kovanin diger artiklarinda ve kovan
tabanina yerlestirilen beyaz karton lizerinde parazit aranmalidir. Varsa 6lii akarlar kafes
telindeki deliklerden gecer ve kagit iizerine diigserler. Kafes telinin gorevi arilarin diisen
akarlar1 temizlemesine engel olmaktir. Boyle uygulamalar akar oOliimlerinin ¢ok oldugu
sonbahar ve yaz aylarinda iyi sonu¢ vermektedir. Ayrica bu yontemle, enfestasyonun az
oldugu kolonilerdeki parazitlerin tespiti de miimkiin olmaktadir. Bu uygulama yaz aylarinda
arilar kovana girdikten sonra aksam saatlerinde yapilir. Ertesi giin, kagit ve kafes telinin

tutturuldugu cergeve ¢ikarilarak olii akarlarin varligi tespit edilir (Aldemir ve Bakirci 2014).

2.4.5.11.4.1. Molekiiler Teshis Metodlari

Giintimiizde V. destructor haplotipinin tespitinde. molekiiler teshis metodlarindan

bazilar1 kullanilmaktadir (Strapazzon ve ark, 2009).
2.4.5.11.4.2. Saflastirma Metodlar1 (Ekstraksiyon)
Varroa destructor’un genetik analizinin yapilmasinda ekstraksiyon amaciyla; Fenol

Ekstraksiyon Etanol Presipitasyon Metodu, Snounou Metodu, Wataya Metodu, Chelex

Metodu, Sodyum Fosfat Metodu, Dondurma-Cdézdiirme Metodlari kullanilmaktadr.
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2.4.5.11.4.3. Varroa destructor’un Teshisinde Kullanilan Molekiiler Teknikler

Parazitler insan sagligini, hem hastaliklara neden olarak dogrudan hem de insanlar i¢in
onemli besin kaynagi olan hayvanlarda verim kayiplarina yol agarak dolayli olarak
etkilemektedir. Son 20 yilda molekiiler biyolojide kaydedilen gelismeler, veteriner
parazitolojide de Onemli uygulama alanlar1 bulmaktadir. Molekiiler biyolojideki bu
gelismeler, paraziter hastaliklarin kontrolii i¢in yeni yaklasimlarin ortaya konmasini
saglamistir (Gasser 20006).

Biyoteknolojide meydana gelen gelismeler molekiiler tekniklerin parazitoloji alaninda
da kullanilmasim1 sagladigi goriilmektedir. Konvansiyonel olarak parazitlerin ayrimi ve
tanimlanmalari, genellikle morfolojik yapilari, konak spesifiteleri, tasinma sekilleri, patolojik
etkileri ve cografik orijinlerine gore yapilmaktadir. Ancak bu oOzellikler, parazitleri tiir
diizeyinde ayirmada ¢ogunlukla yetersiz kalmaktadir. Molekiiler parazitolojideki gelismeler,
ozellikle niikleik asit tabanli teknikler, 6zgulligii ve duyarliligr artiran giiglii alternatif tani
araclar1 sunmustur (McPherson ve ark, 2000).

Varroa destructor’un molekiiler teshisinde kullanilan niikleik asit tabanli tekniklerden
standart polimeraz zincir reaksiyonu (PCR), multipleks PCR, nested PCR, in situ PCR,
arbirtrary-primed PCR (AP-PCR), reverse line blotting (RLB), ger¢ek zamanli (real-time)
PCR (gPCR), polimeraz zincir reaksiyonu-restriction fragment length polymorphism (PCR-
RFLP), southern blotting; RNA igin reverse transkriptaz PCR (RT-PCR) ve northern blotting;
protein arastirmalarinda ise western blotting gibi teknikler kullanilmaktadir (Strapazzon ve
ark, 2009).

2.45.11.4.3.1. DNA Tabanh Teknikler

2.4.5.11.4.3.1.1. Standart Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

PCR, bakteri, virlis, mantar, parazit ve protozoon gibi hastalik etkenlerine ait hedef
niikleik asit zincirlerinin primer olarak adlandirilan spesifik komplementer oligoniikleotitler
ve 1stya dayanikli polimeraz enzimleri (Taq) kullanilarak in vitro olarak cogaltilmasini
saglayan oldukga 6zgiin ve giivenilir molekiiler biyolojik bir tekniktir (Persing, 1991).

Bu method, ¢ift iplikli bir DNA molekiiliinde hedef dizilere iki oligoniikleotit primerin

baglanmas1 ve uzamasi esasina dayanmaktadir (Prichard ve ark 2001).
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Oligoniikleotit primerler, kalip DNA molekiilii yiiksek sicaklik derecelerinde denatiire
olduktan sonra, tek iplikli DNA molekiilleri tizerinde kendilerine tamamlayici olan bolgelere
baglanmaktadirlar. Primerlerin hedef dizilere baglanmasi diisiik sicaklik derecelerinde
gerceklesmektedir. DNA polimeraz enzimi, uygun tampon ve dort gesit organik bazin
bulundugu deoksiriboniikleotid trifosfat (ANTP) varliginda primerin 3° hidroksil ucundan
uzamasini saglamaktadir. Boylece kalip DNA ipligine tamamlayici olan yeni DNA molekiilii
sentezlenmis olmaktadir. Bir PCR dongiisin DNA’nin tek iplik¢ik haline gelmesi
(denatiirasyon), primerin baglanmasi (annealing) ve uzama (elongasyon) olmak flizere iig
asamadan olusur. PCR reaksiyonu, arastirilacak 6rnekteki DNA’nin ¢ift zincirli yapist yiiksek
1s1 (94-97 °C, 15-60 sn) yardimiyla birbirinden ayrilir (denatiirasyon). Daha sonra diisiik
silarda (50— 65 °C, 30-60 sn) sentetik oligoniikleotid primerler, ayrilmis olan tek zincirli
DNA iizerinde kendilerine 6zgii bolgelere baglanmaktadir (annealing/ hibridizasyon). Is1 72
°C’ye kadar artirilarak DNA polimeraz enziminin yardimiyla DNA Zincirini uzatmasi saglanir
(elongasyon/uzama) (Prichard ve ark, 2001).

Ardi arda tekrarlanan denatiirasyon, primerlerin baglanmasi ve primerlerin uzamasi
evreleriyle DNA zincirlerinin sayis1 her dongiide 2 katina ¢ikmaktadir. Sentezlenen DNA
Uriiniiniin  saptanmasi, kopyalar1 ¢ikarilan primerler arasinda kalan belli baz ¢ifti
biiyiikliigiindeki bolgenin jel Tlzerinde veya amplifikasyon yapilan bdlgeye uygun
tamamlayici prob ile hibridizasyon sonrasi belirlenmesi ile gergeklesmektedir (McPherson ve
ark, 2000).

PCR yonteminde temel bilesenler; kalip DNA, kalip DNA’nin dizilerini tamamlayan tek
zincirli oligoniikleotidler (primerler), deoksiriboniikleotid trifosfat (ANTPler), tampon, MgCl12
ve 1stya dayaniklit DNA polimerazdir. En ¢ok kullanilan DNA polimeraz Thermus aquaticus
ad1 verilen termofilik bakteriden izole edilmekte ve buna Taq DNA polimeraz adi

verilmektedir (Siqueira ve ark, 2003).

2.45.11.5. Varroa ile Miicadele Yontemleri

2.4.5.11.5.1. Kimyasal Miicadele

Avrupa Birligi’ne bal ihracati yapan iilkelerin, MRL belirtilmemis ilaglarin kalintilart

icin, glinlimiiz teknolojisinde genel kabul edilen tespit limiti olan 10 mg/kg (ppb) sinirina

uymalari 6nerilmektedir (Martin ve ark, 2002; Bogdanov, 2006).
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Kullanilan pestisitler bal ve balmumunda birikmektedir. Balda biriken pestisit ve ilag
kalintilar1 bal hasat edildiginde tek seferlik olarak insanlara zarar verirken, balmumunda
biriken pestisitler petek birkag sezon kullanildiginda daha tehlikeli olmaktadir. Bu durumda
yil icerisinde kovana giren ilaglarla birlikte peteklerde dnceden birikmis olan pestisitler de
yavas yavas bala karistig1 icin eski petekler kovan igerisinde potansiyel bir pestisit kaynagi
olarak degerlendirilmektedir (Von der Ohe W, 2003).

Tirkiye’de yapilan galigmalarda yasal olarak izin verilmedigi halde ballarda gesitli
antibiyotik kalintis1 bulunmustur. Kalint1 konusunda sadece Tiirkiye degil diger bircok iilkede
de balda kalinti sorunu yasanmaktadir. Gida Tarim ve Hayvancilik Bakanligi tarafindan
yayimlanan Ulusal Kalint1 izleme Plani’nin da ve balda aranan kimyasallar ve MRL degerleri
tablo 6°da gosterilmistir. Giiniimiiz de baldaki antibiyotik problemi, bal ticareti i¢in en bilyiik
problemdir ( Segmenoglu ve Baydan, 2012).

Tablo 6 (GTHB Ulusal Kalint1 izleme Plan1 2016) Ulusal Kalint1 izleme Planinda ve balda

aranan kimyasallar ve MRL degerleri

KONTROL EDILECEK | KONTROL EDILECEK IZLEME METODU
MADDE GRUBU MADDE TESPIT LIMITi
MRL (ng/kg)

KLORAMFENIKOL Kloramfenikol 0,3

NiTROFURAN AHD, AMOZ, AOZ, SEM -

ANTIBAKTERIYAL Tetrasiklin

MADDELER Oksitetrasiklin
Klortetrasiklin
Doksisiklin
Sulfamerazin 20
Sulfatiazol 20
Sulfametazin 10
Sulfametaksazol 20
Sulfadimektoksin 5
Sulfadiazin 10
Ampisilin 25
Amoksisilin 25
Streptomisin 100
Tilosin 10
Eritromisin 10
Tilmikosin 10
Spiramisin 10
Enrofloksasin 10
Siprofloksasin 10
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Danofloksasin 10
Marbofloksasin 10
Sarafloksasin 10
Diflofloksasin 10
Nalidiksikasit 10
Flumequin 10
Oksolinik asit 10
KARBAMATLAR Karbaril 50
Karbofuran 100
Methiocarb 10
Metomil 100
Propoksur 50
PYRETROIDLER Sipermetrin 10
Diger Farmakolojik Aktif | Fumagilin 10
Maddeler
ORGANOKLORLU Beta-endosiilfan 10
MADDELER Bromopropilat 10
Amitraz ve metabolitleri 200
ORGANOFOSRLU Metil paration 10
MADDELER Malathion 10
Diazinon 10
Diklorvas 10
Klorprifos 10
Triklorfon 10
Kaumafos 10
KiMYASAL Kursun 6,7
ELEMENTLER Bakir 5,9
Kadmiyum 3,6
Cinko 12,5
DIGER MADDELER Naftalin 5

Varroa ile miicadelede yillar

(Milani, 1995; Eischen, 1998; Elzen ve ark, 1988; Sammataro ve ark 2000).

icinde degisik kimyasal savasim yoOntemleri uygulanmistir

Ozellikle; son 15 yildir Varroa ya karsi1 en ¢ok kullanilan sentetik akarisidler organik

fosforlu koumafos (Checkmite, Asuntol, Perizin), pyretroitler tau-fluvalinat (Apistan, Klartan,
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Mavrik) ve flumetrindir (Bayvarol). Bunun yani sira amitraz da kullanilmigtir (Milani ve
Barbattini, 1988; Milani ve Lob, 1998; Ritter, 1988).

Varroasis’in kontroliinde aricilarimizin % 53’1 amitraz, % 30’u tau-fluvalinat, % 13’0
koumafos ve % 4’i formik asit kullandiklarini belirtmisler ve % 90’1 ilaglamay1 erken
ilkbahar ve ge¢ sonbaharda (yavrusuz zamanda) uyguladiklarini ifade etmislerdir (Aydin ve
ark, 2003).

Amitraz:

Amitraz genel olarak ksilen veya petrol iiriinleri ile formiile edilen formamidine grubu
sentetik bir insektisit, akarisittir (Yilmaz ve Yildizdas, 2003). ilk olarak 1974 yilinda
pazarlanmistir. Amitraz alfa-2 (a-2) adrenerjik agonisttir ve etkileri diger alfa 2 adrenerjik
agonist klonidin’e benzemektedir. Zehirlenenlerde merkezi sinir sistemi bulgular1 (koma-
konviilsiyon), miyozis, solunum baskilanmasi, bradikardi, hipotansiyon, hiperglisemi, poliiri,
kusma goriilmektedir (Yilmaz ve Yildizdas, 2003).

Koumafos:

Koumafos igeren ilaclar ile bal arilarinda hem Varroa hem de ar1 biti enfestasyonlarinin
miicadelesi tiim diinyada basarili bir sekilde yapilmaktadir. Sistemik etkiye sahip organik
fosforlu bir insektisit ve akarasit olan koumafos bal arilarinda Varroa miicadelesi igin
uygulandiginda herhangi bir yan etkisinin olmadig1 (Akkaya ve Vurusaner, 1997) ve arilar
icin diigiik toksiteye sahip oldugu da bildirilmistir (Frilli ve ark, 1991).

Ulkemizde tek farmasotik sekil olan ¢ozeltisi kullanilirken diger iilkelerde farkli
farmasotik sekiller olan serit ve kurabiye formu bulunmaktadir. Portakal ve Yarsan 2010
yilinda yapmis olduklar1 ¢alismada koumafosun farkli formlarinin etkinlikleri
degerlendirilmis ve kurabiye form % 99, serit form % 98, Cozelti sekli ise % 96 etkili
bulunmustur (Portakal ve Yarsan, 2010).

Flumetrin:

Parazitlerin % 95’1 oliir, fakat flumethrin kulucka hiicre i¢inde bulunan larvalara ve
cogalma evresindeki parazitlere etki etmez. Kovan i¢inde 45 giin boyunca etkinligini siirdiiriir
ve ¢ogalma evresinden 15 giin sonra ¢ikan akarlarin pes pese goriilen jenerasyonlarini ortadan
kaldirir. Aktif maddenin dagilimi, polietilen matriksden yavas salinim ile 45 giin boyunca
gerceklesir. Artropotlarin  pyrethroidleri metabolize ve detoksifiye etmek ig¢in birgok
enzimatik yollar1 vardir. Bu ilaglarin metabolize edilmesinde esteraz ve oksidaz enzimleri
daha ¢ok kullanilir. Flumethrin merkez esterinin formu olan permetrin acid and 3-phenoxy-4-

fluorobenzyl alkoliin hidrolize olmasi ile metabolize olur (Girisgin ve Aydin, 2010).
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Fluvalinat:

Varroa destructor 15 yil once fluvalinat a karst direngli hale gelmis durumdadir.

Flumetrin ve Acrinatrin gibi diger piretroitlere karsi ¢apraz direncte mevcuttur. Kuomofos

gibi organik fosforlu ve amitraza kars1 bazi akarlarin direng gelistirdigi gozlenmistir. Diregli

akar populasyonu artabilir ve tahmin edilemeyecek sonuglar dogurabilir (Sammataro ve ark,
2005; Trouiller, 1998; Lodesani, 2004; Milani, 2001). Ruhsatl ithal ektoparazit preperatlari

tablo 7, Ruhsatl yerli ektoparazit preperatlari tablo 8’de verilmistir.

Tablo 7. GTHB (2016) Ruhsatli ithal ektoparazit preperatlari

ADI UYGULAMA | FARMASOTIK | ETKEN MADDE
SEKIL

FLUMEVAR | Kovan I¢i Serit 1 serit drlin iginde; 32mg
flumetrin

APIVAR Kovan I¢i Serit 1 adet serit iirlin i¢inde; 500 mg.
amitraz

AB VAR C Kovan I¢i Serit 1 adet tablet {iriin i¢inde; 400 mg
kaumarfos

VAROSTOP | Kovan I¢i Serit 1 adet serit iirlin i¢inde; 3,6 mg
flumetrin

BAYVAROL | Kovan ici Serit 1 serit iriin icinde; 3,6 mg
flumetrin

Tablo 8: GTHB(2016) Ruhsath yerli ektoparazit preperatlari

ADI UYGULAMA | FARMASOTIK | ETKEN MADDE
SEKIL

FLUVAR Kovan Ici Serit 1 adet serit iiriin i¢inde; 3,6 mg
flumetrin

VARROSET Kovan I¢i Tiitsii kagidi 1 adet tiitsii kagidi iiriin iginde;
400 mg amitraz

VAMITRAT-VA | Kovan Ici Serit 1 adet serit iiriin i¢inde; 20 mg
amitraz

RULAMIT-VA Kovan I¢i Serit 1 adet serit iirlin iginde; 265 mg
amitraz

PERIZIN % | Oral Cozelti 1 mL drin iginde; 32 mg

3,2 kaumafos

VARROASON Kovan I¢i Tiitsii kagidi 1 adet tiitsii kagidi iiriin iginde;

20,5 mg amitraz
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Kimyasal ilaglamada son yillarda organik fosforlu, formamidin ve sentetik pyretroidler
on plana ¢ikmistir. Ozellikle Coumaphos, Amitraz, Flumethrin ve Fluvalinat en fazla
kullanimda olanlardir. Klasik anlamda ilagli miicadele erken ilkbahar ve ge¢ sonbahar
ilaglamasi Onerilirken, yavas salimimli plastik serit preparatlarin 8 haftalik erken sonbaharda
(bal hasadini takiben) toplu miicadelede kullanimi, ila¢ kullaniminin yilda tek sefere
diisiiriilebilecegini gdstermistir. Ortam ¢evre 1sisinin giinliik 12 °C altina inmesi kovan iginde
artlarin kis salkimi olusturmasindan sonra ilacin gorevini yapmayacagmin iyi bilinmesi
gerekmektedir (Ellis, 2001; Girisgin ve Aydin, 2010). Varroa direnci olusmamasi1 i¢in 2-3
yilda bir ilag degisimi yapilmalidir (Aydin, 2012).

Tedavi sonucunda akarasitler ar1 kovaninda kalint1 birakmaktadir. Bu sentetik bilesikler
saf bal imajin1 zedelemektedir. Kalintinin miktarini kullanilan maddenin y1l boyunca kullanim
sikligi etkilemektedir. Maver ve Poklukar, 2003 yilinda yapmis olduklar1 ¢alismada amitraz
ve kaomofos kullaniminin balda kalinti durumunu degerlendirmis ve balda kalint1 biraktigini

gostermislerdir.

2.4.5.11.5.2. Organik Asitlerin Kullanim

Organik asitler Varroa ile miicadelede en ¢ok kullanilan biyo-pestisidlerdir. Uygun
zaman ve dozda kullanildiklarinda kolonide ana ar1, ergin ar1 ve yavru popiilasyonu iizerinde

olumsuz bir etki olusturmadigi belirtilmektedir (Mert ve ark, 2007).

2.4.5.11.5.2.1. Formik Asit (HCOOH)

Renksiz, ugucu ve zayif bir organik asittir (Akyol ve Ozkék, 2005). Formik asit kisa
veya uzun siireli uygulanmaktadir.. Kisa siireli uygulamalarda formik asit konsantrasyonu
yiksek tutulmalidir. Formik asitin bir kez uygulanmasi % 60-80 diizeyinde, 2 kez
uygulanmast % 90-95 diizeyinde etkili olmaktadir. Entegre kontrol sistemleri ile birlikte
kullani1ldiginda Varroa popiilasyonunu istenilen diizeyde tutabilmekte, pek cok iilkede entegre
miicadelenin bir parcasi olarak kullanilabilecegi belirtilmektedir (Imdorf ve ark, 1999) Formik
Asit Kisa Siireli Uygulama Sekli tablo 9°da verilmistir.

Varroa miicadelesinde formik asidin buharlagma 6zelliginden yararlanilmaktadir.
Formik asidin yavas buharlagsmasi ilacin etkinligi bakimindan énemlidir ve ilacin etkinligi

hava kosullarina, uygulama mevsimine, buharlasma kabinin hacmine, kabin kulugkalia olan
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uzakligina bagl olarak degismektedir (Mert ve ark, 2007). Hava sicakligt 10-25 °C’ler
arasinda oldugunda basarili sonuglar vermektedir (Akyol ve Ozkok, 2005). 30 °C’den yiiksek
sicakliklarda ar1 kaybi olugmaktadir ve 10 °C’den disiik sicaklikta ilag istenilen etkiyi
gostermemektedir (Mert ve ark, 2007).

Formik asidin ilkbaharda sub-tropikal iklimlerde hava sicakliginin aniden artmasi ile
hizla buharlastig1 ve kolonide kapali yavru gozleri igerisindeki ar1 pupalariin 6liimiine neden
oldugu belirtilmektedir (Underwood and Currie, 2003; Girisgen ve ark, 2007).

Formik asitin ar1 kolonilerinde kullanimi igin birgok etkin uygulama metodu
gelistirilmistir. Formik asit balda dogal olarak (% 0,1-0,5) bulunmasina ragmen kalite
problemleri meydana gelmemesi i¢in bal hasadindan 6-8 hafta dnce uygulamay: bitirmis
olmak gerekir (Akyol ve Ozkok, 2005). Formik asidin etkinliginin, kullanilan uygulama
sekline bagli olarak % 60-92 arasinda degistigi belirtilmektedir (Imdorf ve ark, 1997).

Formik asit jel uygulama yontemi, sprey yontemine gore kullanim riskini azaltmaktadir.
Formik asidin sprey ile uygulanmasi daha etkili olsa da, ¢ok hizli buharlagsmasi toksik etkiyi
artirmaktadir (Imdorf ve ark, 1999).

Her iilke ya da her bolge farkli iklim kosullarina, kovan tiplerine ve manejman
sistemlerine sahip oldugu icin genel bir formik asit uygulamasindan s6z etmek miimkiin
degildir. Akdeniz kosullarinda formik asit uygulamasi yiiksek ve degisken hava sicakligindan
dolay1 daha zordur. Formik asit uygulamasi, bulunulan bdlgeye gore adapte edilmelidir
(Imdorf ve ark, 1999).

Tablo 9. Formik Asit Kisa Siireli Uygulama Sekli (Kurt, 2007)

Formik asit

Uygulama Dénemi ilk Uygulama: Bal hasad1 sonrasi. Agustos basinda
Son Uygulama: Cevre sicakligina bagli. Eyliil
sonunda
siire 1 hafta

Uygulama Sayisi Donem iginde 2 - 3 kez

Giinliik Sicaklik 12-20°C (Giin i¢i uygulamalarinda)

20-25°C (Gece ve sabah uygulamalarinda)
>25 °C (Sabah erken saatlerinde)

Konsantrasyon Usten uygulama % 60
Alttan uygulama % 60 - 85. (Cevre sicakligina bagli)
Doz (Kovan biiyiikliigiine Ustten 1 Katli (mL) 2 Katli (mL)
bagl) Alttan 20-30 40 - 50
20-30 40 - 60
Uygulama Etkinliginin Dogal akar sayimi. Sayima baslama: son
Kontrolii uygulamadan 14 giin sonra

siire 2 hafta. Giinde 1 den daha fazla akar olursa 2.
uygulama Onerilir.

Uygulamada koruyucu Gozliik, lastik eldiven ve su

kullanimi
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2.45.11.5.2.2. Laktik Asit (CH;CHOH-COOH)

Laktik asit, 15 ml laktik asit 85 ml su ile seyreltilerek hazirlanan karisim her gergeveye
5 mL dozda piiskiirtiilerek uygulanir. Uygulama zamaninda ¢evre sicakligi 0-6 °C olmalidir.
Laktik Asit Uygulama sekli tablo 10’da verilmistir. Laktik asit petek gozlerini
etkileyememektedir bu nedenle tedavi birka¢ kez tekrarlanmalidir. Organik asitlerde klasik
tedavide kullanilan ilaglar gibi kovanda balin bulunmadigi erken ilkbahar veya geg
sonbaharda uygulanmalidir. Ciinkii bal bu asitlerin buharin1 ¢ekmekte ve balin tiiketiminde
agizda eksi bir tat birakmaktadir. Arilarin bu tarz ballar tiiketmedikleri bildirilmektedir. Bir
diger hususta, bu asitlerin hazirlanis asamasinda toksik etkilerinden korunmak igin

solunmamasi ve viicut ile temasindan kaginilmasi gerekliligidir (Aldemir ve Bakirci, 2014).

Tablo 10. Laktik Asit Uygulama Sekli (Kurt, 2007)

Onerilen Kullanim Kiiciik isletmeler, ogullar, kiiciik kovanlar

Uygulama Donemi Bal hasat donemi disinda yil boyunca

Sicaklik 7 °C yiiksek olmal1

Uygulama Zamani Gilin boyunca her zaman, riizgarsiz
donemde

Uygulama Sayis1 2 - 5 kez. Uygulamalar yonteme, mevsime
ve Varroa diigmesine baglidir

Doz Petek ylizeylerine %]15’lik 5 mL, yaz
aylarinda popiilasyonun artmasi
durumunda peteklere 8 ml uygulanabilir.

Uygulama yontemi Arilarin iizerine piiskiirtme, kovan yan
duvarlarima piiskiirtme

Etkinlik Yavrusuz kolonilerde optimum kosullarda
% 80, sirl1 yavru
bulunan kolonilerde % 20 - 30 etkilidir.

2.4.5.11.5.2.3. Oksalik Asit (H,C,0,)

Oksalik asit, Varroa miicadelesinde en sik kullanilan asitlerden birisidir. Oksalik asit,
formik asit gibi kapali yavru gozleri icerisindeki Varroa’lara etki etmediginden, beklenen
yararin saglanabilmesi i¢in kolonide kulucka iiretiminin en az oldugu donemlerde (geg
sonbaharda 1 kez, erken ilkbaharda 1 kez) kullanilmalidir. Bu sekilde yapilan Varroa
miicadelesinde ortalama % 90-95 diizeyinde bir basar1 saglandig: bildirilmistir. Oksalik asit
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soliisyonu kovanlara sprey, buharlasma ve damlatma yontemleriyle uygulanabilmektedir.
Oksalik Asit Uygulama Yéntemleri ve Oneriler tablo 11°de verilmistir.

Oksalik asit uygulamasi1 7-30 °C’ler arasinda, giin igerisinde riizgarsiz ve kovanlarin
acilabilecegi zamanlarda yapilmalidir. Birden fazla uygulama yapildiginda ar1 oliimleri

artmakta ve gelecek ilkbaharda koloni gelisimi yavaslayabilmektedir (Mert ve ark, 2007).

Tablo 11. Oksalik Asit Uygulama Yontemleri ve Oneriler (Kurt, 2007)

Damlatma yontemi: Cozelti 35 g Oksalik asit dehidrate 1/1 surup
Konsantrasyonu
Miktar 30 mL kii¢iik koloniler

40 mL orta koloniler
50 mL biiyiik koloniler
Cerceveye gore uygulama yapilirsa 5-6

ml/cerceve
Uygulama zamani Yavrusuz Kolonilerde (Kasim-Aralik)
Piiskiirtme Yontemi: Cozelti 30 g Oksalik asit dehidrat/litre suya
Konsantrasyonu tamamlanacak
Miktar Ari ile kapl her petek yiizeyine 3-4 mL
Uygulama zamani Sonbahar ve Ilkbaharda

Dikkat Edilecek Noktalar

*Sonbaharda 1 uygulama yapilmali,

*Cozelti dogrudan cerceveler arasindaki arilar iizerine damlatilmali

*Uygulamalar 1lik ¢ozeltilerle yapilmali

*Cevre sicaklig1 0 °C tizerinde olmal

*Soliisyonlar taze hazirlanarak kullanilmali veya en fazla 15 °C de 6

aydan fazla depolanmamis olmasi

*Baz1 0zel kosullarda oksalik asitin damla seklinde uygulanmasi ilkbaharda kolonileri
zayiflatabilir,

*Oksalik asit uygulamalar1 deneyimli kisiler tarafindan yapilmalidir.

*Oksalik asitin solunmamast i¢in ag1z maskesi kullanilmalidir.

*QOksalik asitin piiskiirtme (sprey) seklinde uygulanmasi arilar tarafindan daha iyi tolere
edilebilmektedir.

2.4.5.11.5.3. Biyolojik Kontrol Yontemleri

Kimyasal madde kullanmadan Varroa’yr kontrol altinda tutmak i¢in biyolojik kontrol

yontemleri gelistirilmistir (Akyol ve Korkmaz, 2006).
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2.4.5.11.5.3.1. Yavrulu Gézlerin Tasinmasi ve Tuzak Yontemi

Varroa’nin iireme ve ¢ogalma yerleri kapali yavru gozleridir. Kapali yavru gozlerinin
alinmasi ile parazitte kovandan uzaklastirilmis olur. Yavru goézlerinin uzaklastirilmasinda;
kapal1 is¢i ar1 gozlerinin kovandan uzaklastirilmas: ve kapali erkek ar1 gézlerinin kovandan

alinmasi seklinde iki yontemle yapilmaktadir (Biichler, 1997).

A) Isci Ar1 Gozlerinin Kovandan Uzaklastirilmasi

Varroa yumurtlamak ve ¢ogalmak i¢in erkek ar1 gozlerini tercih etmesinin yaninda is¢i
ar1 gozlerini de tercih etmektedir. Kolonide is¢i ar1 gozleri bulunan peteklerin alinmasi ve
imha edilmesi parazitin ¢ogalmasinin kontrol altinda tutulmasi1 bakimindan 6nemlidir. Fazla
miktarda is¢i ar1 goziiniin alinmasi nedeniyle koloni gelisimini olumsuz yonde etkilemektedir
(Goodvin ve Eaton, 2001; Akyol ve Korkmaz, 2006).
B) Erkek Ar1 Gozlerinde Tuzaklama Yontemi

Varroa iremek i¢in erkek ar1 gozlerini is¢i ar1 gozlerine oranla 10-12 kat daha fazla
tercih etmektedir. Bu 06zelliginden yararlanilarak varroa popiilasyonu dengede tutulmaya
calisilmakta ve iki sekilde uygulanmaktadir. Birincisi koloniler belli zamanlarda kontrol edilip
tiim kapal1 erkek ar1 gdzleri imha edilir ve yilda 5-6 defa tekrarlanmalidir. Ikinci uygulama ise
kovana erkek ar1 gozii bulunan petekler verilir ve ana ar1 bu peteklere hapsedilerek sadece bu
peteklerdeki gozlere dolsliz yumurta birakmasi saglanir. Erkek ar1 goziinden olusan bu
petekler sirlandiginda kovandan alinarak iizerindeki yavrular varroalar ile birlikte imha edilir

(Biichler, 1997; Akyol ve Korkmaz, 2006).

2.4.5.11.5.3.2. Tel Kafesli ve Cekmeceli Taban Uygulama Yontemleri

Isci ve erkek arilar gelisimlerini tamamlaylp gdzden ¢ikarken gdzdeki Varroa
yavrulariin tamami gelisimini heniiz tamamlayamamistir. Gelisimini tamamlamak {izere
olanlar da arilarla birlikte gozden ¢ikarlar ama kendilerini idare edecek durumda degildirler.
Kovan tabaninda veya peteklerin degisik bolgelerinde gelismelerini tamamlayabilirler. Bu
sekilde olan varrolar arili bolgeden uzak tutulabilirse ya agliktan ya da soguktan oliirler.
Cekmecenin iist kismina arilarin gegemeyecegi ancak Varroalarin dokiilebilecegi bir tel 1zgara

gerilir. Izgaranin altina diisen ve tekrar arilar iizerine gecemeyen orada soguk ve agliktan
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oliirler. Bu yontemin varroa popiilasyonunu azaltma orani % 14-28 arasinda degistigi

bildirilmistir (Akyol ve Korkmaz, 2006).

2.4.5.11.5.3.3. Is1 Uygulamalarindan Yararlanma

Varroa’lar 34 °C’nin lizerindeki sicakliklara ar1 larva ve pupasindan daha duyarhdir.
Ancak sicaklik uygulamasmin tiim kovanda uygulanmasi hem isci arilarin sicaktan zarar
gormesine hem de is¢i arilarin kovanda sicakligi diisiirmek i¢in hava sirkiilasyonu yapmalari;
gerek ergin arilar gerekse gozlerde yasayan varroa iizerine etkili olmamaktadir. Uygulamada
kapali yavrulu petekler 44 °C’ de 4 saat bekletildikten sonra varroalarin % 100’{iniin
pupalarin ise % 5’inin 6ldiigi belirlenmistir. Is1 uygulamasinin gozlerden ¢ikan arilarda
deformasyonlara neden olacagi belirtilmektedir. Bu yontemin ticari aricilikta fazla uygulama

sans1 bulunmamaktadir (Goodvin ve Eaton, 2001).

2.4.5.11.5.3.4. Gen¢ Ana Ar1 Kullanma Yo6ntemi

Varroa’nin tremek igin erkek ari gozlerini tercih etmesi ve genc¢ ana ar1 bulunan
kolonilerde erkek ar1 goz sayisinin az olmasi, erkek ar1 goz sayisi ¢ok olsa bile geng ana arinin
dolsiiz yumurta birakma oraninin az olmasi nedeniyle kovandaki erkek yavru sayisini ve
bdylece varroa sayisini azaltmak amaglanmaktadir. Farkli yontemlerle birlikte kullanildiginda

etkinlik ve basar1 oran1 artmaktadir (Akyol ve Korkmaz, 2006).

2.4.5.11.5.3.5. Polen Tuzag Kullanmak

Polen tuzaklar tarladan donen arilarin giigliikle gecebildikleri kovan girigine veya altina
yerlestirilen plastik veya metalden yapilmis diizeneklerdir. Kovana girebilmek igin plastik
levhadaki deliklerden gecen arilar polen yiikiinii birakmak zorunda kalirlar hatta bir¢cok
durumda arilar {izerindeki varroalarin da tuzaga takilarak arilardan ayrilmak zorunda
kaldiklar1 ve tuzak eleginden alta diistiikleri belirlenmistir. Yontem tek basina yiiksek bir
etkinlige sahip olmayip diger yontemlerle birlikte uygulanmasinda yarar vardir (Cakmak ve
ark, 2002).
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2.3.5.11.5.3.6. Erkek Yavru Gozii Uretiminin Sinirlandirilmasi

Varroa iiremek ve ¢ogalmak i¢in erkek ar1 gozlerini tercih etmesi ve erkek arinin
gozden cikis siiresinin daha uzun olmasi nedeniyle parazit erkek ar1 goziinde daha g¢ok
cogalabilmektedir. Erkek ar1 gézilinlin azaltilmasi dolayisiyla bu gézlerde ¢ogalan varroanin
da azaltilacagi anlamina gelmektedir. Erkek ar1 go6zii sayisini azaltmak icin yapilacak
uygulamalar:

a) Petek iizerinde bulunan erkek ar1 gozlii bolgelerin kesilip alinmasi
b) Erkek ar1 gézii bulunan temel peteklerin kullanilmamasi

¢) Dolsiiz yumurta birakma orani az olan geng ana kullanilmasi (Akyol ve Korkmaz, 2006).

2.4.5.11.5.3.7. Biyolojik Kontrolde Yeni Bir Yaklasim

Biyolojik kontrolde toprakta bulunan insan ve memeli hayvanlar i¢in zararsiz (saprofit)
oldugu bilinen mantarlarin entamopatojenik (bocek zararlis1) Ozellikleri kesfedilmeye
baslanmistir (Aydin, 2005).

Metarhizium anisopliae (Entomophthora anisopliae) diinyanin her yerinde bulunan
toprak orijinli Hypomycetes sinifinda bir mantardir. M.anisopliae sporlanmis kolonilerinde
yesil renk hakim oldugu i¢in “’Yesil Muscardin’® olarak tanimlanir. Aralarinda
V.destructor’un da oldugu 200’¢ yakin insekt-akar’t (Uyuz, Kene, Sinek vb.) enfekte
edilebilir. M.anisopliae sporlari, (Conidia) solundugu zaman insan ve memeli hayvanlara
zararli olabilir. Patates Dekstroz Agarda (PDA) kolayca kiiltiire edilebilen sporlar —78 °C’de
aylarca canli saklanabilir, 25 °C ve % 85 nemde 13 saat i¢inde hizla iiretilebilir. Hirsutella
thompsonii ve Metarhizium anisopliae, V. destructor’un yogun bulundugu kovanlar ile
laboratuvar ortaminda denenmis 4-6 giin iginde laboratuvar ortaminda tiim Varroa’lar
Olmiistlir. Kovanlarda ise yavrusuz zamanda 7 giinde % 90 ‘in iizerinde etkisi goriilmiis bu
etkinin tedavinin 42.giintinde % 82 civarinda devam ettigi goriilmiistiir. Balda herhangi bir
kalinti goriilmedigi gibi is¢i ar1 ve Ozellikle kralice arida herhangi bir istenmeyen etki

goriilmemistir (Aydin, 2005; Kanga ve ark, 2002).
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2.4.5.1.5.4. Bitkisel Kaynakh Miicadele

Kimyasal miicadelede kullanilan akarisitlerin pek cogunun yanlis kullanimlar1 sonucu,
Varroa giderek bu ilaglara karsi diren¢ kazanmakta, bu nedenle ilaglarin etkinligi
azalmaktadir (Boecking ve Spivak, 1999).

Ulkemizde aricilikla ugrasanlarin bir kismi bulunduklar1 ydrelerden topladiklari veya
piyasadan temin ettikleri bitkisel kokenli maddelerle Varroa miicadelesi yapmaktadir.
Akarasit 6zelligine sahip 8-10 bitki tiirii, dogrudan veya birbirleri ile degisik oranda
karistirtlarak kullanilmaktadir. En yaygin olarak kullanilanlar tiitiin, ardi¢ katrani, kekik,
okaliptiis, pireotu, ceviz yapragi, lavanta, nane ve ¢cam yapragidir (Giriggin ve ark, 2007).

Ardi¢ katrani bal ve bal mumunda insan sagligina zararli olarak kanserojen etki yapma
ve balin tadin1 bozma riski vardir. Giriggin ve ark. (2007) ardi¢ katrani dumani uygulamasi
sonucunda istenilen basari saglanamamistir. Elde edilen toplam varroa sayisi baz alinarak,
dumanlamadan sonra ¢ekmeceye diisen varroa sayilarinin toplamina gore; ardi¢ katrani
dumaninin V.destructor’a karsi etkinligi % 3.61 olarak tespit edilmistir (Kumova, 2004; Kurt,
2007).

Varroa kontroliinde kullanilan sarimsak, tiitiin, ceviz, domates, aci pelin, sarigam
bitkilerinin bu parazite kars1 % 50 -80 etkili oldugu belirlenmistir. Cam yapraginin yakilmasi
ile ag1ga ¢ikan eterik yag ve bazi alkoloitlerin akar oldiiriicii etkisi de ¢ok zayiftir. Greyfurt ve
sedir yapraklariin karisimi ile elde edilen duman Varroa kontrolii i¢in kullanilmistir. Ceviz
yapragi dumani ve polen tuzaklari ile Varroa kontroliiniin etkili oldugu; bu yontemin fiziksel
kontrol yontemleri ile birlestirilerek uygulanmasi durumunda kolonilerde Varroa kontroliiniin

daha giivenli ve etkili yapilabilecegi bildirilmektedir (Kumova, 2004; Kurt, 2007).

Bitkilerden Elde Edilen Ugucu Yaglarin Varroa Kontroliinde Kullanim
Ucucu yaglar (Aromatik yaglar, Eterik yaglar, Esanslar, Aetheroleum)

Kuvvetli kokulu, ugucu, yagimsi, oda sicakliginda sivi halde bulunan (bazen katilagan)
karisimlardir. Bitkilerin gesitli kisimlarinda bulunurlar. Ugucu yaglar bitkilerde genellikle %
1-2, ¢ogu kez de < % 1 oraninda bulunur (Kaya, 2013).

Esansiyel yaglar ucuz olarak temin edilebilen ve saglik yoniinden tehlikesiz
maddelerdir. Ancak bu ugucu yaglarin uygulamalar sirasinda standart duruma getirilebilmesi
oldukca zordur. Laboratuvar kosullarinda 150 den fazla ugucu yag bilesigi Varroa

kontroliinde test edilmistir (Kumova, 2004; Kurt, 2007; Ruffinengo ve ark, 2005; Imdorf ve
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ark, 1999). Cesitli iilkelerde Varroa kontroliinde Catnip yagi (Napeta cataria), Cinnomon
yag1 (Cinnamomun cassia), Citronella yagi (Cynbopoga nardusun), Eucalypt yagi (Eucalypt
globulus), Melaleuca yag1 (Melaleuca leucadendron), Patchouly yagi (Hedeoma pulegioides),
Pennroyal yagi (Mentha pulepium), Peppermint yagi (Mentha piperita), Rosemary yagi
(Rosmariunus officinalis), Spearmint yag (Menta spicata), Tea tree yag (Melaleca
alternifolia), Keklik tiziimii yagi, Neem yagi (Azadirachata indica) ve kekik yagi (Thymus
vulgaris) kullanilan esansiyel yaglardir (Kurt, 2007; Kumova, 2004). Kanola, tirfil ve
yoncanin esansiyel yaglart koruma amagh kullanilabilir (Aydin ve ark, 2004). Bitkilerden
hazirlanan bu maddeler akarlara karsi diger entegre kullanim yontemleriyle birlikte
kullanilmalidir. Bir defa yapilan ugucu yag uygulamalarinin genellikle Varroa popiilasyonuna
etkili olmadigini gostermektedir (Kurt, 2007; Kumova, 2004).

Gida Tarim ve Hayvancilik Bakanligi’ndan ruhsath yerli ve ithal toplam 8 adet bitkisel
kokenli ektoparazit ilaci bulunmaktadir. tablo 12, tablo 13 ‘de ruhsatli ektoparazit ilaglari

gosterilmistir.

Tablo 12: GTHB (2016) Ruhsatl ithal ektoparazit preparatlari

ADI UYGULAMA | FARMASOTIK | ETKEN MADDE
SEKIL
ABvarBio Kovan I¢i Tablet 70 g tablet iiriin i¢inde ;13g timol
ECOSTOP Kovan Ici Tablet 1 adet tablet iiriin icinde ;5g
timol, 2 mL mentol
API LIFE Kovan Ici Cozelti 1 adet tablet iiriin icinde ;% 76
VAR timol, ,% 16,4 Eucalyptus
globulus, ,% 3,8 mentol
APIGUARD | Kovan I¢i Jel 1g tirtin i¢inde ;250 mg timol
THYMOVAR | Kovan I¢i Stinger 1 stinger {irlin i¢inde ;15g timol

Tablo 13: GTHB(2016) Ruhsatli yerli ektoparazit preparatlari

ADI UYGULAMA FARMASOTIK ETKEN MADDE
SEKIL

BIYOVAR-T Kovan I¢i Stinger 20.8 g'lik serit {irtin
icinde ;15 g timol

THYMOSET Kovan I¢i Toz 15 g toz da {irlin i¢inde
;7,5 g timol

OBESON Kovan I¢i Jel 1 g iiriin iginde ;250 mg
timol
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Thymol, dogal thyme yagmi (Thymus vulgaris) igeren ugucu bir yag maddesi oldugu
icin Varroa akarina kars1 toksik bir etki gostermektedir (Imdorf ve ark, 1994; Lindberg ve ark,
2000).

Kekik (Thymus vulgaris L.): Onemli bir kismin1 timol (% 30-50), karvakrol (% 1-5), p-
simen (% 15-45) ve sitral olusturur. % 1-3 borneol, kafur, limonen, linalool, B-pinen,
karyofillen, < % 1 bornilasetat, kamfen, okaliptol, linalilasetat, terpineol, terpinilasetat vardir
(Kaya, 2013).

Timol uygulamasi 1984 - 1998 yillar1 arasinda ¢esitli arastirmacilar tarafindan toz ve
karisim seklinde peteklerin aralarina veya petekler ilizerinde petri i¢inde, 8-49 giin siire ile
uygulandiginda etkinlikte % 66 - 97,8 olarak belirlenmistir (Kurt, 2007; Kumova, 2004).

Nane (Mentha piperita L.): Yapraklarda ugucu yag, tanen, re¢ineli maddeler, sekerler,
flavonoidler, terpenoidler ve ac1t maddeler bulunur. Taze yapraklar % 0,5-1, kuru yapraklarda
% 3 dolayinda ugucu yag icerir. Ugucu yagda bulunan baslica maddeler sunlardir: Mentol
(%40-50), Neomentol (% 3-3,5), Menton (% 15-20), izomenton (% 2-3),Mentofuran (% 2-7),
Mentilasetat (%3-5), Limonen (%2-3), Okaliptol (%6-8), Pulegon (% 1), izopulegol (% 0,5-
0,8), B-Karyofillen (% 1), a-Pinen (% 1-3,5),p-Pinen (% 1-2), Trans-sabinen hidrat (% 1)
,Germakren-D (% 1-2) ,3-Bourbone (Kaya, 2013).

Okaliptus agac1 (Eucalyptus camaldulensis Dehnh.): Kuru yapraklarda % 3-5 ugucu
yag, regineler, act maddeler, % 0.01 flavonoidler, metilflavon, 6kaliptin, %2-4 triterpenoidler,
floroglusinol-seskuiterpen-cifti maddeler, fazla miktarda tanen bulunur. Ugucu yagda %80-90
okaliptol, 1,4-sineol, Gerianol, Kamfen, izoborneol, Limonen (%0,5), Odesmol, p-Simen (%
2,7), a-Pinen (% 2,6), Pinokarveol, 1,4-Sineol, Terpinen-1-ol, Terpinen-4-ol gibi maddeler
bulunmaktadir (Kaya, 2013).

Timol ve timol, okaliptus, kafur ve mentol karisimli iirlinlerin uygulama sekli ve
dozlar1 Varroa’lar igin yiiksek toksik etki olustururken, arilar bu dozlardaki etkin maddeleri
cok 1iyi tolere edebilmektedir. Kafur gibi ¢ok ugucu maddeler 6zel jeller igerisinde
hazirlanarak kullanim1 uygulamada karsilasilan zorluklar ortadan kaldirilabilmektedir.
Arastirmalar, bu maddelerin dogru kullanimi sonucu balda olusacak kalintinin esik diizeyinin
altinda kaldigimi gostermektedir (Kurt, 2007; Kumova, 2004). Bogdanov ve ark.’nin (1998)
yapmis olduklar1 ¢calismada balda timol seviyesi 0,02 mg/kg olarak bulmuslardir. Uygulama

mevsimine gore timoliin balda bulunan seviyesi degismektedir (Bogdanov ve ark, 1998).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gerec
3.1.1. Cahismada Kullanilan Materyal

Bu ¢alismada; Aydin bolgesi aricilik isletmelerindeki kovanlardan ana ari, erkek ari ve
is¢i artlardan 200 adet yetiskin disi Varroa destructor Eyliil 2014 ile Eylil 2015 tarihleri
arasinda toplanmistir. Bunun ig¢in 6zellikle aricilik yoniinden zengin Bozdogan, Buharkent,
Cine, Didim, Merkez, Germencik, Incirliova, Karacasu, Karpuzlu, Kosk, Kusadasi, Kuyucak,
Nazilli, Pasayaylasi, Soke, Sultanhisar, Yenipazar tercih edilmistir. Toplanan Ornekler
laboratuvara getirilerek kullanilincaya kadar -20 °C’de muhafaza edilmistir.

3.2. Yontem
3.2.1. DNA Ekstraksiyonu

Laboratuvara getirilen V. destructor ornekleri literatiirde (Dietemann ve ark, 2013)
bildirildigi sekli ile (Qiagen DNeasy Blood & Tissue Kiti, 69504) kullanilarak DNA

ekstraksiyonu yapilmaistir.

3.2.2. Qiagen DNeasy Blood & Tissue Kiti fle DNA Ekstraksiyonu

Bu ekstraksiyon yonteminde Qiagen DNeasy Blood & Tissue Kitine ait protokol takip
edilmistir.

Bu amagla; daha 6nce izole edilmis ve siv1 nitrojende (-20 °C) muhafaza edilmis Varroa
destructor ‘lar ayr1 ayr1 otoklavlanmis 2 ml’lik eppendorf tiiplere alinarak 65 °C’de 1 dakika
bekletilmistir. Bu islem 5 kez tekrar edilmistir. Proteinlerin ¢oktiiriilmesi amaciyla 180 pL
Buffer ATL ve 20 uL Proteinase K ilave edildikten sonra 6rnekler vortekslenip tamamen lize

oluncaya kadar 56 °C’de 5 saat siireyle benmaride inkiibasyona birakilmistir. inkubasyon
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islemi sonrasinda 200 puL. Buffer AL eklenip vortekslenmistir. Ethanol (200 uL) ilavesinden
sonra Ornekler tekrar vortekslenmistir. Daha sonra bu karistm DNeasy spin kolona aktarilip
6000 x G’de 1 dk. santrifiij edilmistir. 500 pL Buffer AW1 eklenip 6000 x G’de 1 dk.
santrifiij edilmistir. Sonra 6rneklere 500 pl. Buffer AW2 eklenip ve 20,000 x G’de 3dk.
santriflij edilmistir. Santrifiij sonunda toplama tiipi atilip 1.5 mL’lik steril eppendorf spin
kolona yerlestirilmistir. Son agamada 50 pL Buffer AE eklenip oda sicakliginda 1 dakika
beklenilip 6000 x G’de 1dk. santrifiij edilmistir. Daha sonra elde edilen DNA kullanilincaya
kadar -20 °C’de muhafaza edilmistir.

3.2.3. Pozitif Kontrol Ornegin Sekansinin Belirlenmesi

Aricilik isletmelerinden rasgele segilmis bir 6rnegin haplotipi belirlenip pozitif kontrol
olarak kullanilmistir. Sekansi belirlenecek PCR iiriinii 6zel bir firmaya sentezlettirme

amactyla gonderilmistir.

3.2.4. Varroa destructor Mitokondriyal Cox1 Geninin incelenmesi

Varroa destructor mitokondriyal Cox1 Geninin incelenmesinde Strapazzon ve ark, (2009)
ve Solignac ve ark, (2005) tarafindan belirlenen iki farkli teknik modifiye edilerek

kullanilmistir.

3.2.4.1. Solignac ve ark (2005) tarafindan belirlenen Yontemin uygulanmasi

3.2.4.1.1. Optimizasyon

Toplam 50 pL’lik reaksiyonda; 35,75 pL. DNase/RNase Free Distilled Water (Gibco
Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA USA), 5 uL. 10X PCR Buffer (Geneaid, New Taipel
City, Taiwan), 3 mM MgCl, (Geneaid, New Taipei City, Taiwan), 1 mM dNTP (Geneaid,
New Taipei City, Taiwan), 1,5 pl Forward primer (lontek, Istanbul, Turkey), 1,5 pl Reverse
primer (lontek, Istanbul, Turkey), 1.25 iinite Tag DNA polimeraz (Geneaid, New Taipei City,

Taiwan) ve 16 ng DNA 6rnegi kullanilmistir.
44



3.2.4.1.2. Amplifikasyon

Varroa destructor 'un CoxI gen bolgesinin amplifikasyonunda (Solignac ve ark. 2005).
(ADA 01) 5'-TACAAAGAGGGAAGAAGCAGCC-3' Forward ve
5-GCCCCTATTCTTAATACATAGTGAAAATG-3" Reverse primeri ticari bir firmaya
sentezlettirilmistir. Reaksiyon AB Applied Biosystems Veriti marka otomatik Thermal cycler
cihazinda yapilmistir. Reaksiyonun asamalar1 6n denatiirasyon 94°C’de 4 dk, Sikluslarin
herbirindeki denatiirasyon 94°C’de 1 dk, annealing 50°C’de 1.30 dk, elongasyon 72°C’de
1.30 dk olup 35 siklus’dan olusup son uzama asamasi 72°C’de 10 dk’da yapilmustir.

3.2.4.1.3. Agaroz Jel ve Elektroforez

Amplifiye olmus DNA fragmentlerini standart marker ile birlikte 1,5 gr agaroz 100 mL
1X TAE (50XTAE; 1 litreye, 242 g Tris, 0.5 M EDTA 100 mL, pH;8) 5 uL Red Safe™
Nucleic Acid Staining Solution (intron Biotechnology, Korea) kullanilmistir. Daha sonra 1’er
puL Loading Dye 6X Concentrated (Geneaid, New Taipei City, Taiwan ) her bir PCR
triinlinden 9 pL olacak sekilde loading dye ile karigtirilmigtir. PCR {irlinlerinin Kag¢ bp
araliginda oldugunu saptamak ig¢in 5 uLL 100 bp DNA Ladder (Geneaid, New Taipei City,
Taiwan) ilave edilmistir. Agaroz jeldeki PCR iiriinleri 90 volt dogrusal akimda 1 saat
elektroforeze tabi tutulmustur. Bu islemden sonra jel goriintileme cihazinda (UV
transluminator, UVP EC3 ChemiHR 410 Imaging System) goriintiileri elde edilmistir. Olusan
bandlar DNA marker ile karsilastirilarak degerlendirilmistir.

3.2.4.1.4. Sacl Restiriksiyon Enziminin Kullanilmasi

Varroa destructor Japon ve kore haplotiplerinin tanimlanmasi i¢in Anderson ve Fuchs
(1998)’de belirtildigi gibi tanima yeri 5°...GAGCTC...3>  3’...CTCGAG...5’ olan Sacl
restriksiyon enzimi kullanilarak gergeklestirilmistir. R0156S-0501212 New England Biolabs
restriksiyon enzimi ve tablo 14’de belirtilen reaksiyon karigimlari kullanilip 37 °C’de 15
dakika kesim iglemi yapilmigtir. Calismanin sonunda enzimin ¢alismasini durdurmak igin

65°C’de 20 dakika bekletilmistir.
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3.2.4.1.5. Agaroz Jel Goriintiilenmesi

Sacl restriksiyon enziminin kullanilmasiyla elde edilen tirtinlere 2 gr agaroz 100 mL
1XTAE (50XTAE; 1 litreye, 242 g Tris, 0.5 M EDTA 100 ml, pH;8) 5 uL Red Safe™
Nucleic Acid Staining Solution (intron Biotechnology, Korea) 1XTAE soliisyonu ve 5’er uL
Loading Dye 6X Concentrated (Geneaid, New Taipei City, Taiwan ) eklenip karistirilmustir.
Kesim iiriinlerinin kag¢ bp araliginda oldugunu saptamak i¢in 10 pLL 100 bp’lik DNA Ladder
(Geneaid, New Taipei City, Taiwan) birakilmistir. Agaroz jeldeki PCR iirtinleri 90 volt
dogrusal akimda 1 saat elektroforeze tabi tutulmustur. Bu islemden sonra jel goriintiileme
cihazinda (UV transluminatoér, UVP EC3 ChemiHR 410 Imaging System) goriintiileri elde
edilmistir. Olusan bandlar DNA marker ile karsilastirilarak degerlendirilmistir.

3.2.4.2. Strapazzon ve ark (2009) tarafindan belirlenen yontemin uygulanmasi

3.2.4.2.1. Optimizasyon

Solignac ve ark (2005) tarafindan uygulanan yontemin aynisi modifiye edilerek
buradada uygulanmigtir Toplam 50 pL’lik reaksiyonda; 35,75 uL. DNase/RNase Free Distilled
Water (Gibco Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA USA), 5 ul 10X PCR Buffer (Geneaid,
New Taipei City, Taiwan), 3 mM MgCl, (Geneaid, New Taipei City, Taiwan), 1 mM dNTP
(Geneaid, New Taipei City, Taiwan), 1,5 pL Forward primer (lontek, Istanbul, Turkey), 1,5
uL Reverse primer (lontek, Istanbul, Turkey), 1.25 iinite Taqg DNA polimeraz (Geneaid, New
Taipei City, Taiwan) ve 16 ng DNA 6rnegi kullanilmigtir.

3.2.4.2.2. Amplifikasyon

Solignac ve ark (2005) tarafindan uygulanan Amplifikasyon yonteminin aynist modifiye
edilerek buradada uygulanmistir  Varroa  destructor'un  Coxl gen  bolgesinin
amplifikasyonunda (ADA 02)

COXF [5°GG(A/G)GG(A/T)GA(C/T)CC(A/T)ATT(C/T)T(A/T)TATCAAC3’] Forward ve
COXRa [5’GG(A/T)GACCTGT(A/TA(A/T)AATAGCAAATAC3’] Reverse primeri ticari
bir firmaya sentezlettirilmistir. Reaksiyon AB Applied Biosystems Veriti marka otomatik

Thermal cycler cihazinda yapilmistir. Reaksiyonun asamalar1 6n denatiirasyon 94 °C’de 4
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dakika, Sikluslarin herbirindeki Reaksiyonun asamalari 6n denatiirasyon 94 °C’de 4 dk,
Sikluslarin herbirindeki denatiirasyon 94 °C’de 1 dk, annealing 50 °C’de 1.30 dk, elongasyon
72°C’de 1.30 dk olup 35 siklus’dan olusup son uzama asamasi 72 °C’de 10 dk’da yapilmustir.

3.2.4.2.3. Agaroz Jel ve Elektroforez

Amplifiye olmus DNA fragmentlerini standart marker ile birlikte 1,5 gr agaroz 100 mL
1XTAE (50XTAE; 1 litreye, 242 g Tris, 0.5 M EDTA 100 ml, pH;8) 5 pul Red Safe™ Nucleic
Acid Staining Solution (Intron Biotechnology, Korea) kullamlmistir. Daha sonra 1’er pL
Loading Dye 6X Concentrated (Geneaid, New Taipei City, Taiwan ) ile bir PCR {iriiniinden 9
pL olacak sekilde loading dye ile karistirilmistir. PCR iiriinlerinin ka¢ Bp araliginda oldugunu
saptamak i¢in 5 uL. 100 bp DNA Ladder (Geneaid, New Taipei City, Taiwan) ilave edilmistir.
Agaroz jeldeki PCR {irtinleri 90 volt dogrusal akimda 1 saat elektroforeze tabi tutulmustur. Bu
islemden sonra jel goriintileme cihazinda (UV transluminatér, UVP EC3 ChemiHR 410
Imaging System) goriintiileri elde edilmistir. Olusan bandlar DNA marker ile karsilagtirilarak

degerlendirilmistir.
3.2.4.2.4. Xhol ve Sacl Restiriksiyon Enzimlerinin Kullanilmasi

Varroa destructor Japon ve kore haplotiplerinin tanimlanmasi i¢in Anderson ve fuchs
(1998)’de belirtildigi gibi tanima yeri 5°...GAGCTC...3>  3’...CTCGAG...5’ olan Sacl
restriksiyon enzimi ve 5’...GTCGAG...3* 3°...GAGCTC...5” olan Xhol retriksiyon enzimi
kullanilarak gergeklestirilmistir. R0156S-0501212 New England Biolabs Sacl restriksiyon
enzimi ve R0146S-0581507 olan New England Biolabs Xhol restriksiyon enzimi tablo 14’de
belirtilen reaksiyon karigimlari kullanilip 37 °C’de 15 dakika kesim islemi yapilmistir.

Calismanin sonunda enzimin ¢alismasini durdurmak i¢in 65 °C’de 20 dakika bekletilmistir.
3.2.4.2.5. Agaroz Jel ve Elektroforez

Xhol ve Sacl restriksiyon enzimlerinin kullanilmasiyla elde edilen iiriinlere 2 gr agaroz
tartilip 100 mL 1XTAE (50XTAE; 1 litreye, 242 g Tris, 0.5 M EDTA 100 ml, pH;8) 5 uL
Red Safe™ Nucleic Acid Staining Solution (intron Biotechnology, Korea) 1XTAE soliisyonu

ve 5’er uL Loading Dye 6X Concentrated (Geneaid, New Taipei City, Taiwan ) eklenip
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karistirtlmigtir. Kesim tirtinlerinin kag¢ bp araliginda oldugunu saptamak i¢in 10 pL 100 bp’lik
DNA Ladder (Geneaid, New Taipei City, Taiwan) birakilmistir. Agaroz jeldeki PCR iiriinleri
90 volt dogrusal akimda 1 saat elektroforeze tabi tutulmustur. Bu islemden sonra jel
gorlintiilleme cihazinda (UV transluminatér, UVP EC3 ChemiHR 410 Imaging System)
goriintlileri  elde edilmistir. Olusan bandlar DNA marker ile karsilagtirilarak
degerlendirilmistir.

Tablo 14. RFLP’de Kullanilan Reaksiyon Karisimlar

Xhol veSacl Restriksiyon Enzimleri

Negati Pozitif
kontrg kontre
Niikleazsiz su 50 uL|36,4 u|36 pL|36,9 u|37 uL|36,5 u| 36,7 p| 36,4 n 36,6 u| 39 uL

DNA lpug [1pg [Tpg [Tpg [1pg [Tpg |lpg [Tpg |Tpg
10X NE Tampon S5uL [SpL |SuL |5uL |SpuLl{5pul [SpuL |5pL |5ulL
Restriksiyon
Enzimi lpL |1pl |1pl (1pl (1pl |1pl {2pl |1pl [1ul
9 10 11 12 13 14 15 16 17 18
Niikleazsiz su 36,5 n| 36,8 u 36,6 u 36,6 | 36,9 u{ 36,6 n| 36,5 u| 36,5 u| 36,9 n| 36,5 n
DNA lpug |1pg [Tpg |Tpg |Tpg [Tpg |lpg [Tpg [Tpg |1pg
10X NE Tampon|5puL |SpL |SpL [SpL [SpL |[SpL1j5uL |SuL [SuL |SpL
Restriksiyon
Enzimi lul [1TpL |1pL (Tpl {1pL (Tpl {1pL |1pL [1Tpul |1puL
19 20 21 22 23 24 25 26 27 28
Niikleazsiz su 37 uL|36,9 | 36,6 u| 36,4 n| 36,4 u| 36,4 u| 36,8 u|36,7 u| 36,7 u| 36,6 u
DNA lpug |Tpg [Tpg |Tpg |Tpg [Tpg |lpg [Tpg [Tpg |1pg
10X NE Tampon|5 puL |5uL |5uL |[SpuL |5ul [S5pL1{5ul |5ul |5uL |5uL

Eﬁszti::]'i(s'yon IpL [1pL [1pL [1pL [1pL [1pL [1pL [1pL [1pL |14l

NegatiPozitil ,q |3y 137 |32 (33 (34 |35 |36
kontrq kontrg

Niikleazsiz su 50 uL|36,4 38,4 /38 ulL|38,2 u|38 ul|37,8 u{37,5 u| 36,1 u|38 uL

DNA lpug |Tpg |Tpg [Tpg [Tpg [Tpg |Tpg [Tpg |Tpg
10X NE Tampon SuL |SpuL |SuL |SpL (SuLl{5puL [SpuL |[SuL |5SpL

Restriksiyon

Enzimi lul |{1pL (1pL [TpuL |1puL (Tpl |{1puL (1ul |1pL
37 |38 (39 |40 |41 |42 |43 |44 |45 |46

324 W37 70137,6 1 37,3 1/ 36,5 1| 34,1 1| 37,1 1|38 uL|38.2 1| 37,4 1

Niikleazsiz su
DNA lpug |[Tpg [Tpg |Tpg |Tpg [Tpg |lpg [Tpg [Tpg |1pg
10X NE Tampon|5puL |SpL |SpL [SpL [S5pL [SpL1l{5uL |5SuL [SuL |SpL

Eﬁszti';r']‘i(s'yon IpL [1pL [1pL [1pL [1pL [1pL [1pL [1pL [1uL |14l
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Xhol veSacl Restriksiyon Enzimleri
47 48 49 50 51 52 53 54 55 56
Niikleazsiz su 37,5 u/ 37,4 n 38,2 u/ 37,3 w| 37,7 u/ 36,9 n| 37,2 u{ 37,1 pu|38 uL |38 uL
DNA lpg |lpg |lpg [Ipg [Tpg [Tpg [Tpg [1pg [lpug |lpg
10X NE Tampon|5uL |[5uL |5pL [Sul [5ul [5pLi1{5ul [5pL [5ul |54l
Restriksiyon
Enzimi luL (1pL |1pL |1pl |1pL [TpL (1TpL [1pul |1pl |1pL
Negat Pozitil g7 155 159 |60 |61 |62 |63 |64
kontrg kontre
36,6 1
Niikleazsiz sU 50 ul|39,2 n I 36,4 u|38,3 u{37,7 w38 uL |37 uL|38,1 u|38 uL
DNA lpug |lpg |lpg |lpg [ITpg |Tpg |[Tpg [1pg [1pg
10X NE Tampon SuL |5puL [SpL [5pL [SpLl|5pL [5uL [5uL [5uL
Restriksiyon Enzin luL (1pL |1pL |1Tpl |1TpL (TupL (1pL |1pL [1pL
65 66 67 68 69 70 71 72 73 74
Niikleazsiz su 37,8 w 37,1 n| 37,3 u| 37,8 u| 37,5 u{ 37,5 u{ 37,6 n| 37,2 n| 37,6 n| 37,4 pn
DNA lpg |lpg |lpg [ITpg [Tpg |[Tpg [1pg [1pg [1pg |Lpg
10X NE Tampon|5 uL [5uL |5pL [SuL [5ul [5pL1{5uL [5ul [5ul |54l
Restriksiyon
Enzimi lpuL |1pL |1pL [1TpL (IpL (1pL |1pl |[1pl [1Tpl |1 pL
75 76 77 78 79 80 81 82 83 84
Niikleazsiz su 37,4 1| 35,9 n 38,2 u/ 37,4 w| 37,4 u| 37,7 u| 37,7 u| 37,6 n| 38,3 u| 37,9 n
DNA lpug |Tpg [Tpg |lpg |Tpg [Tpg |lpg [Tpg [Tpg |1pg
10X NE Tampon|5pL |SpL |SpL [SpL [SpL |[SpL1{5uL |SuL [SuL |SpL
Restriksiyon
Enzimi luL (1pL |1pL |1pl |1TpL [TpL (1TpL (1puL |1pl |1pL
Negat) Pozitil g5 g5 g7 |gg |89 |00 |o1 |o2
kontrg kontre
Niikleazsiz su 50 u{39,2 u37,3 u/ 37,9 u|38 uL 37,6 u| 37,8 u|37,6 u| 37,6 n| 38,2 n
DNA lpug |[Tpg |Tpg [Tpg [Tpg [Tpg |Tpg [Tpg |Tpg
10X NE Tampon SuL |SpuL |SuL |SpL (SuLl{5puL [SpuL |[SuL |5SpL
Restriksiyon
Enzimi lul {1pL (1L [TpuL |1puL (Tpl |{1puL (1Tul |1pL
93 94 95 96 97 98 99 100 |[101 |102
Niikleazsiz su 37,9 u| 37,8 u| 37,8 u| 38,2 u| 38,2 u| 38,1 u| 37,7 u| 37,5 n| 37,5 u| 37,8 n
DNA lpg |lpg |lpg [ITpg [Tpg [Tpg [1pg |[1pg [lpg |lpg
10X NE Tampon|5 uL [5uL |SpL [SuL [5uL [5pL1{5ul [5pL [5ul |54l
Restriksiyon
Enzimi luL (1pL |1pL |1pl |1Tpl [TpL (TpL [1puL |1pl |1pL
103 |104 |105 |106 (107 (108 |109 |110 |111 112
Niikleazsiz su 37,6 u| 38 uL |38 uL|37,3 u| 37,4 u| 37,5 w37 uL|37,1 pn|37,6 n|37,3 n
DNA lpg [Tpg |Ipg |l1pg |Ipg |Tpg [Tpg [1pg [Tug |Ipg
10X NE Tampon|5puL |SpL |SpL [SpL [S5pL [SpL1{5uL |SuL [SuL |SpL
Eﬁsztit;rl]li(swon lpuL {1pL (T pL [1pL |1pL |1pLl |1puLl (ITpl {1pL [Tl
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Xhol veSacl Restriksiyon Enzimleri
Negat| Pozitil 113 1114 |15 |116 |117 |118 |119 |120
kontrg kontre
Niikleazsiz su 50 uL|37,9 n 37,4 w 37,5 w 37,7 u 37,9 u{ 37,7 u| 37,6 u{ 37,8 u| 37,6 n
DNA lpug [Tpg [Tpg [Tpg [Tpg [Tpg |lpg [Tpg |Tpg
10X NE Tampon SuL |SpuL |SuL |SpL |(SuLl{5puL [SpL |[SuL |5SpuL
Restriksiyon
Enzimi luL |{1pL (1TpuL [1TpuL |1uL (ITpl |[1ul (1ul [1pL
121 (122 |123 (124 |125 (126 127 |128 |[129 |130
Niikleazsiz su 379 w 37,9 w 37,4 37,5 W 37,5 u| 37,7 u| 37,6 u| 37,5 n| 37,5 u| 37,2 pn
DNA lpg [Tpg |lpg |lpg |Ipg |1pg [Tpg [lpg [Tug |Ipg
10X NE Tampon|5pL |SpL |SpL [SpL [SpL |[SpL1j5uL |SuL [SuL |SpL
Restriksiyon
Enzimi luL {1pL (TpL |{1pL |1pL |1puLl |1pul (ITpl {1pL [T pL
131 |132 |133 |134 (135 (136 |137 |138 |139 |140
Niikleazsiz su 37,5 u 37,4 w 37,6 u 37,2 w| 37,6 u| 37,3 w| 37,7 w| 37,7 n| 37,5 | 37,7 pn
DNA lpg [Ipg |lpg |Tpg |Tpg |lpg |Tpg [Tpg |lpug |lug
10X NE Tampon|5pL |SpL |SpL [SpL [SpL |[SpL1{5uL |SuL |[SuL |SpL
Restriksiyon
Enzimi IlpuL {1pL (TpL |[1pL |1pL |[1pul |1puL (ITpl {1pL [T pL
NegatiPozitil 1 )1 1145 [143 |144 |145 [146 |147 |148
kontrg kontre
Niikleazsiz su 50 uL{37,9 n| 37,5 u|37 uL|37,6 n| 36,8 u| 37,4 n| 37,2 u{38 uL|37,6 n
DNA lpug |Tpg |Tpg [Tpg [Tpg [Tpg |lpg [Tpg |Tpg
10X NE Tampon SuL |SpuL |SpuL |SpL (SuLl{5puL [SpL |[SuL |5SpL
Restriksiyon
Enzimi lpul |{1pL (1pL [1TpL |1pL (ITpl |{1pL (1ul |1pL
149 150 |151 (152 |153 |154 |155 156 |157 |158
Niikleazsiz su 37,4 n| 37,6 n| 37,6 n| 36,5 u| 37,8 u{37,5 u| 37,6 n| 37,3 u| 37,6 u| 38 uL
DNA lpug |Tpg [Tpg |Tpg |Tpg [Tpg |lpg [Tpg [Tpg |1pg
10X NE Tampon|5 uL [5uL |5pL [5uL [5ul [5pL1{5ul [5pL [5ul |54l
Restriksiyon
Enzimi luL (1pL |1pL |1pl |1Tpl [TpL (TpL (1puL |1pL |1pL
159 |160 |[161 |162 |[163 |164 |165 |166 |167 |168
Niikleazsiz su 37,6 n 37,4 n| 37,6 n| 37,5 n| 36,7 u| 36,7 u{ 36,6 n| 36,5 n| 36,5 n| 36,4 n
DNA lpg |lpg |lpg [ITpg [Tpg [Tpg [lpg |[Tpg [lpg |1pg
10X NE Tampon|5 uL [5uL |5pL [SuL [5ul [5pL1{5uL [5pL [5ul |54l
Restriksiyon
Enzimi lpl {1pL (I pL {1pL |1pL |1pl |1pL (Ipl {1pLl [T pL
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Xhol veSacl Restriksiyon Enzimleri
NegafPozitl 169|179 171 [172 |173 |174 |175 |176
kontr| kontrg
Niikleazsiz su 50 uL|38,4 n37,2 37,3 w 37,6 u 37,6 u{37,4 u{ 37,7 u| 37,8 u| 37,5 n
DNA lpug |1pg |Tpg [lpg [Tpg [Tpg |lpg [Tpg |Tpg
10X NE Tampon SuL |SpuL |SuL |SpL |(SuLl{5puL [SpL |[SuL |5SpuL
Restriksiyon
Enzimi lpuL (TpL (TpL (1TpL |1uL [1ul [1Tul |1ul |1 ul
177 (178 |179 (180 |181 |182 |183 184 |185 |186
Niikleazsiz su 38 uL|37,3 w| 37,5 w37 ulL|37,5 u{ 37,5 u| 37,3 u|37,6 u| 37,6 | 37,7 n
DNA lpg |1pg |Ipg [Ipg [Tpg [Tpg [lpg |[1pg |lpug |lpg
10X NE Tampon|5pL |SpL |SpL [SpL [SpL |[SpL1j5uL |SuL [SuL |SpL
Restriksiyon
Enzimi luL (1pL |1pL |1pL |1pL [TpL (1TpL (1puL |1pl |1pL
Negat| Pozitil 107|193 189 |100 |191 |192 |193 |104
kontrg kontre
Niikleazsiz su 50 uL|39,1 p| 38,1 u|38,4 u| 38,5 u[38,2 u[ 39,4 u| 38,6 u| 38,7 u| 38,8 nu
DNA lpug |Tpg |Tpg [Tpg [Tpg |Tpg |lpg [Tpg |Tpg
10X NE Tampon SuL [SpuL |SuL |SpL (SuLl{5puL [SpuL |[SuL |5SpL
Restriksiyon
Enzimi lulL {1pL (1pL [TpuL |1pL (ITpl |{1pl (1ul |1pL
195 196 197 198 199 200
Niikleazsiz su 389 uL 39,5 uL |39,5 uL |39,3 uL |39,3 puL |39,1 puL
DNA 1 ug 1 ug 1l pg lpg 1 ug 1ug
10X NE Tampon 5uL 5uL 5uL 5uL S5ull S5uL
Restriksiyon Enzimi 1 pL 1 pL 1 uL 1 uL 1 uL 1 ulL
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4. BULGULAR

Bu aragtirmada; Aydinda ariciligin yogun yapildigi basta Kusadasi olmak {izere
Karpuzlu, Cine, Bozdogan, Karacasu, Pasayaylasi, Merkez, Soke, Didim, Nazilli,
Sultanhisar, Kuyucak, Buharkent, Incirliova, Germencik, Kosk, Yenipazar ilgelerinden
toplam 200 6rnek toplanarak incelenmistir. Toplanan 6rneklerin bolgelere gore dagilimi Sekil

5’te verilmistir.

Sekil 5. Toplanan 6rneklerin bdlgelere gore dagilimi

https://www.google.com.tr/search?q=Ayd%C4%B1n+Haritas%C4%B1&source=Inms&tbm=
isch&sa=X&ved=0ahUKEwidrv3JpqgrQAhWBthQKHXfOCmEQ AUICSgC&biw=1366&bih
=613#imgrc=Eh37TrO9%_IWwHM%3A

4.1. Hiicre izolasyonu ve DNA Ekstraksiyonu

Bu ¢alismada DNA ekstraksiyonu amaciyla Qiagen DNeasy Blood & Tissue Kiti Ile
yapilan DNA ekstraksiyon protokolii uygulanmistir. Her 6rnekten 50 uL. DNA elde edilmistir.
Pozitif kontrol amaciyla rastgele secilmis 6rnegin (Genbank no: AF106899 ) kore haplotine ait
oldugu tespit edilmistir. V. destructor kore haplotipi sekans sonucu tablo 16’de verilmistir.
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4.2. Optimizasyonda Optimal Kosullarin Olusturulmasi ve Degerlendirilmesi

Optimizasyonda optimal kosullarin olusturulmasinda MgCl, 3 mM ile 4 mM, dNTP 0,5
mM ile 1 mM, DNA 16 ng ile 30 ng, Taq DNA polimeraz 1,25 tinite ile 2,5 tinite ve primerler
1,5 plile 3 pl arasinda degisen miktarlardaki kullanimlar Resim 1°de verilmistir.

Bu sonuglara gére 3 mM MgClI;, 1,25 iinite Taq DNA polimeraz, 1 mM dNTP, ve 16 ng
DNA optimal degerler olarak saptanmustir.

Annealing siiresinin optimal degerinin tespiti i¢in 40 °C 1.30 dk ve 50 °C 1.30 dk, 72
°C 1.30 dk, son uzama asamasinda ise 65 °C 10 dk ile 72 °C 10 dk arasinda komplementer
olusumu igin 70 °C’de 1.30 dk ve 72 °C’de 1.30 dk 1s1ya tabi tutulmustur (Resim 1).

Optimal deger olarak; 50 °C’de 1.30 dk, 72 °C 1.30 dk, son uzama asamasinda 72°C’de
10 dk’da, komplementer olusumu i¢in 72 °C’de 1.30 dk saptanmustir.

4.3. Genetik Iligkinin Degerlendirilmesi

Farkli primer ve farkli yontemler kullanilarak elde edilen genomik DNA amplifikasyonlari
Resim 2-6’da verilmistir.

Resim 2’de (ADA 01) (Forward 5-TACAAAGAGGGAAGAAGCAGCC-3' ve Reverse
5'-GCCCCTATTCTTAATACATAGTGAAAATG-3" sekansa sahip primer kullanilmis ve
incelenen 200 ornekte V. destructor Cox1l gen bulgular1 igin 376 bp biiyiikligiinde band
amplifiye edilmistir. Amplifiye edilen 376 bp biiyikligiindeki band V. destructor igin spesifiktir.

Resim 3’te Sacl restriksiyon enzimi kullanilarak elde edilen genomik DNA
amplifikasyonunda 376 bp biiyiikligiindeki amplifiye band tiire spesifik olup V. destructor kore
haplotipini olugturmaktadir.

Resim 4’de (ADA 02) COXF
[5°’GG(A/G)GG(A/T)GA(C/T)CC(A/T)ATT(C/T)T(A/T) TATCAAC3’] ve COXRa
[5’GG(A/T)GACCTGT(A/TA(A/T) AATAGCAAATAC3’] sekansa sahip primer kullanilmis ve
incelenen 200 ornekte V. destructor Cox1l gen bulgulari i¢cin 570 bp biiylikliigiinde band
amplifiye edilmistir. Amplifiye edilen 570 bp biiyiikliigiindeki bend V. destructor igin spesifiktir.

Resim 5, Resim 6’da Sacl ve Xhol restriksiyon enzimleri kullanilmistir, ancak amplifiye
genomik DNA’y1 sadece Xhol restriksiyon enzimi kesmistir. Sacl restriksiyon enzimi

kesmemistir.  Xhol restriksiyon enzimi kullanilarak elde edilen genomik DNA
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amplifikasyonunda 270 ve 300 bp biiyiikliigiinde iki band elde edilmistir. Elde edilen bandlar V.
destructor kore haplotipi i¢in spesifiktir.

Bu sonuglara gore V. destructor’un genetik karakterizsayonuna yonelik yapilan ¢alismada
elde edilen band sayilar1 ve biiyiikliikleri dikkate alindiginda; incelenen 200 6rnegin tamaminin
V. destructor kore haplotipi oldugu ve drnkelerin higcbirinde japon haplotipinin saptanmadigi

goriilmiistiir. Aydin bolgesindeki V. destructor’un haplotip dagilimi tablo 15°de verilmistir.

Tablo 15. Aydin Bolgesindeki Varroa destructor Haplotip Dagilimi

Bolge Numune sayis1 | Kore haplotip | Japon haplotip
1 Kusadasi 20 20 0
2 Karpuzlu 10 10 0
3 Cine 10 10 0
4 Bozdogan 10 10 0
5 Karacasu 5 5 0
6 Pasayaylasi 10 10 0
7 Merkez 5 5 0
8 Soke 20 20 0
9 Didim 5 5 0
10 Nazilli 20 20 0
11 Sultanhisar 20 20 0
12 Kuyucak 10 10 0
13 Buharkent 10 10 0
14 Incirliova 15 15 0
15 Germencik 10 10 0
16 | Kosk 10 10 0
17 Yeni Pazar 10 10 0
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Tablo 16. Varroa destructor kore haplotipi sekans sonucu

VAD-VadF (313)

VAD-VadR (325)

Varroa destructor (458)

Varroa

Varroa

Varroa

Varroa

Varroa

Varroa

Varroa

Varroa

Varroa

Varroa

VAD-VadF
VAD-VadR
destructor
Consensus

VAD-VadF
VAD-VadR
destructor
Consensus

VAD-VadF
VAD-VadR
destructor
Consensus

VAD-VadF
VAD-VadR
destructor
Consensus

VAD-VadF
VAD-VadR
destructor
Consensus

VAD-VadF
VAD-VadR
destructor
Consensus

VAD-VadF
VAD-VadR
destructor
Consensus

VAD-VadF
VAD-VadR
destructor
Consensus

VAD-VadF
VAD-VadR
destructor
Consensus

VAD-VadF
VAD-VadR
destructor
Consensus

(1)
(1)

(1)
(1)
(51)
(51)

(1)
(21)
(101)
(101)

(7)
(71)
(151)
(151)

(57)
(121)
(201)
(201)

(107)
(171)
(251)
(251)

(157)
(221)
(301)
(301)

(207)
(271)
(351)
(351)

(257)
(321)
(401)
(401)

(307)
(326)
(451)
(451)

ATTTATTTTGATTTTTTGGACACCCAGAAGTTTATATTTTAATTTTGCCT

51 100
—————————————————————————————— TTACAAAGAGGGAAGAAGCA
GGTTTTGGTATTATTTCTCATGTAATTTGTATACAAAGAGGGAAGAAGCA

TACAAAGAGGGAAGAAGCA
101 150
———————————————————————————————————————————— GTATTT

GCCTTTTGGAAATTTAGGGATAATTTACGCTATAATAACTATCGGTATTT
GCCTTTTGGAAATTTAGGGATAATTTACGCTATAATAACTATCGGTATTT
GCCTTTTGGAAATTTAGGGATAATTTACGCTATAATAACTATCGGTATTT
151 200
TAGGTTTTATTGTATGGGCTCATCATATATTTACAGTAGGAATAGATATT
TAGGTTTTATTGTATGGGCTCATCATATATTTACAGTAGGAATAGATATT
TAGGTTTTATTGTATGGGCTCATCATATATTTACAGTAGGAATAGATATT
TAGGTTTTATTGTATGGGCTCATCATATATTTACAGTAGGAATAGATATT
201 250
GATACTCGAGCATATTTTACTGCAGCTACAATAATTATTGCGGTTCCTAC
GATACTCGAGCATATTTTACTGCAGCTACAATAATTATTGCGGTTCCTAC
GATACTCGAGCATATTTTACTGCAGCTACAATAATTATTGCGGTTCCTAC
GATACTCGAGCATATTTTACTGCAGCTACAATAATTATTGCGGTTCCTAC
251 300
TGGTATTAAAATTTTTTCTTGATTAGCAACAATTCATGGTTCTATAGTTA
TGGTATTAAAATTTTTTCTTGATTAGCAACAATTCATGGTTCTATAGTTA
TGGTATTAAAATTTTTTCTTGATTAGCAACAATTCATGGTTCTATAGTTA
TGGTATTAAAATTTTTTCTTGATTAGCAACAATTCATGGTTCTATAGTTA
301 350
AATTAGATGTCCCGATAATTTGATCTTTAGGTTTTATTTTTTTATTTACT
AATTAGATGTCCCGATAATTTGATCTTTAGGTTTTATTTTTTTATTTACT
AATTAGATGTCCCGATAATTTGATCTTTAGGTTTTATTTTTTTATTTACT
AATTAGATGTCCCGATAATTTGATCTTTAGGTTTTATTTTTTTATTTACT
351 400
TTAGGGGGTATTACTGGTGTAATTTTAGCTAATTCTTCTATTGATATTGT
TTAGGGGGTATTACTGGTGTAATTTTAGCTAATTCTTCTATTGATATTGT
TTAGGGGGTATTACTGGTGTAATTTTAGCTAATTCTTCTATTGATATTGT
TTAGGGGGTATTACTGGTGTAATTTTAGCTAATTCTTCTATTGATATTGT
401 450
TTTACATGATACTTATTATGTAGTAGCACATTTTCACTATGTATTAAGAA

TTTACATGATACTTATTATGTAGTAGCACATTTTCACTATGTATTAAGAA
TTTACATGATACTTATTATGTAGTAGCACATTTTCACTATGTATTAAGAA
451
TAGGGGC-

TAGGGGCT
TAGGGG
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3000 bp &

1500 bp &

1000 bp €
900 b

300 bp &
200 bp €

100 bp &

Resim 1. Optimizasyonda Optimal Kosullarin Olusturulmasi ve Degerlendirilmesi M: Marker,
N: Negatif Kontrol, P: pozitif kontrol, a: MgCl, 4 mM, b: MgCl, 3 mM, c: dNTP 0,5 mM, d:
dNTP 1 mM, e: 30 ng DNA, f: 16 ng DNA, g: 2,5 iinite Taq DNA polimeraz, h: Taqg DNA
polimeraz 1,25 iinite, i: Annealing 40 °C 1.30 dk, j: Annealing 50 °C 1.30 dk, k: uzama asamast
70 °C’de 1.30 dk, 1: uzama asamas1 72 °C’de 1.30 dk.
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300 bp
200 bp

100 bp

Resim 2. Varroa destructor Cox1 gen amplifikasyonu

Resim 3. Sacl restiriksiyon enzimi kullanilarak elde edilen amplifiye band biiyiikliikleri
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3000 bp

1500 bp

1000 bp <!

3000 bp

1500 bp

1000 bp
900 bp
800 bp
700 bp
600 bp

500 bp L e e o e D W W e
400 bp

300 bp

200 bp

100 bp

Resim 4. Varroa destructor Cox1 gen amplifikasyonu

900 b

800 bp ‘(:
700 bp <—|
600 bp «—
500 bp <

Resim 5. Xhol ve Sacl Restiriksiyon enzimleri kullanilarak elde edilen amplifiye band

biiyiikliikleri
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700 h{;

500 bp
400 bp
300 bp
200 bp

100 bp

Resim 6. Xhol ve Sacl Restiriksiyon enzimleri kullanilarak elde edilen amplifiye band
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4.  TARTISMA

Diinyada ve iilkemizde bal arilarinin en énemli zararlisi olan Varroa, ergin ve yavru bal
arillarina saldiran, onlarin hemolenfi ile beslenen bir parazit olarak bilinmektedir. Parazitin
kendi zararimin yaninda bir¢cok virlise vektorlik yapmasi ve sekonder bakteriyel
enfeksiyonlara ortam hazirlamasi nedeniyle Varroa bulunan kolonilerde kayiplar iist diizeye
cikmakta ve ciddi dlgiide ariciliga zarar vermektedir. Aricilik alaninda yiiksek diizeyde ilag
kullanim1 ve bunun sonucunda balda kalinti olusmasina sebep olmaktadir. Bugiin Varroosis
enfestasyonlar1 Diinya’da ilaca en fazla para ayrilan (yillik 3.5 milyar US$) enfestasyonlarin
en basinda yer almaktadir (Aydin, 2013).

Bugiin iilkemizde 7 milyon civarinda ar1 kolonisi bulunmaktadir. Yilda tek ilaglama bile
yapilsa kovan basi maliyet 5 TL civaridir. Yaklasik 16-25 milyon dolar civari bir ilag masrafi
olusur ki buna bal ve koloni kayiplarini da eklersek kayip katlanarak artacaktir (Aydin, 2013).

Varroa destructor tiim diinyada hizli bir sekilde yayilan arilarin bir parazitidir.
Koloniler ve siiriiler arasinda iscilerin ve erkek arilarin siiriiklenmesi gibi bazi bal arisi
biyolojik 6zelliklerinin yanisira, bolgede haraketler, gog, tozlasma alanlar1 ve meyve bahgeleri
icin koloninin yerdegistirmesi ve canli arilarin ticarette kullanilmasi gibi insan kaynakl
durumlar parazitin hizli yayilmasinda en 6nemli rolii oynar.

Apis mellifera’da Varroa destructor 'un Kore ve Japon olmak iizere iki haplotipe sahip
oldugu bildiriliyordu (Anderson ve Trueman, 2000). Ancak son son yapilan c¢alismalarda
Serbia 1 ve Peshter 1 haplotipine sahip olduguda bildirilmistir (Gajic ve ark, 2013). Apis
cerana’da ise Varroa destructor’un Kore, Japon, Vietnam, Cin ve Laos haplotipine sahip
oldugu bildirilmistir (Navajas ve ark, 2010, Beaurepaire ve ark, 2015).

Japon haplotipi, ilk olarak gecen yiizyilda Japonya’da A. cerena’dan A. mellifera’ya
gectigi tespit edilmistir (Sakai ve Okada, 1973). 1970’li yillarda bu haplotip A. mellifera
tizerinde Tayland ve Brezilya’ya dagilmistir (De Jong and Gongalves, 1981; Anderson ve
Trueman, 2000) ve sonra kuzey Amerika’ya dagilim gostermistir (de Guzman ve ark., 1999).
Avrupa’ya ise 1960’11 yillarda A. mellifera’ {izerinde gegmistir (Crane, 1978).

Varroa destructor’'un hangi haplotipe sahip oldugunu tespit etmek i¢in diinyanin birgok
kisminda (Akinwande ve ark, 2012; Beaurepaire ve ark, 2015; Chemurot ve ark, 2016; Gajic
ve ark, 2013; Maggi ve ark, 2012; Munoz ve ark, 2008; Navajas ve ark, 2010; Solignac ve

ark, 2005; Strapazzon ve ark, 2009) ¢alismalar yapilmuistir.
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Akinwande ve ark (2012) Nijerya’nin giineybatisindaki Osun, Ogun ve Lagos
sehirlerinde 14 kovan Apis mellifera tizerinde yaptiklar1 ¢aligmada toplam 42 koloni incelemis
ve PCR-Restriksiyon enzim analizini kullanmiglardir. Calisma sonunda Varroa destructor’un
Kore haplotipi oldugunu tespit etmislerdir.

Beaurepaire ve ark (2015) Apis mellifera tizerinde yaptiklar1 ¢alismada Filipinlerin Los
Banos sehri, Kore’nin Lipa, Dien Bien ve Son La sehirlerinde A. mellifera kolonilerinden 263
A. cerana kolonilerinden 109 olmak {izere toplam 372 6rnek incelemislerdir. Lipa, Dien Bien
ve Son La sehirlerindeki Apis mellifera’lardan elde edilen V. destructor’larin Kore haplotipi,
Los Banos sehrinden Apis cerana’lardan elde edilen V. destructor’larin Japon haplotipi, Dien
Bien ve Son La sehirlerinde Vietnam haplotipi, Cat Ba sehrinde ise Cin haplotipi tespit
etmislerdir.

Chemurot ve ark (2016) Uganda’da Aralik 2014 ile Subat 2015 tarihleri arasinda 170
Bal aris1 kolonisi ve Temmuz 2015 ile Eyliil 2015 tarihleri arasinda 195 Bal aris1 kolonisi
inceleyerek V. destructor’un haplotipini belirlemislerdir. RNA ekstraksiyonu i¢in QIAamp
viral RNA kit protokoliinii uygulamiglardir. Caligmanin sonunda sekans sonuglari
Genbank’taki haplotipler ile karsilastirilmis ve incelenen 9 6rnegin tamaminin % 100 giiney
kore haplotipi oldugunu saptanmiglardir.

Gajic ve ark (2013) Apis mellifera’da Sirbistan’in Palic, Belgrad, Vrbica, Bor, Zajecar,
Boljevac, Zlatibor, Suvi Do ve Saprance gibi 9 farkli cografik bolgesinden toplam 45 adet V.
destructor toplayip incelemislerdir. Calisma sonucuna gore; Palic 6, Belgrad 4, Vrbica 2, Bor
1, Zajecar 1, Boljevac 3, Zlatibor 2, Suvi Do 4 ve Saprance’dan 3 kore haplotipi bulmuslardr.
Ayrica Belgrad 6, Vrbica 1, Boljevac 3, Zlatibor 4 ve Saprance’dan 3 yeni Serbia 1 haplotipi
ile Suvi Do’danda 2 yeni Peshter 1 haplotipi bulmusdur.

Maggi ve ark (2012) Arjantin’in Entre Rios, Buenos Aires, Corrientes, Rio Negro,
Santa
Cruz, Neuquen bolgelerinden Ocak 2006 ile Aralik 2009 tarihleri arasinda her kovanliktan 5
A. mellifera kolonisi’nden 100 adet V. destructor incelemisler ve incelenen 6rneklerde japon
haplotipine rastlamamis, % 98 kore haplotipine benzerlik gosterdigini tespit etmistir.

Solignac ve ark (2005) Fransa (Avignon 92, Alsace 13, Cevennes 12, Ardieche 8,
Charente 11, Orne 10, Sarthe 12 ), Polonya (Varsovie 8), Ingiltere (Sheffield 13), Iskogya
(Lockkerbia 7), Cezayir 12, Afrika (Pretoria 10), Sili A (Valdivial 9), Sili B (Valdivia2 9),
Sili C (Valdivia3 16), Sili D (La Unionl 13), Sili E (La Union2 12), Sili F (Futronol 14), Sili

G (Futrono2 13), Sili H (Futrono3 14), Sili I (Santiagol 12), Sili J Santiago2 23), Arjantin A
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6, Arjantin B 7, Fransiz Guyana (Sinnamary 10), Meksika (Meksika A 12, Meksika B 13,
Meksika C 13, Amerika Birlesik Devletleri (Pensilvanya 6, Michignan 15, Boulder Creek CA
11), Yeni Zellanda (Auckland 6), Israil (Bet Degan 12), Filipinler (Bico, Luzon 9, Cebu City
8), Cin (Beijing 20), Tayvan (Taichung 12), Japonya (Yatsushiro 21, Machida 22, Noda 7,
Yokohama 1, Tokyo 6), Nepal (Kathmandu 5) olmak iizere 17 farkli bolgeden 45
populasyondan toplam 565 V. destructor iizerinde ¢alisma yapmuslardir. Haplotipini
belirlemek i¢in mtDNA kesmede Sacl restriksiyon enzimi kullanmiglardir. Sacl restriksiyon
enzimi ile kesim yapildiginda 128/124 ve 252/256 bp biiyiikliigiinde iki fragment elde edilirse
japon haplotipi, tek (sindirilmemis) fragment elde edilirse kore haplotipi igin spesifik
oldugunu bildirmislerdir. Daha sonra 12 farkli bélgeden V. destructor ve V. jacobsoni PCR
iriinleri BigDye Terminator metod (Perkin Elmer, Foster City, CA, USA)’u kullanilarak ABI
PRISM 377 automated DNA sequencer (Applied Biosystems Inc.)’da iki yonlii
sekanslanmiglardir. Sekans sonuglarma gére 12 6rnekten 10’u kore haplotipi 2’si japon
haplotipi, toplam 565 V. destructor’un 510°u kore haplotipi olarak bildirmislerdir. Strapazzon
ve ark (2009) Santa Catarina eyaletindeki Blumenau, Joinville, Sdo Joaquim, Mafra ve
Cagador sehirlerinden toplanan 6rnekler Fernando de Noronha ve Pernambuco eyaletinden
toplanan orneklerle karsilastirmiglardir. Kore ve Japon haplotiplerinin ayrimi igin Xhol ve
Sacl restriksiyon enzimleri kullanmiglardir. PCR iriinlerinin tamami Xhol restriksiyon
enzimiyle kesilmistir. 270 ve 300 bp biiyiikliigiinde ¢ift band elde edilmistir. Fakat Sacl
restriksiyon enzimi Santa Catarina’dan toplanan 160 6rnegi kesmedigi i¢in kore haplotipi
oldugu, Fernando de Noronha’dan toplanan 30 o6rnek Sacl restriksiyon enzimi tarafindan
kesilip 230-340 bp biyiikliigiinde ¢it band elde edildigi i¢in japon haplotipi oldugunu
bildirmislerdir.

Munoz ve ark (2008) 2001°de Apis mellifera iberiensis kolonilerinden Ispanyanin
Guadalajara sehrinden 10, 2006 ile 2007 tarihleri arasinda portekizden 2 Grnegi igeren tiim
Iberian yarim adasindan, Balearik adasindan 14, Kanarya adlarinda bulunan El Hierro’dan 2
ornek olmak iizere 565, toplam 575 V. destructor incelemislerdir. Sonuglara gére 2001 yilinda
Ispanyanin Guadalajara sehrinde toplanan 10 &rnekten 9’unun kore haplotipi 1’inin japon
haplotipi oldugu, 2006-2007 yillar1 arasinda Portekiz, Balearik ve Kanarya Xhol ve Sacl
adalarindan toplanan 565 6rnegin tamaminin kore haplotipi oldugunu bildirmislerdir.

Navajas ve ark (2010) Apis cerana’da Cin’in; Yunnan bdlgesindeki (Kunming
sehrinden 2002’de 1, Dayao Co sehrinden 2002°de 1, Xishuanbanna sehrinden 2002’de 1),

Guangdong bolgesindeki (Zhuhai sehrinden 2001°de 1, Zhongshan sehrinden 2002’de 1),
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Jiangxi bolgesindeki (Nanchang sehrinden 2004’de 5), Hunan bdlgesinden 2004’de 1,
Japonyanin; Tokyo sehrindeki Tamagawa Universitesinden 1994’de 1, Machida sehrinden
1998°de 1, Shikoku sehrinden 1996°de 1, Taylandin; Bang Changtay sehrinden 2003’de 1,
Chiang Mai schrinden 2003’de 2, Vietnamin; Hanoi sehrinden 1996°da 1 V.destructor
kolonisi ayrica Taylandin; Bang Changtay sehrinden 2003’de 1, Chiang Mai sehrinden
2003’de 2 V. jacobsoni kolonisi incelenmistir. A. mellifera’da Cin’in; Yunnan bolgesindeki
(Xishuanbanna sehrinden 2002’de 1), Jiangxi bolgesindeki Nanchang sehrinden 2004’de 3,
Japonyanin; Tokyo sehrinden 1996’da 1, Tokyo sehrinden 2000°de 1, Korenin; Seoul
sehrinden 1996°da 1, Rusyanin Vladivostok sehrinden 1995°’de 1, Tayvanin; Taichung(3)
sehrinden 2002’de 1, Taylandin; Chiang Mai sehrinden 1997°de 1, Vietnamin Hanoi
sehrinden 1996°’da 1 koloni incelemislerdir. Buna gére A. cerana’da; V. destructor’un
Kunming, Dayao Co, Zhuhai, Zhongshan, sehirlerinde Cin haplotipi. Xishuanbanna, Bang
Changtay, Chiang Mai ve Hanoi sehirlerinde Vietnam haplotipi. Nanchang ve Hunan
sehirlerinde Kore haplotipi. Tokyo, Machida ve Shikoku sehirlerinde Japon haplotipi. V.
Jacobsoni’de Bang Changtay ve Chiang Mai sehirlerinde Laos haplotipi. A. mellifera’da; V.
destructor’un Xishuanbanna, Nanchang, Tokyo (2000’de), Seoul, Vladivostok ve Hanoi
Sehirlerinde Kore haplotipi. Tokyo (1996’da), Taichung ve Chiang Mai schirlerinde Japon
haplotipi tespit etmiglerdir.

Warrit ve ark (2004), Tirkiyenin 8 bolgesinden 10 koloni toplam 50 V. destructor
incelemislerdir. Karadeniz; Eregli’den 4, Kastamonu-inebolu’dan 7, Sinop-Erfelek’ten 3,
Samsun-Bafra’dan 10, Ordu-Yokusdibi 2, Giimiishane-Kurtun’dan birinci koloniden 2, ikinci
koloniden 2, Bayburt 6, Rize-Anzer birinci koloniden 6, ikinci koloniden 4 6rnek
toplamiglardir. Sekanslanan 18 6rnek Anderson & Trueman, 2000; Genbank accession
number:AF106899) ile karsilastiriimistir. Incelenen tiim &rnekler’in Kore haplotipi oldugu
bildirmislerdir.

Yaptigimiz bu ¢alismada ise, Varroa destructor 'un hangi haplotipe ait oldugunu tespit
etmek amaciyla Kusadasi 20, Karpuzlu’dan 10, Cine’den 10, Bozdogan’dan 10, Karacasu’dan
5, Pasayaylasi’ndan 10, Merkez’den 5, Soke’den 20, Didim’den 5, Nazilli’den 20,
Sultanhisar’dan 20, Kuyucak’tan 10, Buharkent’ten 10, Incirliova’dan 15, Germencik’ten 10,
Kosk’ten 10, Yeni Pazar’dan 10. Toplam 200 6rnek toplanarak incelenmistir.

Bu say1 benzer ¢alismalarda (Chemurot ve ark, 2016; Gajic ve ark, 2013) bildirilen

veriler uyum igerisindedir.
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DNA ekstraksiyonu amaciyla Qiagen DNeasy Blood & Tissue Kit protokolii
uygulanmistir. V. destructor’un Cox1 gen bolgesi Strapazzon ve ark (2009), Solignac ve ark
(2005)’e gore incelenmistir. Solignac ve ark (2005) Cox1l gen bdlgesini incelemek i¢in
Forward 5'-TACAAAGAGGGAAGAAGCAGCC-3' Reverse 5'-GCCCCTATT
CTTAATACATAGTGAAAATG-3" primeri ve Sacl restriksiyon enzimi kullanimistir
(Solignac ve ark, 2005). Strapazzon ve ark (2009) Cox1 gen bolgesini incelemek i¢cin COXF
5-GG(A/G)GG(A/T)GA(CIT)CC(AIT)ATT(C/IT)T(AIT)TATCAAC-3' Forward ve COXRa
5-GG(A/T)GACCTGT(A/TA(AIT) AATAGCAAATAC-3" Reverse primeriyle beraber Xhol
ve Sacl restriksiyon enzimleri kullanilmigtir (Strappazzon ve ark. 2009).

Solignac ve ark (2005) optimizasyonda; 25 ul’lik reaksiyonda; 2,5 puL 10X Taq
polymerase Qiagen buffer, 1 iinite Tagq polymerase, 0,25 mM dNTP, 0,5 uM primer, 5 uL Q
soliisyonu, 2,5 mM MgCl, ve 2 uLL DNA. Strappazzon ve ark (2009) ise optimizasyonda; 12,2
uL distile deiyonize su, 1,8 uL PCR buffer, 1,8 uL 2 mM dNTPs, 0,55 ul 50 mM MgCl,, 0,55
pL 20 mM Forward ve Reverse primer 2,5 {inite Tag DNA polymerase, 2-10 uL. DNA
kullanilmasini tavsiye etmislerdir. Ancak optimizasyonda optimal kosullarin olusturulmasinda
MgCl, 3 mM ile 4 mM, dNTP 0,5 mM ile 1 mM, DNA 16 ng ile 30 ng, Taq DNA polimeraz
1,25 inite ile 2,5 tnite ve primerler 1,5 pL ile 3 pL arasinda degisen miktarlarindaki
kullanimlar degerlendirilmis ve sonugta 3 mM MgCl;, 1,25 iinite Taq DNA polimeraz, 1 mM
dNTP, ve 16 ng DNA optimal degerler elde edilmistir.

Primerlerin 3’ yoniine dogru uzayarak (extention), tutunduklari tek zincir DNA’nin
karsiligi (komplementer) olusturmalart i¢in Solignac ve ark (2005) 72 °C’de 1.30 dk.
Strappazzon ve ark (2009) ise 64 °C’de 2 dk 6nermislerdir Ancak extensiyon siiresinin uzun
olmasi goélgelerin olusabilecegi diistincesini, 65 °C’de 1.30 dk ile 72 °C’de 1.30 dk arasinda
degisen sicaklik ve siire degisiklikleri denenmistir. Optimal kosul olarak literatiirde de
(Solignac ve ark, 2005) belirtildigi gibi 72 °C’de 1.30 dk da daha iyi bandlar elde edilmistir.

Ayni sekilde annealing siiresinin de degerlendirilmesinde Solignac ve ark (2005)
annealing siiresini 52 °C’de 1.30 dk Strappazzon ve ark (2009) ise annealing siiresini 42
°C’de 1 dk olarak bildirmislerdir. Calismamizda ise annealing siiresini optimal 40 °C 1.30 dk
ile 50 °C 1.30 dk arasinda degisken degerlendirmeler yapilmis ancak en iyi sonug¢ 50 °C’de
1.30 dk optimal deger olarak saptanmustir.

Tiirkiye’de V. destructor’un haplotipinin belirlenmesine yonelik yapilan bu ¢alismada;

200 o6rnek daha once bildirilen tekniklerle DNA ekstraksiyonu, mitokondriyal Cox1 geninin
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incelenmesine yonelik amplifikasyon teknikleri ve farkli iki enzim kullanilarak genetik iliski
degerlendirilmistir.

Sonug¢ olarak; 200 Ornegin tamaminin Xhol restriksiyon enzimi ile DNA
amplifikasyonunda 270 ve 300 bp biiyiikliigiinde bandlar elde edilmis, aym1 6rneklere Sacl
restriksiyon enzimi uygulanmis ancak bu enzimin 6rneklerin higbirini kesmedigi goriilmiistiir.
Gerek 270 ve 300 bp’lik bandlarin elde edilisi gerekse Xhol restriksiyon enziminin kesmesi
literatiirlerde(Solignac ve ark, 2005; Strappazzon ve ark, 2009; Munoz, 2008) bildirildigi gibi
V. destructor haplotipi i¢in spesifiktir.

Yatigimiz bu calisma ile Tirkiye’nin Aydin bdlgesinde V. destructor’un Kore
haplotipine rastlanilmistir. Bu gegis, bu haplotipi tasiyan A. melllifera bal arilarinin
taginmastyla gergeklesmis olabilir. Bu calismada Tiirkiye’nin Aydin ili bolgesinde Japon
haplotipine rastlanmadi. Bu da gosteriyor ki, V. destructor Japon haplotip tasiyan A. mellifera
Aydin’a dagilmamis olabilir. Tiirkiye’'nin diger bolgelerindeki haplotipleri belirlemek icin

daha fazla ¢aligma yapilmalidir.
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SONUCLAR VE ONERILER

Bu calismada Varroa destructor’un genetik karakterizasyonu incelenmistir. Aydin
bolgesindeki aricilik yoniinden zengin Bozdogan, Buharkent, Cine, Didim, Merkez,
Germencik, Incirliova, Karacasu, Karpuzlu, Kosk, Kusadasi, Kuyucak, Nazilli, Pasayaylasi,
Soke, Sultanhisar, Yenipazar aricilik isletmelerindeki kovanlardan 200 adet yetiskin disi
Varroa destructor Eyliil 2014 ile Eyliil 2015 tarihleri arasinda toplanmustir.

Genetik karakterizasyonun belirlenmesi i¢in farkli iki teknik modifiye edilerek
uygulanmistir. Ayrica farkli iki sekansa sahip primer Sacl restriksiyon enzimi ve Xhol
restriksiyon enzimleri kullanilarak teshis degerlendirmeleri yapilmistir.

Sonucta elde edilen 200 amplifiye DNA Orneginin gerek (ADA 01) Forward 5'-
TACAAAGAGGGAAGAAGCAGCC-3’ ve Reverse 5'-
GCCCCTATTCTTAATACATAGTGAAAATG-3’ gerekse (ADA 02)
[5’GG(A/G)GG(A/T)GA(C/T)CC(A/T)ATT(C/T)T(A/T) TATCAAC3’] COXF ve
[5’GG(A/T)GACCTGT(A/TA(A/T) AATAGCAAATAC3’] COXRa primeri uygulanmis
orneklerin higbirinin Sacl restriksiyon enzimi ile kesilmedigi, Xhol restriksiyon enzimi
uygulanan ADA 02) [5’GG(A/G)GG(A/T)GA(C/T)CC(A/T)ATT(C/T)T(A/T)TATCAAC3’]
COXF ve [5’GG(A/T)GACCTGT(A/TA(A/T)AATAGCAAATAC3’] COXRa primeri ile
elde edilen amplifiye riinleri kestigi ve sonugta V. destructor kore haplotipi i¢in spesifik
bandlar olusturdugu saptanmastir.

Bu ve benzeri molekiiler c¢alismalar paraziter etkenlerin izolasyonu; teshisi ve
etkenlere yonelik korunma stratejilerinin olusturulmasinda 6nem arz etmektedir. Bu ¢alisma
ile elde edilen sonuglar ileri donemde yapilacak ¢aligmalara zemin olusturmasi agisindan da

onemli oldugu diisiiniilmektedir.
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