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Yiiksek Lisans Tezi

OZET

ARILARDAKI PROTOZOON PARAZITLERININ BELIRLENMESINDE
MOLEKULER TEKNIKLERIN OPTiMiZASYONU

Hande BAYRAKTAR

Karadeniz Teknik Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dal1

Danisman: Dog. Dr. Ismail DEMIR
2011, 63 Sayfa

Son yillarda ekosistem biitiinligii ve gida giivencesi agisindan pollinatorlerin 6nemi siirekli
artmaktadir. Bu Onemlerine karsilik, cesitli parazit ve patojenlerin etkisiyle polinatorler giic
kaybina ugramakta ve sayilar1 her gegen giin azalmaktadir. Polinatdrlerdeki bu parazitlerin hizli ve
kesin bir sekilde tespit edilmesi amaciyla yapilan bu ¢alismada, molekiiler olarak tanimlanan
(Meeus vd., 2010) iki 6énemli yaban arisi1 paraziti olan Crithidia bombi ve Apicystis bombi’nin
tespiti icin molekiiler yontemler gelistirildi. Cytb, GAPDH ve ITS genleri igin primerler dizayn
edildi.  Crithidia  bombi  i¢cin  Cytb-Leis (5-GGTGTAGGTTTTAGTTTAGG-3/5'-
CTACAATAAACAAATCATAATATATATACAATT-3Y) ve GAPDH-741 (5
CCGAGTACTTCGCGTACCAG-3'/5-CGAGGATGCCCTTCATGT-3") primerlerin  gecerliligi
bagka ar1 tiirlerinde test edildi ve %75 duyarliliga sahip oldugu hesaplandi. Apicystis bombi i¢in
18SFa/28R1100a (TTACGTCCCTGCCCTTTGTA- TCGGAGGGAACCAGCTACTA) primer
ciftinin gegerliligi kabul edildi ve %90 duyarliliga sahip oldugu hesaplandi. Sonraki ¢alismalar beli
bir cografik bolgede belli bir tiiriin genetik orijini ortaya g¢ikarabilir ve bu parazitin yerel veya
yaban arilarin ticari tasinmasindan dolay1 meydana gelen patojen dagilimindan olup olmadigini
kanitlayabilir.

Ayrica, soliter arilarda bir protozoon parazit arastirmasinda Osmia cornuta’y: enfekte eden
yeni bir tripanosom bulundu. Muhtemelen soliter arilar, Apicystis bombi parazitini bir ara¢ olarak
kullanmaktadir.

Anahtar Kelimeler: Osmia cornuta, Crithidia bombi, Apicystis bombi
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Master Thesis

SUMMARY

OPTIMIZATION OF MOLECULAR TOOLS FOR THE DETECTING OF
PROTOZOAN PARASITES IN BEES

Hande BAYRAKTAR

Karadeniz Technical University
The Graduate School of Natural and Applied Sciences
Biology Graduate Program
Supervisor: Assoc. Prof. Ismail DEMIR
2011, 63 Pages

The importance of pollinators for ecosystem integrity and food security has been repeatedly
increased in recent years. In response to this importance, pollinators decrease numbers with effect
of different parasites and pathogens day by day. With the object of fast and crisply detecting of this
parasites in pollinators, molecular tools were developed for detecting two important bumblebee
parasites Crithidia bombi and Apicytis bombi, which were recently molecularly identified (Meeus
vd., 2010). Primers were designed for Cytb, GAPDH, ITS which enable us in the genome of A.
bombi and C. bombi. For C.bombi, validation of this primers Cytb-Leis (5-
GGTGTAGGTTTTAGTTTAGG-3/5-CTACAATAAACAAATCATAATATATATACAATT-3)
and GAPDH-741 (5'-CCGAGTACTTCGCGTACCAG-3/5'-CGAGGATGCCCTTCATGT-3")
were tested and calculated 75% sensitivity. For A.bombi, validation of 18SFa/28R1100a (5'-
TTACGTCCCTGCCCTTTGTA-3/5-TCGGAGGGAACCAGCTACTA-3) was accepted and
calculated 90% sensitivity. Later studies can derive the genetic origin of a certain species in a
certain geographic region and prove if this parasite was native or recently spilled over because of
commercial transport of bumblebees.

Also, an exploratory survey of protozoan parasites in solitary bees revealed a new
trypanosome infecting Osmia cornuta and probably that solitary bees could function as a reservoir

species for Apicystis bombi.

Key Words: Osmia cornuta, Crithidia bombi, Apicystis bombi
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1. GENEL BIiLGILER

1.1. Giris

Cigekli bitkilerde tohum ve meyve olusmasi igin ¢igegin anterlerinde meydana gelen
polenlerin herhangi bir yolla disi organ iizerine taginmasi gerekmektedir. Bu olaya
tozlagsma adi verilir. Tozlasma meyve olusumu i¢in ilk ve onemli bir asamadir (Giirel,
1997). Bitki kendi poleni ile tohum ve meyve bagliyorsa kendine déller, kendi poleni ile
dollenmeyi engelleyecek mekanizmalara sahip ise kendine kisirdir. Baz1 bitki tiirleri ise
poleni yine ayni tiirden fakat, farkli bir bireyden alarak tohum ve meyve olusturur. Buna
yabanci tozlasma adi verilir. Kendine doller bitkilerde bile yabanci tozlasma oldugunda
daha kaliteli ve fazla iirlin elde edilmektedir. Bitkilerde tozlagma degisik yollarla meydana
gelir. Bunun biiyiik bir boliimii riizgar ve bocekler yardimiyla olmaktadir. Bocekler iginde
en ideal ve etkili tozlayici ise arilardir (Ozbek, 2002a).

Diinyada 25.000, tilkemizde 2000’e yakin tiirii bulunan arilar, yabanci déllenmeye
thtiyac duyan kiiltiir bitkileri ve yabani bitkilerde tozlasmay1 gerceklestirerek biiyiik yarar
saglamaktadir. Arilar i¢inde en dnemli tozlayicilar ise bal arilaridir. Bal arisi, bal mumu,
ar1 siitll, ar1 zehiri ve propolis iireterek bu degerli tiriinleri insanogluna sunarken, bunlardan
daha oOnemlisi yaban arilar1 ile birlikte kiiltiir bitkilerinde yabanci tozlagsmayi
gergeklestirerek, Uriiniin nicelik ve nitelik yoniinden {istiin olmasini saglamaktir. Bal aris1
cok 1iyi bir tozlayict olmakla birlikte, bir¢ok bitki tiirlinde etkili olamamaktadir. Bu
bitkilerde yaban arilar1 tozlama gorevini basarili bir sekilde yiiriitmektedir (Free, 1993;
Ozbek, 2002b).

Gerek dogada gerekse ortiialtinda yetistirilen bircok bitkinin tozlagsmasini saglayan
bombus arilarina karsi olan ilgi son yillarda giderek artmaktadir. Viicutlariin iri ve
renklerinin gdz alic1 olmasi nedeniyle dogada hemen herkesin ilgisini ¢eken bu arilar,
taksonomik olarak Hymenoptera (zar kanathilar) takimindan Apidae familyasinin
Bombinae alt familyasinda yer almaktadir (Ozbek, 1983). Yapilan ¢ok sayida taksonomik
calismayla diinyada bombus arilarina ait 239 tiir belirlenmistir. Bunlardan sadece birkag1
tropik bolgelerde yer almaktadir (Benton, 2000). Tozlasmadaki onemlerinden dolay1
bombus arilariyla ilgili ¢alismalara ¢ok Onceleri baglanmistir. Darwin 1859’da yazdig

‘Tirlerin Orijini’ adli kitabinda bu arilarin tozlagmadaki 6nemlerinden bahsetmistir.



Ortiialt1 yetistiricilikte bombus arilar1 uzun dilleri, iri viicutlari, yiiksek tarlacilik
kapasiteleri, yiiksek sicaklik ve 151k yogunlugunda calisabilmeleri ve sera disina daha az
¢ikma egilimi gostermeleri gibi 6zellikleriyle bal arilarna istiinliik saglar. Bu nedenle
Ortiialt1 yetistiricilikte bombus aris1 kullanimi bal arillarina gore daha yaygindir. Bombus
arilar icinde ticari yetistiriciligi en cok yapilan tiir ise Bombus terrestris’tir. Ortiialt:
yetistiricilikte tozlasma amaciyla yaygin olarak kullanilan bu tiiriin kitlesel iiretiminin
kolay olmas1 ve koloni populasyonunun kalabalik olmasi, diger bombus ar tiirlerine gore
onemli avantajlar saglamaktadir (Giirel ve Gosterit, 2001).

Yapilan c¢aligmalarla bombus aris1 kullaniminin bir¢ok bahge bitkisinin iiretiminde
biiyiik faydalar sagladigi kanitlanmistir (Fisher ve Pomeroy, 1989; Eijende, 1994; Giirel
vd 1998; Giirel vd., 1999a). Ortiialtinda en ¢ok yetistirilen ve erselik cicek yapisina sahip
domates, biber ve patlican gibi sebzeler biiyilk oranda kendine tozlanir. Ancak, sera
icindeki havanin oransal neminin yiiksek ve hava sirkiillasyonunun az olmasi nedeniyle
tozlasmada onemli sorunlar yasanmaktadir. Ozellikle &rtiialtinda yetistirilen ve polenin
stamenden ac¢iga c¢ikmasi zor olan domates bitkisinde tozlagsma icin yardima ihtiyag
duyulmaktadir. Bombus arist kullanilmadan oOnce yaygin olarak vibratdr ve benzeri
araglarla titresim yapilarak tozlasma saglanmaktaydi. Bu uygulamalara ek olarak 6zellikle
tilkemizde kis aylarinda ortlialtinda yetistirilen domateslerde déllenme sorununun ¢oziimi
i¢cin sektérde hormon olarak adlandirilan ve déllenmeden meyve olusumunu saglayan bitki
gelisimini diizenleyici (BGD) maddeler kullanilmaktadir (Giirel vd., 2001a). Verimi
artirmak amaciyla bilingsizce kullanilan bu maddelerin uygulanmasindaki yanlisliklar
verim ve Kkaliteyi olumsuz etkilemekte kof, memeli ve diisiikk kaliteli meyveler
olusmaktadir (Cetinkaya vd., 1996). Ayrica, hormon kullanilarak elde edilen {iriinlerin
pazarlanmasinda da hem i¢ hem de dis piyasada ciddi sorunlar yaganmaktadir. Bu nedenle
seralarda hormon uygulamasma alternatif olarak bombus aris1 kullanimi giderek
yayginlagsmaktadir.

Belirtilen tim bu uygulamalar maliyet olarak bombus ariSindan daha pahali
olmamasina ragmen, is giicii dikkate alindiginda maliyetleri bombus aris1 kullanimindan
dogan maliyetten daha fazla olabilmektedir. Ayrica, bombus arist kullanilarak {iretilen
tiriinlerde meyve baglama orani, meyve iriligi, meyvedeki tohum sayis1 ve tek tiplilik
artmakta, deforme meyve orani azalmakta ve daha kaliteli, lezzetli meyveler tiretilmektedir
(Fisher ve Pomeroy, 1989; Eijende, 1994; Giirel vd., 1998; Giirel vd., 1999a).



Ulkemizde bombus arilarma ait 40’a yakin tiir saptanmistir. Bombus terrestris tiirii
ozellikle Akdeniz ve Ege Bolgesinde yaygin olarak goriilmektedir. Bombus arilari tilkemiz
giindemine 1989-1992 yillar1 arasinda Ege Bolgesinden binlerce bombus ana arisi ve
yuvasinin dogadan toplatilarak yurt disina gotiiriilmesiyle girmistir. Akrabaligi 6nlemek,
kontrollii yetistiricilige gore daha ekonomik olmasi nedeniyle bazi yabancilar igin dogadan
ar1 toplamak gekici gelmistir. Bu uygulamayla Bombus terrestris dogal populasyonlarinin
azalacagi ve bu nedenle bir¢ok bitkide tozlasma yetersizligi ve verim kaybi olacagi
diisiiniilmiis ve Tarim ve Kdyisleri Bakanligi 10.07.1992 tarihinde aldig1 kararla bu arilarin
dogadan toplanmasini yasaklamistir (Giirel vd., 2001a).

Bombus arilarinin yurt digina ¢ikarilmasi yasaklandiktan sonra bu konu iilkemiz
tariminin glindeminden ¢ikmamistir. Tiirkiye Ortiialt1 yetistiriciliginin en yogun yapildigi
iilkelerden birisidir. Bu nedenle bombus arilarimin iilkemiz seracilik sektoriinde
kullanilabilirligi tartisilmaya baslanmis ve liniversite ve arastirma kurumlarinca ¢aligmalar
baslatilmistir. Ulkemizde son yilarda sera alanlarinin 18.000 hektara kadar ¢iktig1 ve bu
alanin giderek arttig1 goriilmektedir. Seracilik 6zellikle kis mevsiminin iliman oldugu
Akdeniz ve Ege Bolgelerinde yogunlagsmistir. Toplam sera alaninin %76’s1 plastik, %24’
ise cam seralardan olusmaktadir. Bu seralarin %97°sinde sebze, %2’sinde ¢icek ve
%21’inde meyve iretimi yapilmaktadir. Sebze iiretiminde kullanilan seralarin %50°sinde
domates, %22’sinde salatalik, %]15’inde biber, %9’unda patlican, %?2’sinde kabak,
%1’inde fasiilye, %1’inde kavun iiretimi yapilmaktadir (Abak, 1994).

Bombus arist kullanimi iilkemiz Ortiialt: yetistiricileri tarafindan benimsenmistir ve
kullanilan koloni sayis1 her gecen yil 6nemli artis gostermektedir. Ortalama 50—60 adet is¢i
ar1 igeren bir koloni 80-100 dolara satilmakta ve serada iki ay kullamlmaktadir. 1k kez
yaygin olarak 1997 Ekim—1998 Mayis aylar1 arasindaki sera iiretim doneminde 1.500—
2.000 dekar sera alaninda 3.500—4.000 adet koloni kullanilmis ve 4-5 yil i¢inde bu veriler
yaklasik 6 kat artarak yaklagik 12.000 dekar sera alanina ve 25.000 adet koloniye
ulasmistir. Ulkemiz ortilalt: alanlar1 dikkate alindiginda 2010 yilinda yilda kullanilacak
bombus aris1 kolonisi sayisinin 100.000 adete, kullanilan sera alaninin da 50.000 dekara
ulastig1 tahmin edilmektedir (Gtirel vd., 2001a).

Bu arilar, dagilim alanlar1 ve konak bitkileri agisindan birbirlerinden farklilik
gosterirler. Ornegin, Dogu Akdeniz Bélgesi’nde (Adana, Igel ve Hatay) bombus ar tiirleri
tizerine faunistik ve taksonomik ¢alismalar yapan Mahmut Murat Aslan’in saptamalarina

gore, Dogu Akdeniz Bolgesi’nde bulunan 16 bombus tiiriinden yalnizca Bombus terrestris



lucoformis deniz seviyesinden 1500 m yiiksekliklere kadar dagilim gosterirken, diger 15
tiir yalnizca 1000 m yiikseklikten sonra goriilebilmektedir. Bu tiirlerin ziyaret ettigi bitki
tirleri incelendiginde, Bombus terrestris lucoformis ve Bombus armeniacus tiirlerinin
10°dan fazla bitki tiiriinii ziyaret ettikleri, Bombus erzurumensis, Bombus melanurus ve
Bombus persicus eversmanniellus tiirlerinin ise sadece bir bitki tiiriinii ziyaret ettikleri
saptanmistir.

Genel ifadeyle, boceklerle tozlasma bitki agisindan zorunlu olmasa bile, meyve ve
tohum kalitesi bocegin bitkiyi ziyaretiyle artiyor. Ayni zamanda bdceklerle tozlagma,

tirtiniin daha erken olugmasini ve daha olgun olmasini sagliyor.

1.2. Bombus Arilari

1.2.1. Sistematigi

Bombuslar hayvanlar alemi bocekler sinifinda yer alan arilar ailesindendir (Tablo 1).

Diinya’da yaklagik 250 tiirii olan bu arilarin iilkemizde 100’den fazla tiirii bulunmaktadir.

Tablo 1. Bombus arisinin bilimsel sistematigi

Taksonomik Grup Adlandirma
Alem Animalia
Sube Arthropoda
Alt Sube Hexpoda
Sinif Insecta
Takim Hymenoptera
Familya Apidae
Alt Familya Apinae
Cins Bombus
Tiir Bombus terrestris

1.2.2. Yapis1

Bombus, renkli tliyleri olan, tlirdeslerine gore oldukga iri yapili ve genelde toprak
altinda yasayan bir yaban arisi tiirtidiir. Bombuslarin uzun dilli tiirleri, ¢igek borusu uzun
olan ¢igeklerden de ¢icek tozu ve bal 6zii alabilir. Bu, diger arilar i¢in oldukg¢a zor hatta

imkansiz bir islemdir. Hatta bazi tiirler, bal 6ziine ulasabilmek icin Once ¢icegin dis



kismim sirir ve agtiklart delikten dillerini igeri sokarak kolayca beslenir. Bombuslarin
g0giis bolgesinde tutunma ve ylirlimeyi saglayan {i¢ ¢ift bacaklar1 vardir (Sekil 1). Bu
bacaklardan birinci ¢ift, antenlere bulasan ¢icek tozlarini ve diger tozlar1 temizlemek icin
Ozel temizlik geregleri ile donatilmistir. Bu sayede koku alma organi olan antenler siirekli
temiz tutulur. Bombusun 1 ¢ift anteni, bilesik gozlerin orta kismina yakin bir yerden ¢ikar.
Antenler, disi ve is¢i bombuslarda 12 boliitten, erkek bombuslarda ise 13 boliitten meydana
gelir. Koku alma islevini iistlenmis olan antenler ¢ok miktarda ¢igek tozu ve bal6ziiyle
bulasik olmasina ragmen, bombuslar bacaklarin birinci ¢ifti sayesinde yine de ¢ok etkin
calisir. Sectikleri c¢icekler cogunlukla tatli kokulu, ¢ok renkli ve biiyiikk boyutludur.
Bombuslar insanlarin kokusuz diye bildigi bazi ¢i¢eklerin kokularimi bile ayirt edecek
kadar hassastir. Bombuslarin {i¢iincii ¢ift bacaklarinda ¢igek tozu tasimak icin sepetcikler
ve ¢igek tozlarini doldurmaya, gerektiginde sikistirmaya yarayan fircalar bulunur.
Bombuslar viicut agirliklarinin yarisi kadar yiikii rahatlikla tasiyabilir. Bu nedenle, iri
olan is¢i bireyler daha etkin besin toplayicisidir. Zar seklindeki iki ¢ift kanatlar1 sayesinde
ucarlar. Birinci ¢ift kanadin arka kenarinda, ikinci ¢ift kanadin ise 6n kenarinda bir seri
kanca bulunur. Bunlar ucus sirasinda birbirine kenetlenir, bdylece 6n ve arka kanatlar
birlikte ve daha giiclii hareket edebilir. Bombuslar kendi etrafinda donen bir tiirbiilans
yaratir ve bu sayede diismeden ugabilirler. Ucus icin 1s1 iiretimi zorunludur. Bombuslar
toraks (gogiis) bolgesinin sicakligin1 30°C'e ya da daha ist diizeylere ¢ikarabilir. Aktif
olarak ugan bir bombusta toraks bolgesinin sicakligi 35-40°C olur. Bunun i¢in ugusa
gecmeden Once bir 1sinma siireci gegirir. Bombuslarin  hemen her mevsimde
ucabilmelerinin sirr1 da ucus kaslarindaki enzim etkinlikleri ile viicut sicakligim
artirabilmelerinde yatar. Bu enzimler belirli sekerleri pargalayarak enerji acifa cikarir.
Bombus ¢igege kondugunda viicut sicakligini diisiiriir. Eger karahindiba ve aygigegi gibi
bitkiler tizerinden besin topluyorsa, bir ¢igekten digerine u¢gmak yerine yiirlimeyi tercih
eder ve bu sirada toraks bolgesinin sicakligi ugus i¢in gerekenden daha alt sinira diiser. Ari,

ucmaya karar verdiginde yeniden 1sinmaya baslar.



Sekil 1. Nektar toplamakta olan bir erkek Bombus terrestris (URL-1, 2011).

1.2.3. Dogal Yasam Dongiisii

Bombus arilarinin yagam dongiisii bal arilarindan oldukga farklidir. Ancak, bu arilar
da ana, erkek ve is¢i aridan olusan koloni diizeni ig¢inde yasar ve kendi aralarinda is
boliimii yapmalar1 nedeniyle sosyal bocekler icinde yer alirlar (Sekil 2). Bombus arilarinda
koloni yasami, bir onceki yila ait kolonilerde iiretilen ana arilarin, diyapoz amaciyla
girdikleri toprak altindan ¢ikarak cicekleri ziyaret etmeleri ve polen ve nektarla beslenip
yuva kurmak i¢in uygun bir yer bulmalari ile baglar (Free, 1982). Daha sonra ana arilar
yuva i¢inde yumurtlar. Bu yumurtalardan olusan larvalar ana ar tarafindan bal ve polen
karisimi bir yiyecekle beslenir.

[k yumurta kiimesinden isci arilar ¢iktiktan sonra ana ar1 tarlacilik faaliyetlerine son
verir ve ikinci yumurta kiimesindeki larvalar bu isciler tarafindan beslenir. Kolonideki isci
ar1 kadrosu en ist diizeye ulastigi zaman ana ve erkek arilar iiretilmeye baslanir. Bu
asamaya doniisim asamasi denir (Duchayeau ve Velthauis, 1988). Bombus terrestris
kolonilerinde erkek arilar 2-4 giinliik yuvayi terk eder ve tekrar geri donmezler. Yash is¢i
arilar 6lmeye basladigi i¢in yuvada ¢ok az sayida is¢i ari ile birlikte yasli ana ar1 kalir. Bir

stire sonra bu bireylerde 6liir ve koloni yasami sona erer.



Sekil 2. Bir bombus kolonisi (URL-2, 2011).

Bir sonraki yila ait kolonileri olusturacak geng¢ ana arilar iki hafta yuvada kaldiktan
sonra giinesli bir giinde yuva disinda erkek arilarla ciftlesip viicutlarinda yag depoladiktan
sonra kiglama yeri bularak diyapoz siirecine girerler. Diyapoz, disiik kis sicakligi, yiiksek
yaz sicakligl, kuraklik donemleri ve gerekli besinin elde edilemedigi siiregler gibi uygun
olmayan cevre kosullar1 siiresince gelisimin baski altina alindigi, genetik ve gevresel
faktorler tarafindan da belirlenen bir uyum mekanizmasidir. Bu ¢evresel faktdrler bombus
arilarinin dogal yasam alanlarinda yararlandiklar: bitkilerin ¢igeklenme zamanlar ve diger
ekolojik faktorleri de icermektedir (Goodwin ve Steiner, 1997).

Bombus terrestris kolonilerinde firetilen is¢i, erkek ve ana ar1 sayilarinda onemli
farkliliklar gozlenmektedir. Ayrica, ana armin erkek ve ana ar1 liretimine basladigi
doniisiim noktast ve isci arilarla ana ar1 arasindaki ¢atismanin bagladigi rekabet noktasinin
zamaninda da biiyiik varyasyon goriilmektedir. Bombus arilarinda bal arilarinda da oldugu
gibi erkek tozlamada etkili degildir ve bu arilarda kolonilerde ana ve/veya erkek ar1
tiretiminin baglamasi koloni yasaminin sonuna yaklasildiginin 6nemli bir gostergesidir.
Kolonilerde tiretilen is¢i ar1, ana ar1 ve erkek ari1 sayisi ortalama olarak sirasiyla 150, 50,
300 adet civarindadir. Doniisiim ve rekabet noktasinin zamani ise ilk is¢i arilar ¢iktiktan
sonra sirasiyla 15 ve 20 giin olmaktadir. Ancak, bu say1 ve zamanlar bakimindan koloniler
arasinda biiylik farkliliklar goriilmektedir. Bu farkliliklarin temelinde yuvadaki is¢i ar
yogunlugu, is¢i ari/larva orani, hormonlar, yuva i¢i ve dis1 ¢evre kosullari, besin durumu,

kurucu ana armin niteligi, hastalik ve zararlilar gibi bir ¢ok faktdr rol oynamaktadir



(Michener, 1974; Greetenkord ve Drescher, 1997; Beekman vd., 1999; Beekman ve van
Stratum, 2000; Cnaani vd., 2000a; Yeninar vd., 2000).

Bombus terrestris arilarinin seralarda kullanilma siireleri iki ay kadardir. Seraya
konulan kolonilerde 50-80 adet is¢i ve bir adet saglikli ana arinin bulunmasi
gerekmektedir. Kontrollii kosullarda kitlesel {iretim yapan firmalarda bile {iretime alinan
ana arilarin  yarisindan daha az1 tozlasmada kullanilacak uygunlukta koloni
olusturabilmektedir. Bu kayipta ana ar1 6liimleri ve ana arilarin yumurtlamamalarinin yani
sira, ana arilarin ge¢ ve yavas yumurtlamalar1 ve erken donemde erkek ve ana ar1 liretimine
baslamalar1 da 6nemli rol oynamaktadir. Bombus terrestris arilariin ekonomik degeri ve
tozlagma amaciyla on binlerce koloninin kullanildig1 diistiniildiigiinde yasanan bu sorunlar
isletmelere 6nemli bir yiik getirmekte ve arilarin daha pahali satilmasina yol agmaktadir.
Bu nedenle ana arilarin koloni olusturma oraninin, kolonilerdeki is¢i ar1 populasyonunun
ve Koloni omriiniin artirilmasi, ana ve erkek ari tiretiminin geciktirilmesi olduk¢a 6nemli

katkilar saglayacaktir.

1.3. Bombus Arisimin Kitlesel Uretimi

Bombus arilarinin Kitlesel tiretimi yaklagik 30 yil dnce Hollanda ve Belgika’daki
birkag ticari firmanin yogun ¢aligmalar1 sonucunda gergeklesmistir. Bombus arilari ticari
olarak giiniimiizde de az sayida firma tarafindan tretilmektedir. Yilda bir milyondan fazla
bombus kolonisi tireten bu firmalar kolonileri direk ihra¢ ederek ya da cesitli iilkelerde
kurduklar ortakliklarla pazarlamaktadir. Ticari firmalar; ana arilardan koloni olusturma,
kolonilerden ana ar1 ve erkek ar1 yetistirme, ciftlestirme, ¢iftlesmis ana arilarin diyapoz
donemini kontrol etme ve diyapozdan ¢ikan ana arilarin koloni olusturmasini saglamak
gibi bombus arilarinin tiim yasam evrelerini kontrollii kosullarda denetim altina alarak yil
boyu Kkitlesel iiretimi gergeklestirmektedir. Bu evrelerin her asamasinda kayiplar
yasanmaktadir. Ayrica, bombus kolonilerinde iiretilen is¢i, ana ve erkek ari sayilar1 ve ana
ve erkek arilarin tiretim zamanlari bakimimdan da onemli farkliliklar gozlenmektedir
(Duchateau ve Velthuis, 1988; Prys Jones ve Corbet, 1991). Genel olarak kolonideki is¢i
ar1 kadrosu en iist noktaya ulastigi zaman erkek ve ana ari iiretilmesine karsin koloni
gelisiminin baslangicinda da ana ve erkek ari iiretilebilmektedir. Bazi koloniler sadece
erkek ya da ana arn iretirken, bazilar1 hem ana ar1 hem de erkek ari iiretebilmektedir.

Yuvadaki ar1 yogunlugu, is¢i ari/larva orani, hastalik ve zararlilar, yuva ici ve dist gevre



kosullari, besin miktar1 ve kalitesi, kurucu ana armin niteligi, uygulanan diyapoz yontemi
gibi bir ¢ok faktoriin koloni olusturma oranini ve kolonilerin ana ve erkek ar1 yetistirme
zamani Ve miktarini etkiledigi tahmin edilmektedir (Duchateau ve Velthuis, 1988; Gosterit
ve Giirel, 2005). Yiiksek koloni olusturma orani, hizli koloni gelisimi, kalabalik is¢i ari
populasyonu ve koloni yasaminin sonuna dogru ana ve erkek ari ftretimi ticari
yetistiricilikte aranilan en 6nemli 6zelliklerdir. Bu nedenle erken donemde ana ve/veya
erkek ar1 treten, koloni gelisimi yavas ve isci ar1 sayisi diisiik olan koloniler tozlasma
amaciyla kullanilmaya uygun degildir. Ticari firmalar tretim tekniklerini siirekli
gelistirerek hem is giicii maliyetini disiirmekte hem de gesitli evrelerdeki kayiplar en aza
indirerek irettikleri ana arilarin tozlagmaya uygun koloni olusturma oranini artirmaktadir.
Bombus arilarinin yi1l boyu kitlesel tiretimi iki 6nemli asamada gergeklesir. Bunlardan
birincisi ana ar1 tiretimidir. Bu asama ana arilarin giftlestirilmesi ve diyapozun kontroliinii
de igermektedir. IKincisi ise ¢iftlesmis ve kontrollii diyapoz uygulanmis ana arilardan
seralarda kullanilacak nitelikte kolonileri tiretme asamasidir. Baslangigta ticari firmalar
Tiirkiye, Italya, Yunanistan, ispanya gibi bir cok iilkede diyapoz evresini gecirmis cok
sayida ana arity1 dogadan toplayarak damizlik kolonilerini olusturmuslar ve sonra
gelistirdikleri tretim teknikleri ile yil boyu dogaya bagli kalmadan Kkitlesel iretimi
basarmiglardir. Ilk yillarda bir ¢ok B. terrestris alt tiirii ve ekotipi ticari iiretimde
kullanilmis ancak, Tiirkiye’de de yaygin bulunan B. terrestris dalmatinus genotipi ticari
yetistiricilik i¢in ¢ok uygun ozellikler tasimasi nedeniyle en c¢ok tercih edilen genotip
olmustur (Velthuis ve Doorn, 2006).

1.4. Tiirkiye’de Bombus Aris1 Uretimi

Tiirkiye’de bombus arisi tiretim faaliyetlerine yaklagik 10 yil dnce baslanmistir. Bu
stireg igerisinde 8 firma kurulmus ancak, bu firmalardan 5 tanesi 6zellikle kitlesel iiretimde
yasadiklar1 ¢esitli sorunlar nedeniyle faaliyetlerini durdurmustur. Tiirkiye’de bir sera
tiretim doneminde kullanilan yaklasik 55 000 adet bombus kolonisi Antalya’da kurulmus
olan ii¢ firma tarafindan iretilip, satilmaktadir. Bu ti¢ firmada da ana ar iiretim isletmeleri
Hollanda ve Belgika’da bulunan ve diinya bombus iiretiminin tamamina yakinini iireten
yabanci firmalarin ortakligi bulunmaktadir. Hollanda baglantili Koppert adli firma, hem
yurt i¢inde liretim hem ithalat, Biobest adl1 firma da Belgika baglantil1 ithalat yapmaktadir.
Firmalar ilk yillarda yalnizca koloni ithalati1 yapmustir.
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Tarim Bakanligi’nin Kkoloni ithalatina Sinirlama getirmesi, Tiirkiye’de bombus
arilarina olan talebin siirekli artmasi ve maliyetlerin yiiksekligi yabanci ortaklarin
Tirkiye’de yatinm yapmasmi hizlandirmis ve firmalar koloni yerine yurt disindaki
ortaklarindan ana ar1 alarak Tirkiye’deki isletmeleri koloni tiretmeye baslamislardir. Ana
ar1 Uretimini de Tirkiye’de yapmak i¢in gerekli yatirimlari baslatan firmalar birkag yil
icerisinde ana ar1 iiretimi de yapmay1 planlamaktadir. Bu gelismelere kosut olarak koloni
ithalat1 2004 yilina kadar artis gosterirken, 2007 yilinda hig ithalat gerceklestirilmemistir
(Tablo 2). Buna karsin ana ar1 ithalat1 2000 yilinda baglamis ve siirekli artarak 2006 yilinda
341 938 adede ulasmisgtir. Ana ar1 miktarindaki bu ¢ok yiiksek artista Belgikali firmanin
Tirkiye’de ortakligi bulunan isletmesini 6nemli bir {iretim merkezi yapmasi ve burada

tiretilen Kolonileri Belgika tizerinden pazarlamasindan kaynaklanmuistir.

Tablo 2. Tirkiye’de yillara gore bombus arisi ithalat ve ihracat degerleri (URL-3).

Vil _ Ithalat ihrfacat
Koloni (adet) Ana ar1 (adet) Koloni (adet)
1999 4000 - -
2000 6 850 30 100 1600
2001 5276 53 640 246
2002 10 444 73000 2 248
2003 12 048 49 600 1083
2004 14 490 102 577 55
2005 1599 214 079 1093
2006 135 341938 105 645
2007 (ilk ¢eyrek) - 58 868 43130

1.5. Bombus Arilariyla Tozlasma

Gegmiste ireticiler dollenmeyi, Uriiniin ¢esidine baglh olarak bal arilari, elle veya
hormon ile yapmaktaydilar. Kullanilan bu sistemlerin su dezavantajlar1 vardir. Bal arilari
seralarda veya plastik tiinellerde ¢ok iyi ¢alisamaz. Elle dolleme yapmak hem ¢ok zor olur,
hem de zaman kaybina neden olur. Hormon kullanimi1 sonucunda genellikle ihracat igin
uygun olmayan kalitesiz meyveler olusur (yumusak, sekilleri bozuk ve tohumsuz meyve).
Uretici, zellikle patlican ve domateste yaptigi hormon uygulamalari ile nem olusumuna
neden olmakta, boylece Botrytis (pas) hastaligina davetiye ¢ikarmaktadir. Bombus arilart,
kolonilerini olusturmak i¢in protein kaynagi olan polene, ayni zamanda enerji kaynagi

olarak da bir karbonhidrat olan (bal 6zii) nektara ihtiyag duyulur.
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Bazi bitkilerin (6rnegin domates) nektart yoktur. Bu nedenle, koloninin enerji
ihtiyacin1 karsilamak igin sekerli bir surup verilir. Biogluc®, kullanima hazir bir surup
olup Biobest tarafindan {retilmistir. Yapilan suruba renkli bir madde ilavesiyle
surupluktaki seviye kolaylikla izlenebilir hale getirilmistir. Bombus arilar1 uygun olmayan
kosullarda bile miikemmel délleme yapar. Bal arilarindan farkli olarak, bombus arilar1 kotii
hava kosullarindan daha az etkilenir. Sicakligin 15°C’nin altina diistiigli, yagmurlu ve
bulutlu havalarda bal arilarinin %70’i kovanlarindan ¢ikmaz. Bombus arilar1 ise higbir
engelleme olmaksizin gérevlerine devam eder. Bal arilar1 bir dakikada ortalama 5 ¢igegi
dollerken, bombus arilar1 40 ¢igegi dolleyebilir. Biobest, bombus arilarini tiim y1l boyunca
tireticilerin hizmetine sundugundan hem erken hem de ge¢ ekimlerde dollenme sorun
olmaktan ¢ikmuistir.

Bombus arilar1 ¢ok yonlii is¢ilerdir. Sadece seralarda ve plastik tiinellerde degil, aym
zamanda agik arazide de ¢ok iyi bir dolleyicidir. Iscilikten ve kimyasal kullanimimdan
biiyiikk tasarruf saglarlar. Bombus arilar1 kullanilmaya bagladigindan beri kimyasal
girdilerde %50’lere varan bir azalma goriilmiistiir. Domates, biber, ¢ilek ve bunun gibi
birgok lirlinde bombus arilariyla yapilan dolleme sonucunda i¢i tamamen ¢ekirdek ile dolu,
standart biiyiikliikte, daha kaliteli {iretim miimkiin olmaktadir. Yabani bitkilerin genis bir
cogunlugu agirlikli olarak veya yalnizca yaban arilar sayesinde, bazen de belirli yaban ar
tirleriyle tozlasir (Goulson, 2003). Bununla birlikte, tozlasma aglarindan tozlayicilarin
kalkmasinin etkileriyle ilgili ¢alismalar yaban ar1 gibi onemli tozlayicilarin ve bitki tiir
cesitliliginin azalmasina neden oldugunu gésterdi (Memmott, 2004).

Birgok tarlada meyve ve sebze verimi yaban ar1 ziyareti sayesinde artmaktadir
(Goulson, 2003). Ornegin, Avrupa’da tarla fasiilyesi uzun dilli B. pascuorum ve B.
hortorum gibi tiirler sayesinde tozlasir (Free ve Williams, 1976). Amerika Birlesik
Devletleri’'nde hastaliktan, pestisitlerin hatali kullanimi, devlet yardimlarin azalisiyla ilgili
sebeplerden dolayr bal ar1 (Apis mellifera) populasyonlarinda devam etmekte olan bir
azalma vardir (Kremen vd., 2002). Amerika’da bal arilar sayesinde iiriin tozlasmasinin
degeri yilda 5 milyon ile 14 milyar dolar arasinda oldugu tahmin ediliyor. Ancak, aricilik
gectigimiz 50 yil boyunca yaklasik %50 azaldi (Kremen vd., 2002). Bu azalma salatalik,
bal kabagi, karpuz, yaban mersini gibi bocek tozlayici iiriinlerin gelecek kaygisina neden

olacaktir (Delaplane ve Mayer, 2000; Kremen vd., 2002; Richards, 2001).
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1.6. Yaban Arilarinda Azalmanin Sebepleri

Onemli ticari tozlayict Apis mellifera’nin sayisal diisiisiine baglh olarak, dogal
tozlasma ve besin giivenligi stres altindadir (Steffan-Dewenter vd., 2005). Diger
tozlayicilarin da sayisal diistislerinin farkina varilmaktadir (Potts vd., 2010). Son 10 yilda,
Ozellikle Bat1 Avrupa ve Kuzey Amerika gibi gelismis bolgelerde, birgok yaban ar tiiriinde
azalma olduguna dair kanitlar vardir (Goulson, 2003). Avrupa’da, yaklasik son 60 yilda bu
azalmalar belgelendi. Bu durumun en o6nemli sebepleri habitat kaybi1 ve tarimsal
yogunluktan kaynaklanan floral zenginlikte azalmalardir. Bununla birlikte, yaban arilarinin
ticarilesmesiyle Kuzey Amerika’da dogal yaban ar1 faunasindaki hizli azalmalar icin ortaya
cikan parazitlerin su anda ve gelecekte dnemli bir rol oynayabilirliligi neden olarak
oneriliyor (Colla vd., 2006). Azalma icin gosterilen sebepler daha da ayrintili olarak

incelenmistir.

1.6.1. Floral Kaynaklarda Azalmalar

Ar1 populasyonlarinin  6nceki kayitlariyla yapilan karsilastirmada, dort tiiriin
(Bombus occidentalis, B. pensylvanicus, B. affinis ve B. terricola) populasyonunun %96
oraninda azaldig1, sadece son 20 yilda bu tiirlerin cografi alanlarinin %23 ile %87 oraninda
distiigii belirlendi. Bati Avrupa’da yaban ar1 azalmalarin baglica sebebi tarimsal
faaliyetlerin yogunlugudur. Bu bolgede 1932 ve 1984 wyillar1 arasinda, ova gayirlarin
yaklasik %90’1 kayboldu (Howard vd., 2003). Topragi siirmek, cayirlart yeniden
tohumlamak ve bataklik alanlar1 bosaltmak gibi islemler yapildi. Bu da islenmemis
topraklarin ve gelismeyen ekili topraklarin alanlarin azalmasma sebep oldu. Kuzey
Amerika’da bazi bolgelerde, tarimsal yogunluk; dogal fragmentasyon, yar1 dogal habitat ve
biogesitlilikde kayiplara sebep olur. Ornegin; Iowa’da kara alaninin %85’i yaban arilarina
Iyi bir habitat saglayan biiylik ¢ayirlikti. Ancak giiniimiizde bu alanin %0.1°den daha az
alan kalmigtir. Karanmn geri kalani, iriinlerin monokiiltiirleriyle veya kentsel alanlar
sayesinde genisce ¢evrildi (Hines ve Hendrix, 2005).

Yaban arilarin yem bitkilerinin asir1 azalmalara ugradigin1 gosteren kanitlar vardir.
Ingiltere’de bir calismada tercih edilen 97 yaban arisinin %71°i alan azalmasindan, %76’s1

ise son 80 yilda ¢esitliligin azalmasindan sikint1 cekmektedir (Carvell vd., 2006).
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Yag salgami gibi cicekli tiriinler, ekilebilir topraklarda yaban ar1 populasyonunu
onemli oOlgiide desteklemektedir (Westphal vd., 2003). Bununla beraber yaban ar
kolonilerin iyi gelismesi, Nisan’dan Agustos’a kadar ciceklerin birbirini takip eden

devamli bir siraya ihtiya¢ duyar.

1.6.2. Yuva Alanlarinin Kaybi

Floral kaynaklara ek olarak, yaban arilarin uygun yuvalara da ihtiyaci vardir. Bombus
pascuorum yogun ot dbegi iginde, B. terrestris ise yerin altinda oyuklarda yuva yapar. Her
iki grup genellikle kemiricilerin yuvalarin1 kullanir. Bu tiirlerin topragin iizerindeki
yuvalari tarla makineleriyle yesillik veya otlarin kesilmesiyle yok edildi (Goulson, 2003).
Modern giftlikte, yabanci otlarin ve tarla gigeklerin azligi daha az tohumlarin oldugunu
gosterir ve bu da tarla fareleri icin daha az besin anlamina gelir. Bu memelilerin daha
diisiik populasyonlari, hem yer altt hem de yer iistiinde yuva yapan yaban ari tiirleri igin
daha az yuva alanlarina sebep olacaktir. Kentsel alanlarda uygun yuva alanlarin azli1 i¢in
bazi kanitlar var. San Fransisco’da sehir parklarinda yaban ar1 bollugu kemirici hayvan
cukurlarin sayilariyla tam olarak ilgili oldugu ve bu alanlarin smirlayict bir faktor

olabilecegi oneriliyor (McFrederick ve LeBuhn, 2006).

1.6.3. Pestisitler

Pestisitin risk degerlendirmesi her zaman bal arilart i¢in uygulanir. Ancak, bu
sonuglar muhtemelen dogrudan yaban arilari i¢in uygulanabilir degildir (Thompson ve
Hunt, 1999). Ornegin, bal arilarindan kaginmak icin yaban arilarinin aktif oldugu sabahin
erken saatleri veya aksamlar1 ¢igekli yag salgamina pyrethroid’ler yaygin olarak
uygulanir. Sera iirlinlerin tozlagmasinda yaban ar1 kullaniminin gelismesine karsilik olarak
yaban arilar i¢in uygun laboratuar ve tarlaya dayali bioassayler gelistirildi, ama bunlar
genisce kullanilmadi ve bunun i¢in sadece birkag toksikolojik bilgi mevcuttur (Thompson,
2001).

Su ana kadar yapilan hemen hemen biitiin testler toksisitesinin bal arilarindakine
benzer oldugu ileri siiriilen B. terrrestris tizerinde gergeklestirildi. Bunu ortaya ¢ikarmanin

spreylerle direk temas (¢icekli iirlinlerde), kontamine olmus bitki yapraklariyla temas ve
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nektarda kimyasallarin alinimi seklinde 3 yolu vardir. Son yol biiylik ihtimalle sistemik
insektisitlerledir.  Carbofuran ve dimethoate’li  testler, segici olarak yiiksek
konsantrasyonlara ulasabildigi nektarda tasindigini géstermektedir (Davis ve Shuel, 1988).

Koloniler genislediginde, is¢ilerin bazilarmin eksikligi tolero edilebilir. Bununla
birlikte, ilkbaharda krali¢e yem aradiginda ve akabinde yuvalar kiigiik ve sadece birkag is¢i
icerdiginde, O6lim Onemli bir etkiye sahip olabilir (Thompson, 2001). Bu nedenle,

pestisitlerin ilkbahar uygulamalar1 ¢ok biiyiik etkiye sahip olabilir.

1.6.4. Yerli Olmayan Arilarin Etkileri

Bati1 Avrupa’ya karsin Amerika Birlesik Devletlerinde, yaban arilari i¢in en énemli
tehdit yetistirilen yaban ar1 kovanlarinin yaygin ticaretinden dolayr hastalifin yayilisi
olabilir (Thorp ve Shepherd, 2005). israil, Kore, Japonya, Kuzey Amerika ve Avrupa gibi
diinyanin ¢esitli yerlerinde sera tozlasmasi i¢in ticari yaban ar1 kovanlart kullanilmaktadir
(Goulson, 2003). Amerika Birlesik Devletlerinde, 1990’lardan beri Bombus impatiens ve
Bombus occidentalis’in kolonileri domates (Whittington ve Winston, 2004) ve tatli biber
(Shipp vd., 1994) gibi sera {iriinlerinin tozlagsmasi i¢in yetistirilmektedir. Yaban arilarina
spesifik protozoon patojenlerden Crithidia bombi ve Nosema bombi ve trakeal bit
Locustacarus buchneri’nin yiiksek yaygimligiyla beraber bu koloniler yerel kolonilerden
daha 1iyi bir parazit yiikiine sahiptir. Bu parazitler koloni yagsamini ve ¢ogalmasini ve/veya
yasayan iscilerin yem aramasini olumsuz etkiler (Brown vd., 2003; Gegear vd., 2005;
Otterstatter vd., 2005). Son zamanlarda Japonya’da, yerel olmayan B. terrestris’in yabani
kolonileri yaygindir (Inari vd., 2005). Kanada’da yapilan bir ¢alismada polenin %73’ sera
disinda ticari kolonilere ait isgiler tarafindan tagindigi belirlendi (Whittington vd., 2004).

Cigekler sayesinde ticari olarak yetistirilen arilarda ve yerel arilar arasinda ytiksek bir
ihtimalle etkilesim olmasi, ticari populasyondan yerel populasyona patojen dagilimini
saglar. Ticari seralarin yakinindaki yerel arilarda Crithidia bombi ve Nosema bombi’nin
yayginliginda dnemli artislar oldugu goriilmektedir (Colla vd., 2006).

Kuzey Amerika’da yaban ari iiretim tesislerinde 1998’de bir Nosema bombi salgini
rapor edildi. Belki de bu olay 1995 ve 1996’da Mecksika’da enfekte Avrupali B. terrestris
kolonilerin ithalatt sonucu meydana gelmistir (Winter vd., 2006). Benzer olarak Amerika
Birlesik Devletleri’nde, ticari yaban ar1 kullanim1 basladiktan sonra sadece Crithidia bombi
bulundu ve bu parazit Amerika Birlesik Devletlerine ait olmayabilir (Winter vd., 2006).
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Ticari olarak yetistirme i¢in 1990 baslarinda Amerika’dan Avrupa’ya B. occidentalis
kraligelerin nakliyatinin sonucunda da meydana gelebilir (Colla vd., 2006; Winter vd.,
2006).

Bombus terricola, Bombus affinis, Bombus franklini ve Bombus occidentalis gibi
tirlerin yerel olmayan bir patojene maruz kalmalar1 yaban arilarin azalmalarimin olasi
sebebidir (Thorp, 2005; Thorp ve Shepherd, 2005; Whittington ve Winston, 2004).
Bununla birlikte, yaban ar1 tiirlerinin parazitlere duyarliliginda veya bu parazitlerin dogal
dagilimiyla ilgili bilgiler yetersizdir ve bu nedenle, evcil yaban ar1 kovanlarinin
tasinmasinda daha siki kontroller gereklidir.

Yaban ar ticaretiyle ilgili baska riskler de vardir. Amerika’da, Giineydogu Avrupa
alt tirt (B. terrestris dalmatinus)’niin yaklasik olarak 10.000 kolonisi her yil ithal
edilmektedir. Britanya bu armmin endemik bir alt tiirii olan Bombus terrestris audax’a
sahiptir. Bu alt tiir iistin yem arama etkisine ve lireme oranina sahiptir. Ayrica, B.
terrestris dalmatinus ve B. terrestris audax kolayca melezlenir; bu nedenle, yerel tiirler
hibridizasyon boyunca kaybolabilir (Ings vd., 2005). Bu da ingiliz tiirlerinde parazit
bulasimi i¢in tehlike olusturmaktadir (Ings vd., 2006).

Son c¢aligmalar bal arilarmnin yaban arilart iizerinde negatif etkilere sahip
olabilecegini gostermektedir. Walther-Hellwig ve arkadaslar1 (Walther-Hellwig vd., 2006)
giiniin ge¢ saatlerinde bombus ar1 tiirlerinin yem arama sirasinda kullandiklar bitkilerden
cikarken kisa dilli yaban arilarin bal ar1 kovanlarina yakin yem alanlarindan kacindiklarini
ortaya koydu. Thomson (Thomson, 2004) deneysel olarak bal arilari {iretti ve kovanlara
yakinligin, B. occidentalis kolonilerin ¢gogalma basarisin1 ve yem arama oranlarini 6nemli
derecede azalttigini buldu.

Afrikan bal ar1 zararlis1 Aetina tumida son zamanlarda Kuzey Amerika, Misir,
Avusturalya ve Avrupa’yi istila etti ve saldirilar Bombus impatiens kolonileri i¢in énemli
oranda zarara sebep oldu (Spiewok ve Neumann, 2006). Viral bal ar1 patojeni deformed
wing viriisii, B. terrestris ticari kolonilerinde bulundu (Genersch vd., 2006). Bu viriis bal
arilardan daha yliksek siddette yaban arilarinda ortaya ¢ikti ve bu bulgular bal arilart ve

yaban arilar arasinda karsilikli infektivite ve aktarim hakkinda sorulari arttirda.
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1.7. Yaban An Patojenleri

Ticari olarak yetistirilen yaban arilariin dogal olanlara gore ¢esitli patojenleri daha
yiiksek oranda ihtiva ettiklerine dair artan kanitlar vardir. Birkag ¢alismada, ticari yaban
arilarinda intestinal protozoon Crithidia bombi (Lipa ve Triggiani) (Kinetoplast:
Trypanosome), Nosema bombi (Fantham ve Porter) (Microsporidia: Nosematidae) ve
trakeal bit Locustacarus buchneri (Stammer) (Acari: Podapolipidae) gibi patojenlerin yerel
yaban arilarindan daha fazla oldugu bulundu (Sekil 3). Yaban arilarin yag dokusunu
enfekte eden protozoon Apicystis bombi (MacFarlane vd.,1995) (Neogregarine:
Ophrocystidae) ise ticari arilarda yerel arilardan daha yaygin olmadigi goriindi

(Otterstatter, yayimlanmadi).

0.90 4

/3 A. bombi

|| = C. bombi

0.75 zZmzmA N. bombi

EXXX L. buchneri
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0.30
0.151
0.00 I | == Egggi

Yerel yaban arilar Ticari yetistirilen
yaban arilar

Sekil 3. Kanada populasyonu yerel ve ticari olarak yetistirilen arilardaki
enfeksiyon oranlart ve parazit yogunlugu. (Yerel arilar: MacFarlane
vd., 1995 [A. bombi, n = 2977 kralige ar1); Liu, 1973 [C. bombi, N.
bombi, n = 133 krali¢e ar1]; Oftterstatter and Whidden, 2004 [L.
buchneri, n = 1016 kralige, isci, erkek ari]; ticari olarak yetistirilen
arilar: Otterstatter M.C., yayinlanmadi [A. bombi, C. bombi, n = 20
koloni]; Whittington ve Winston, 2003 [N. bombi, n = 49 koloni]
Avrupa populasyonun da dikkate alinan ticari arilarda ([n = 367
colonies, Goka vd., 2000]) L. buchneri iizerindeki ¢alismalar harig¢
olmak tizere).

Nosema bombi, Locustacaris buchneri, Apicystis bombi, Crithidia bombi gibi

parazitlerin hepsi yaban ar1 tiirlerini enfekte eder ve kolonilere genis Olciide yayilir.
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Boylece, koloni yasaminin veya isci arilarin yem arama etkilerinin azalmasina sebep olur
(Brown vd., 2003; Otterstatter vd., 2005; Fisher ve Pomeroy, 1989; Husband ve Sinha,
1970; Mac-Farlane vd., 1995). Bunun sonucu olarak, yaban arilarinin uluslararasi taginima,
seralardan kacan arilardan yaban arilarina patojen dagilimina yol agabilir (Colla vd., 2006)
ve yaban ar1 tiiriiniin azalmasina sebep olabilir (Williams ve Osborne, 2009).

Patojen dagilimi, genellikle domestik veya ticari populasyondan simpatrik
populasyona infeksiy0z etmenlerin (parazitler veya patojenler) iletimi olarak
tanimlanabilir (Dazsak vd., 2000; Power ve Mitchell, 2004). Ornegin, ticari olarak
yetistirilen balik, alabalik giftliklerinden kactiktan sonra parazitik deniz Dbiti
(Lepeophtheirus salmonis) dogal alabalik (Oncorhynchus spp.) populasyonlarinda tespit
edildi (Morton vd., 2004). Parazite hem Kanada (Morton vd., 2004) hem de Avrupa’da
(McVicar, 1997; McVicar, 2004) dogal balik populasyonlarinda rastlanildi.

Patojen dagilimi biyogesitlilik i¢in Onemli bir tehdit gibi goriilmekte ve gesitli
populasyonlarda azalma veya nesil tikenmesinin bu dagilimla ilgili oldugu
diistiniilmektedir (Altizer vd., 2003). Patojen dagilimlarimi arastirmada yaban an
parazitlerini karakterize etmek i¢in molekiiler araglar gelistirmeye ihtiya¢ duyulmaktadir.
Dagilimin tekerriirii veya varolusunun bilinmesi yerel populasyonun etkili bir sekilde
korunma i¢in iilke yonetimini harekete gegirmistir.

Dogal yaban ar1 kralice ve kolonileri bircok patojene maruz kalmaktadir (viris,
bakteri, fungus, protozoa gibi). Agir enfekte kraliceler kolonileri kuramaz. Sonbahar ve
ilkbaharda yetistirme merkezlerinde dogal olarak cgiftlesen ve kis uykusuna yatan
kraligeleri yakalama ve onlar1 alma gibi eylemler parazitlerin ve patojenlerin girisine sebep
olabilir. Ayrica, ticari koloniler tasinma ve karantina siiresince stresten etkilenebilir. Boyle
bir durumda koloni igerisinde herhangi bir patojen varsa buna bagl olarak bazi hastaliklar
gelisebilir. Koloniler tasinmadan 6nce dikkatlice incelenmelidir ¢linkii yuva kutusundaki
enfekte koloniler pamuk tabakasiyla kapl kulugka alanindan farkedilmeden diger iilkelere
gidebilir. Bu nedenle yaban ar1 hastaliklarin ve parazitlerin kontrolii ve tanimlanmasi,
yayilmalarin1 6nlemede ¢ok Onemlidir. Hastalikli koloniler hizli gelisemez ve saglikli
kolonilerden daha az ar1 sayisina sahip olur.

Bal arilarinin gelisme donemleri pek ¢ok hastalik etmeni ve zararli i¢in uygun bir
ortam olusturabilmektedir. Bu sebeple ¢ok sayida patojen bal arilarinda degisik hastaliklar
olusturabilmektedir (Tutkun ve Bosgelmez, 2003). Bununla birlikte, kitalar ve tilkelerarasi

ar1, ar1 uriinleri ve aricilik malzemeleri ticareti ar1 hastaliklarinin kisa siirede tiim iilkelere
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yayllmasina neden olmustur (Oztiirk, 2001). Bal aris1 hastalik ve zararlilar iilkemizde
ariciligin gelismesini yavaslatan ve iiretim etkinligini sinirlandiran en énemli faktorlerden
biridir (Dogaroglu, 1999). Ar hastaliklar1 iilkemiz ariciliginda 6nemli kayiplara yol
acmakta olup, biling¢li bir ila¢ kullanimi oldugunu séylemek oldukca zordur (Aydin vd.,
2003).

1.7.1. Nosema bombi

N.bombi yaban arilarin 6nemli parazitlerinden biridir. N. bombi sporlart 4.6-7.0 pm
uzunlugunda ve 1.8-4.0 pm genisligindedir ve Nosema apis’den daha genis ve daha
uzundur (Sekil 4) (Weiser, 1978; Mc Ivor, 1990; Eijnde ve Vette, 1993; Macfarlane vd.,
1995). Etmen abdomene yayilir ve ishale sebep olur ve yaban arilarda giftlesmeyi engeller
(Macfarlane vd., 1995). Agir enfekte kraligeler kis uykusuna yatmayabilir ve 6lmeyebilir.
Hafif enfekte kraligeler kis uykusu boyunca canli kalabilir. Bununla birlikte, koloni
baslamasi gecikir ve kolonilerin gelismesi engellenir. Koloni gelisimi boyunca enfekte

kraligeler saglikli krali¢elerden daha az yasarlar.

Sekil 4. Nosema bombi sporlar1 (Eldeniz ve Kaftanoglu, 2006).

N. bombi, dogal populasyonlarin ve ticari arilarin sayilarinin azalmasinda énemli bir
etmendir. Bu durum biiyiik 6l¢iide, yasayan arilar {izerinde bu parazitin daha kolayca
incelenen etkisinden dolayidir (Enfekte hayvanlar sakat kanatlara sahiptir ve kralicelerde
karin sisligi olabilir ve ¢iftlesme i¢in uygun olmayabilir) (Otti ve Schmid- Hempel, 2007).
Basarili enfeksiyonun ergin donem sirasinda olmasi ¢ok az bir ihtimaldir. Bu nedenle

bulagma, biiyiik ihtimalle sporlarin larvadan beslendigi zaman meydana gelir (Eijnde ve
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Vette, 1993; Rutrecht vd., 2007). Bununla birlikte, tarlada N. bombi’nin yayginligi ve
koloni seviyeleri daha kolay bulasan Crithidia bombi’den daha disiiktiir (Baer ve Schmid-
Hempel, 1999, 2001).

Avrupa ve Kuzey Amerika’da ticarilesmeden Once Crithidia spp. gibi N. bombi
dogal olarak bulunur (MacFarlane vd., 1995; Schmid-Hempel, 1998). Laboratuar
deneyleri, N. bombi’nin ticari B. terrestris kolonilerinden, B. hypocrite ve B. diversus gibi
yerel Japon tiirlerine bulasabilecegi gosterildi (Niwa vd., 2004). Ergin arilarin yem arama
sirasinda kolayca bulasan tripanozomlara karsin, N. bombi daha zor bulasir. Bununla
birlikte, koloniler tarlada enfekte olur (Imhoof ve Schmid-Hempel, 1999; Baer ve Schmid-
Hempel, 1999) ve bu 3 yolla meydana gelebilir. Birincisi, dogmayan kolonilerin igerisinde
enfekte isci arilarin toplanmasi; ikincisi, yem arama sirasindayken sporlarin toplanmasi
nedeniyle erginlerin enfeksiyonu; iigiinciisii, yem arama sirasinda kontamine polenlerin
toplanip, bu polenlerle beslenen larvanin enfeksiyonudur. Son ¢alismalar bulasma olasiligi
tizerinde konak tiirlerin bir etkisinin olmadigimi gésterdi (Rutrecht vd., 2007). Ancak,

konak yagami parazit virulansini etkileyebilir (Rutrecht ve Brown, 2009).

1.7.2. Nosema cerenea

Nosema cerenea, Kuzey Amerika’da yaban arilarinda tespit edildi (Plischuk vd.,
2009). Diger cografik alanlarinda olmamasina ragmen (Fries, 2010; Williams vd., 2010),
bu tiiriin ispanya’da bal arilarinin azalmasina sebep oldugu ortaya ¢ikmistir (Higes vd.,
2009). Ancak, bir sekilde bu mikrosporida Nosema bombi’ye, bal ari mikrosporidasi
Nosema apis’den daha yakin akrabadir (Shafer vd., 2009). Yaban arilarinda Nosema
cerenea’nin patojenik etkileri eger varsa degerlendirilmesine ihtiya¢ duyar. Ciinkii, bu
parazit gelecekte dogal ve ticari yaban ar1 populasyonlarinda 6nemli hastaliklar

belirtebilir.

1.7.3. Locustacaris buchneri

Locustacaris buchneri (trakeal bit), ticaret 1slahgilar1 tarafindan kontrol edilebilen
yaban ar1 parazitlerinden biridir (Goka vd., 2006). Bu kontrol, ticari yaban arilarinin

patojen dagilimimin olast tehdit durumunda arastirilmasidir (Goka vd., 2006). Bdoyle
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kontroller devam ettikge, L. buchneri’nin patojen dagilimi yoluyla gelecek bir tehdit
olusturmas1 miimkiin degildir. Koloniler arasindaki patojen taginimi tam olarak bilinmiyor.
Bu olay, ya cigeklerle (Schwarz ve Huck, 1997) ya da c¢iftlesme sirasinda enfekte

erkeklerden yeni kraligeye bulasmayla meydana gelebilir.

1.7.4. Apicystis bombi

Apicystis bombi, 11.1-14.4 um uzunlugunda ve 3.6-5.4 um genisliginde soOsis
seklinde sporlara sahiptir (Sekil 5). Nosema bombi’den 2-3 kat daha uzun ve genistir (Lipa
ve Triggiani, 1992, 1996; Macfarlane vd., 1995). A. bombi genellikle yag dokuda bulunur.

A. bombi ile agir enfekte olan kraligeler kolayca tanimlanan beyaz yag dokuya
sahiptir. Normal kraligelerin yag dokular1 sar1 renktedir ve yasina gore esmerlesir ve
kahverengiye doniisiir. Patojen, kraligelerin dmriinii kisaltir ve ilkbahar baslarinda 6lime

neden olur.

Sekil 5. Apicystis bombi sporlar1 (600x) (Plischuk ve Lange, 2009).

1.7.5. Crithidia bombi

Gorbunov (1987) ve Lipa ve Triggiani (1988) tarafindan morfolojisine dayanarak
yaban arilarin bagirsaginda bulunan ilk protozoon flagellat Crithidia bombi
(Kinetoplastida, Trypanosomatidae) olarak tanimlandi. C. bombi vektdrsiiz direk olarak

bulasir. Bu parazit B. terrestris konaginda ve bagirsaginda ¢ok yaygindir. Konagin arka
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bagirsaginda yasar ve konak disinda sadece ¢ok kisa stire canli kalabilir (Schmid—Hempel
vd., 1999). Yeni enfeksiyonlar, yuva materyaliyle veya enfekte bir arinin daha 6nceden
ziyaret etmis oldugu ciceklerle iliski olarak meydana gelir (Durrer ve Schmid-Hempel,
1994). Crithida bombi, konaklarin sonraki jenerasyonuna ulasmak i¢in koloni doniisiiniin
sonunda iiretilen geng kraligeleri enfekte etmek zorundadir. C. bombi enfeksiyonu enfekte
kraligelerin sagligin1 azaltir (Brown vd., 2003) ve bu nedenle yaban arilarin 6nemli ve
tehlikeli bir parazitidir. Son zamanlarda, tozlasma igin Bombus terrestris’in artan kullanimi
sayesinde bu parazitin diger tiirlere de veya yaban arilarin simdiye kadar tespit edilmedigi
populasyonlara yayilabilecegi siipheleri vardir (Colla vd., 2006; Winter vd., 2006). Bu
gortisler, C. bombi’nin taksonomik yerinin yeniden kontrol edilmesine sebep olur.
Trypanosomatidae familyast morfolojik donemlerin yorumlanmasindaki zorluklardan
dolay1r hala birgok taksonomik zorluklar ortaya ¢ikarir (McGhee ve Cosgrove, 1980;
Podlipaev vd., 2004; Westernberger vd., 2004; Yurchenko vd., 2008). Giiniimiizde,
trypanosomatidlerin siniflandirilmasinda ve tanimlanmasinda siirekli olarak molekiiler
markerlar kullanilmaktadir (Ornek, Banuls vd., 2000; Desquesnes vd., 2002; Hamilton vd.,
2005; Kostygov vd., 2004; Maslov vd., 2007; Yurchenko vd., 2009). Populasyon
calismalar, tiirler aras gesitliligi ortaya ¢ikarir (Ornek, Brisse vd., 2000; Brisse vd., 2001;
Cuervo vd., 2004; Da Silva vd., 2004; Tibayrene, 2003).

Bugiine kadar, C. bombi sadece morfolojik olarak tanimlandi (Gorbunov, 1987; Lipa
ve Triggiani, 1988). C.bombi’nin maximum uzunlugu 8.1 um, viicutlart armut seklindedir.
Kamg¢isit 8-12 um uzunlugundadir (Lipa ve Triggiani, 1980) (Sekil 6). Enfeksiyon
seviyeleri kraligelerde %54-81, is¢ilerde %75-80, erkeklerde %47-71’¢ kadar ulasabilir.
Bununla birlikte, koloni gelisimindeki etkileri hakkinda yeterince bilgi yoktur (Skou vd.,
1963; Shykoff ve Schmid-Hempel, 19914, b).

Son zamanlarda, mikrosatellit bilgisi konak populasyonda bir ¢ok klonun deveran
ettigini boylece, birden fazla susun birlikte enfeksiyonunun yaygin olabilecegini gdsterdi
(Schmid-Hempel ve Reber Funk, 2004). Simdiye kadar, Bombus spp.’de bulunan biitiin
enfeksiyonlar ayni trypanosomatid tiir C.bombi’de meydana gelmeseydi bu tiirler hala
bilinmezdi. Bu nedenle, Bombus spp.’de bulunan trypanosomatidlerin g¢esitliligini

molekiiler olarak belirlemek icin enfekte Bombus terrestris kullandik.
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Sekil 6. Crithidia bombi sporlar1 (400x) (Biobest, Belgium).

1.8. Calismanin Amaci

Crithidia bombi ve Apicystis bombi parazitlerinin gerek ticari olarak iretilen ve
gerekse dogal yaban arilari tizerindeki etkileri olduk¢a onemlidir. Bunlar 6zellikle ticari
iretimde, 6nemli kayiplara neden olmaktadir. Ayrica, dogal yaban arilarinda biyogesitlilik
ve dogal tozlagsma agisindan da ¢ok ciddi sorunlar olusturmaktadir. Bu parazitlerin tespiti
genellikle makroskobik ve mikroskobik olarak yapilmaktadir. Ancak, bu parazitlerin hizl
bir sekilde tespit edilmeleri ve populasyon igerisindeki yogunluklarin belirlenmesi
parazitlerin yakinlik derecelerinin ortaya g¢ikarilmasi olduk¢a 6nemlidir. Bu nedenle, bu
calismada enfekte yaban arilardaki C. bombi ve A. bombi parazitlerinin molekiiler olarak
tanimlanmas1 amaglanmustir.

Bu calismada, molekiiler olarak tanimlanan (Meeus vd., 2010) iki énemli yaban ar1
paraziti olan Crithidia bombi ve Apicytis bombi tizerinde duruldu. A. bombi ve C. bombi
genomunda haplotiplerin tanimlanmasinda farkli genlerin kullanim1 igin konak ¢evreden
parazit saflagtirmadan primer dizayn edildi. Bu primer dizayninda, tiirler aras1 gesitliligi
calismak icin farkli yiiksek degisken genler secildi. ilk olarak, yaban arilardaki 6nemli
parazit C. bombi i¢in ITS (Inter Translated Spacer), GAPDH (Glyceraldehyde 3-phospate
dehydrogenase) ve Cytb (Cytochrome b) bolgeleri igin primerler dizayn edildi. Ayni yol
Apicystis bombi i¢in Cox1l ve ITS genlerine odaklanarak takip edildi. Primerlerin

kullanimin1 degerlendirmek igin farkl: tiirlerle bir dogrulama yapildu.



23

Bu sayede, belli cografik bolgede belli bir parazit tiiriiniin genetik orijini ¢ikarilabilir
ve bu parazitin yerli veya yaban arilarin ticari tasinimindan dolayr dagilmis olup olmadigi

kanitlanabilir.



2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Boceklerin Toplanmasi

Crithidia bombi pozitif Bombus terrestris ornekleri (primer optimizasyonu igin)
serada yetistirilen makroskobik olarak enfekte oldugu tahmin edilen bir koloniden 2009
yilinda alindi. Apicystis bombi pozitif Bombus terrestris 6rnekleri ise Patagonia (Arjantin)
bolgesinden Ocak 2009 ve 2010 yillarinda topland: (Sekil 7). Tripanosom enfekte soliter
art (Osmia cornuta) da zoofizyoloji laboratuar grubundan Dries Laget tarafindan

Belgika’nin Dogu Flaman Boélgesinden Nisan 2010 yilinda toplandi.
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Sekil 7. Patagonia ve Dogu Flaman Bolgesi

2.2. Boceklerin Mikroskobik incelenmesi

Patagonia ve Dogu Flaman Boélgesinden toplanan ar1 6rneklerinin makroskobik ve
mikroskobik incelenmesi yapildi. Enfekte 6rnekler belirlendi. Bu 6rnekler molekiiler

testler i¢in kullanildu.
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2.3. DNA Ekstraksiyonu

Ergin arilar (Bombus terrestris ve Osmia cornuta) karin bolgesinden ikiye boliindi
ve pargalar1 1.5 mL’lik mikrosantrifiij tiiplerine konuldu. Her bir tlipe 0.3 g Zirconia/Silica
(BioSpec Products, Bartlesville, USA), 3-4 tane 2.5 mm cam boncuklar (Bio Spec
Products) ve Ezna Insect® DNA Isolation Kit’den (Omega Bio- Tek, Inc) 350 ul DNA
izolasyon CTL tamponu ilave edildi. Karisim hiicre parcalayicisi (Precellys 24; Bertin,
Montigny- le- Bretonneux, France) ile homojenize edildi. Uretici firmanin &nerileri takip
edilerek DNA izole edildi.

Homojenizatdrden ¢ikan tiiplere 350 pl kloroform: izoamilalkol (24:1) karisimi ilave
edildi ve vortekslendi. Karisim oda sicakliginda 2 dakika 10.000xg’de santrifiij edildi. Ust
faz temiz bir mikrofiij tiipiine dikkatlice transfer edildi. Daha sonra karisima 1 miktar CBL
tamponu eklendi, mikrosantrifiijde maksimum hizda 15 saniye vortekslendi ve 70°C’de 10
dakika inkiibe edildi.Sonra karigima 1 miktar saf ethanol (oda sicakliginda, %96-100)
eklendi ve maksimum hizda 15 saniye vorteksle iyice karigtirildi. Diger yandan 2 ml’lik
toplama tiiptine bir HiBind ® DNA kolum yerlestirildi. Kolum igine 100 pl dengeleme
tamponu eklendi, 4 dakika beklendi ve maksimum hizda 20 dakika sanrifiij edildi. Elde
edilen karigimin 750 pl’si yeni HiBind ®DNA koluma eklendi, oda sicakliginda
10.000xg’da 1 dakika santrifiij edildi. Sivi kisim uzaklastirildi ve toplama tiipii tekrar
kullanild1. HiBind® DNA kolum, toplama tiipiine geri yerlestirildi, geriye kalan karisimdan
eklendi ve belirtildigi gibi tekrar sanrifiij edildi. S1v1 kisim uzaklastirildi. Daha sonra yeni
bir 2 ml toplama tiipiine colum yerlestirildi ve 500 ul HB tamponu eklendi, 30 dakika
10.000xg’da santrifiij edildi. Sivi kisim uzaklastirildi, kullanilan ayni toplama tiipiine
colum yerlestirildi ve saf alkol ile seyreltilen 700 ul DNA yikama tamponu ile yikandi.
10.000xg’da 1 dakika santrifiij edildi. Stv1 kisim uzaklastirildi. Etanol ile seyreltilmis 700
ul DNA yikama tamponu ile tekrar yikandi. Sivi kisim uzaklastirildi, bos toplama tiipiine
colum yerlestirildi ve 15.000xg’da 2 dakika oda sicakliginda santrifiij edildi. Temiz bir 1.5
mL mikrofiij tiipiine column yerlestirildi. DNA’y1 ayristirmak i¢in 50-100 pl énceden
60°C-70°C’de 1sitilmig Eliisyon tamponu eklendi. Oda sicakliginda 2 dakika emilmesine
izin verildi. 10.000xg’da 1 dakika santrifiij edildi. Eliisyon tampon adimi 50-100 pl ile
tekrarlandi. Sonunda DNA miktar1 nanodrop ile 6l¢iildii.
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2.4. Gen Secimleri

2.4.1. Crithidia bombi I¢in Genlerin Secimi

Amagta da belirtildigi gibi farkli haplotiplerin tanimlanmasi igin C. bombi’nin farkli

genlerinin dizi analizleri yapilmalidir (Tablo 3). Tiirler aras1 farkliliklar1 gérebilmek igin

secilen genlerin yeterince degisken olmasi gereklidir. Ayrica, genler evrensel primerler

sayesinde tespit edilmeye yarayan bolgelere sahip olmalidir. Calismada kullanilan ilk

primer sik sik yiiksek bir mutasyonun goriildiigii mitokondrial genomda bulunan genlere

karsidir.

Tablo 3. C. bombi haplotiplendirmesi igin kullanilan farkli genler

n = Haplotiplerin sayisi

Gen Yer
ITS (Internal transcribed Niiklear
spacer)
GAPDH
(Glyceraldehyde3- Mitokondrial
phosphate dehydrogenase)
Cytb (Cytochrome b) Mitokondrial

Trypanosoma evansi (n=67)
Trypanosoma congolense (n=8)

Trypanosoma vivax (n=7)
Trypanosoma dionisii (n=3)

Leishmania braziliensis (n=20)
Leishmania mexicana (n=22)

2.4.2. Apicystis bombi I¢in Genlerin Secimi

Apicystis bombi’nin farkli haplotiplerin tanimlanmasi ic¢in farkli genlerin dizi

analizlerinin yapilmasi gereklidir. Genlerin se¢imi C. bombi igin agiklanan ilkelere gore

gerceklestirildi. Literatiire dayanilarak ITS (Internal transcribed spacer) ve Coxl

(Cytochrome c oxidase 1) genleri se¢ildi (Tablo 4).

Tablo 4. A. bombi haplotiplendirmesi i¢in kullanilan farkli genler

Gen Konum

n = Haplotiplerin sayisi

ITS (Internal transcribed Niiklear
spacer)

Cox1 (Cytochrome c
oxidase I)

Mitokondrial

Trypanosoma evansi (n=67),
Trypanosoma congolense (n=8)

Toxoplasma gondii (n=3)



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/AY912270.1
http://en.wikipedia.org/wiki/Glyceraldehyde_3-phosphate_dehydrogenase
http://en.wikipedia.org/wiki/Glyceraldehyde_3-phosphate_dehydrogenase
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/AY912270.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/FM177517.1
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2.5. Crithidia bombi Genlerinin Farkli Primer Kombinasyonlariyla Cogaltilmasi

Bir yaban ar1 DNA ekstraktinda primerlerin parazit materyalini belirleyip
belirlemeyecegini gormek i¢in PCR kosullarin1 ve primerleri daha uygun hale getirilerek 3
ornek kullanildi. Ornekler; i) (Cr+), bir yaban armin toplam DNA ekstrakt: (C. bombi
pozitif), ii) (Cr-) bir yaban armin toplam DNA ekstrakt1 (C.bombi negatif), iii) (Crg+) bir
yaban arinin bagirsak DNA ekstrakti (C. bombi pozitif) seklinde olusturuldu.

Ik olarak secilen genleri (Tablo 3) ¢ogaltmak i¢in Schmid-Hempel ve Tognazzoet
(2010) tarafindan dizayn edilen primer grubu kullanildi (Tablo 5). Cr-ITS1 istenilen
sonucu vermedi ve yeni evrensel primerler dizayn edildi. Ilgili tripanozomlar 18S rRNA
ve 28S rRNA siralant alt alta dizilerek karsilastirildi. Bu korunmus bdlgeler yiiksek
degisken ITS bolgelerini kapsar. Farkli tripanosomlarin 18S ve 28S sekanslar1 siralamadan
alind1 ve primer 3 software ile primer dizayni i¢in kullanildi ve primer Cr-1TS-807 olarak
isimlendirildi.

Yeni dizayn edilen Cr-ITS-807 primerleri ve Cytb ve GAPDH i¢in yayimnlanan
primerler belirtilen sicakliklarda (Cr-Cytbh-50°C, Cr-GAPDH-55°C, Cr-ITS-807-55°C)
kullanildi.

Tablo 5. Crithidia bombi’de farkli genleri ¢ogaltmak icin kullanilan primerler

Primerler Sekans Orijin
Cr-GAPDHf TTYGCCGYATYGGYCGCATGG Schmid- Hempel ve
Cr-GAPDHr GTTYTGCAGSGTCGCCTTGG Tognazzoet (2010)
Cr-ITS1f GGAAACCACGGAATCACCATAGACC  schmid- Hempel ve
Cr-ITS1r AGGAAGCCAAGTCATCCATCG Tognazzoet (2010)
Cr-Cytb F WTTRTTTTTTRTGRGATTTTG Schmid- Hempel ve
Cr-Cytb R CATAAACGYTCACAAT Tognazzoet (2010)

Cr-ITSf-807 CTCTGCGGGATTCCTTTGTA

Cr-ITSr-807  AGGAAGCCAAGTCATCCATC Ivan Meeus (2010)

2.5.1. Polimeraz Zincir Reaksiyon (PCR) Calismalari

Biitiin PCR reaksiyonlari, 1 pl (degisken konsantrasyon) DNA igeren toplam 25
ul’lik hacimde gerceklestirildi. Karisim, 1x Reaction- Buffer, 0.5 pl 0.2 mM dNTP’den,
1.25 pl 10 uM her bir primerin, 0.5U Taq DNA Polimeraz’dan olusmaktadir.
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Biitiin PCR reaksiyonlar1 asagidaki gibi yiriitiildii; 94°C’de 5 dakika baslangic
denatiirasyonu icin bekletildikten sonra 30 dongi halinde, zincirlerin ayrilmasi igin
94°C’de 30 saniye, kullanilan primerlere uygun olarak 30 saniye ¢esitli baglanma
sicakliklarinda bekletildi (Ornek, 1TS1=55°C, GAPDH=56°C, Cytb=50°C) ve sentez i¢in 1
dakika 72°C’ye maruz birakildi. Son olarak 10 dakika 72°C’de bekletilerek reaksiyon
tamamlandi. PCR reaksiyonundan olusan {iriinlerden 10 pl alinarak %2 agaroz jelde

yiiriitiildil.

2.5.2. PCR Uriin Saflastirilmasi

PCR fiirlinleri, E.ZN.A.® Cycle-Pure-Spin veya ExoSAP (Exonuclease I- Shrimp
Alkaline Phosphatase) metodu (Hanke ve Wink, 1994; Werle vd., 1994) kullanilarak
saflastirildi.

E.ZN.A.® Cycle-Pure-Spin igin asagidaki yol izlenildi: PCR iriinleri temiz
mikrosantrifiij tiipiine transfer edildi, bir miktar CP (Cycle-Pure) tamponu ilave edildi
(PCR iriintiniin biiytikliigiine gore). Karisim vortekslendi ve HiBind DNA Mini kolumun
yerlestirildigi toplama tiipiine aktarildi. Daha sonra karisim oda sicakliginda 13.000xg’da 1
dakika santrifiij edildi. Stvi kisim uzaklastirildi ve ayni toplama tiipiine kolum yerlestirildi.
DNA yikama tamponundan 700 pl eklendi ve 1 dakika 13.000xg’da santrifiij edildi. Sivi
kisim uzaklastirildi, ayn1 toplama tiipiine HiBind DNA Mini kolum geri yerlestirildi. Daha
sonra 500 pul DNA yikama tamponu eklendi, 13.000xg’da 1 dakika santrifiij edildi. Sivi
kisim uzaklastirildi ayn1 toplama tiiptine HiBind DNA Mini kolum geri yerlestirildi. Bos
HiBind DNA Mini kolum maksimum hizda 2 dakika santrifiij edildi, 1.5 ml santrifiij
tiipline yerlestirildi. Son {irlinlin istenilen konsantrasyonuna bagli olarak 30-50 pl Ellisyon
tamponu (10Mm Tris, pH=8.5) veya direk olarak kolum tam ortasina su eklendi. Oda
sicakliginda 2 dakika bekletildi. DNA’y1 ayristirmak i¢in 13.000xg’da 1 dakika santrifiij
edildi (Bu DNA’nin ortalama %80-90’nin1 gosterir).

ExoSAP (Exonuclease |- Shrimp Alkaline Phosphatase) metodu i¢in asagidaki yol
izlenildi: Bu metot sekanstan 6nce fazla ANTPs ve primerlerin kaldirilmasint saglar. 5 pl
PCR iirilinii i¢in 0.5 pl Eksoonukleaz I (20u/ul) ve 1 pul SAP (1u/pul) kullanildi. Karisim
37°C’de 15 dakika inkiibe edildi ve daha sonra 80°C’de 15 dakika etkisiz hale getirildi.
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DNA dizi analizi i¢in LGC Genomics GmbH Berlin/Almanya sirketine gonderildi.
Elde edilen DNA dizileri tiir tayinlerini dogrulamak i¢in PubMed GenBank’ta yer alan
DNA dizileri ile karsilastirild1 ve sonra filogenetik analizleri yapildi.

2.5.3. C. bombi’nin ITS Bolgesinin Cogaltilmasi1 ve DNA Dizi Analizi

Sekil 8’de gosterildigi gibi Cr-1TS-807 primeri C. bombi’nin ITS bolgesi
cogaltildiktan sonra olusan DNA bandi saflastirildi ve dizi analizine gonderildi. Ancak,

sekans basgarisiz oldu. ITS genin sekansini elde etmek i¢in molekiiler klonlama gereklidir.

2.5.4. C. bombi’nin GAPDH ve Cytb Genlerinin Cogaltilmas1 ve DNA Dizi
Analizi

Onceki Cr-Cytb primerlerin calismasina ragmen, toplam DNA ekstraktinda istenilen
biiyiikliikkte tek bir bant elde edilmedi. Bu nedenle ITS bdolgesinde oldugu gibi yeni
primerler dizayn edildi (Tablo 6). Ayni sekilde GAPDH i¢in de yeni primerler dizayn
edildi (Tablo 6). Primer giftlerinden sadece Cytb—Leis ve GAPDH-741 ile beklenen
bliylikliikte bantlar elde edildi (Sekil 8). Elde edilen PCR iiriinlerini saflastirmak icin
ExX0SAP metodu veya E.ZN.A.® Cycle-Pure-Spin kiti kullanilarak DNA dizi analizi
yapildi.

Tablo 6. Crithidia bombi’de farkli genleri ¢ogaltmak icin kullanilan diger primerler

Primerler Sekans Orijin
Cytb-TrypC-F  GACAGGAATTGAGAAGCGAGAGAG Barnabe
Cytb-TrypC-R CAAACCTATCACAAAAAGCATCTG vd.,2000
Cytb-Leis-F GGTGTAGGTTTTAGTTTAGG Luyo-Acero
Cytb-Leis-R CTACAATAAACAAATCATAATATATATACAATT  vd.,2004
Cytb-F-599 AAGCGGAGAGAAAAGAAAAGG Ivan Meeus,
Cytb-R-599 TCACAAAAACCATCAGAACTCA 2010
GAPDHF-741 CCGAGTACTTCGCGTACCAG Ivan Meeus,

GAPDHR-741 CGAGGATGCCCTTCATGT 2010
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255. C. bombi i¢in Kullanilan Cytb-Leis ve GAPDH-741 Primerlerin
Gecerliliginin Onaylanmasi

Sekans analizi, primerlerin dogru parazit genlerini ¢ogaltabilecegini ispatladi.
Bundan bagka farkli 6rneklerde performansi ve duyarlilii test edildi. Primer ¢iftlerini
onaylamak igin 4 farkli C. bombi enfekte yaban aris1 ve negative yaban arilari (n=4) ve
Cytb-Leis: 50°C, GAPDH-741: 56°C baglanma sicakliklari kullanildi.

2.6. Apicystis bombi Genlerin Farkli Primer Kombinasyonlariyla Cogaltilmasi

2.6.1. A. bombi’nin Cox1 Geninin Cogaltilmasi

Cox1 (cytochrome c oxidase 1) geni i¢in Cox1Greg ve GregCox1-Cyb primerleri
dizayn edildi (Tablo 7). Cox1Greg primeri i¢in, 56°C baglanma sicakligi, DNA

polimerazlar, sirasiyla 1.5 mM, 2.5 mM, 3.5 mM, 4.5 mM konsantrasyonlarda MgCl, gibi

adimlar denendi. Bununla birlikte her iki primer i¢in PCR sonug¢ vermedi.

Tablo 7. A. bombi’nin Cox1 genini ¢ogaltmak i¢in kullanilan primerler

Primerler Sekans Orijin
Cox1Greg-F TTGGDGGWGGWACWGGATG lvan Meeus. 2010
Cox1Greg-R TGCTANATCHACTGCTGCAT '
GregCox1-Cyb-2000F  TTGTTGCACATTTCCATTTTG
GregCox1-Cyb-2000R  GCACCCCAGAAACTCATTTG

Ivan Meeus, 2010

2.6.2. A. bombi’nin ITS Boélgesinin Cogaltilmasi ve Dizi Analizi

Literatlir ¢aligmasinda diger bir gregarinin ITS bdlgesini ¢ogaltabilen bazi farkl
primerler bulundu. Bunlar; ITS-F1 (5-CCAAATCATCTGAAGAATGAGAAA-3), ITS-
F2 (5'-CGCAAGTCATTAGCTTGTGC-3)), EndF/ASCO-28S-R (5'-
CCAGCATGGAATAACATGTAAGG-3'/5-CAGTGGGTAGCCTTGTC-3")’dir  (Tablo
8). Bununla birlikte ilk adim farkli MQCI, konsantrasyonlari denenmesine ragmen
beklenilen biiyiikliikte temiz bir bant (800 bp) olusmadi. Sonra enfekte ve enfekte omayan
yaban ar1 kullanarak EndF/ASCO-28-R primerleri 1.5 mM, 2.5 Mm, 3.5 mM, 4.4 mM
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MgCl, konsantrasyonlari ve 48°C’den 52°C’ye farkli baglanma sicakliklar: ile optimize
edilmeye ¢aligild (Sekil 15).

Tablo 8. A. bombi’nin ITS bolgesini gogaltmak i¢in kullanilan primerler

Primerler Sekans Orijin
ITS-F1 CCAAATCATCTGAAGAATGAGAAA Morales vd.,2005
ITS-F2 CGCAAGTCATTAGCTTGTGC Morales vd.,2005
ASCO-285-R  CAGTGGGTAGCCTTGTC Morales vd.,2005
EndF CCAGCATGGAATAACATGTAAGG Ivan Meeus, 2010

2.6.2.1. A. bombi’nin ITS Bolgesinin Molekiiler Klonlanmasi

Bir onceki adimda ¢ogaltilan ITS bolgesi jelden temizlendi ve DNA fragmentleri
Sticky-End klonlama protokoliinii kullanarak pJET1.2 vektoriine klonlandi. Blunting
reaksiyonu, her bir gen igin 10 pl 2x reaksiyon tamponu, 4 pl DNA fragmenti, 1 ul ddH,O,
2,5 ul DNA blunting enzim bir araya getirilerek 17,5 pl’lik hacimde buz igerisinde
gerceklestirildi. Karigim 70°C’de 5 dakika inkiibe edildi ve tekrar buza konuldu. Diger
yandan buzun i¢inde Ligasyon reaksiyonu i¢in 1 pl pJET1.2/blunt Cloning Vector (50
ng/ul), 1 ul T4 DNA Ligaz ve 0.5 pl dATP ile toplam 20 pl’lik karisim hazirlandi ve
blunting reaksiyon karigimina eklendi. Karisim vortekslendi ve damlalarin toplanmasi i¢in
3-5 saniye santrifiij edildi. Karisim oda sicakliginda (22°C) 1 saat inkiibe edildi. Daha
sonra transformasyon ic¢in rekombinant DNA molekiilleri kompotent hiicrelere
(Escherichia coli) aktarild: (40 uL competent hiicre + 2 pl ligasyon reaksiyon). Ornekler
30 dakika buz igerisinde bekletildi. Sicak sok igin 42 saniye 42°C’de bekletildikten sonra 2
dakika tekrar buza konuldu. Daha sonra onceden 42°C’de 1sitilmis 0,5 mL LB eklendi.
Ornekler 37°C’de 1 saat sallayicida sallandi. Daha sonra drneklerden 100 ul almarak
antibiyotikli agara ekildi. 1 gece 37°C’de inkiibe edildi. Secilen rekombinant DNA

plazmitlerin izolasyonu Plasmid Isolation Kit® kullarak yapildi.
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2.6.3. A. bombi’nin ITS Bélgesinin Cogaltilmasi I¢in Farklh Primer Grubunun
Kullanilmasi

A. bombi DNA’sinin ¢ogaltilmasi1 Tablo 8’deki primerlerle sonu¢ vermediginden
yeni primerler dizayn edildi (Tablo 9). A. bombi’nin 18S Rrna baz siras1 bilinir (Meeus
vd., 2010) ve ilgili parazitlerin 28S rRNA baz siralarinin birka¢i Gen bankasindan alindi.
Tablo 9’daki farkli primer gruplart kombine edildi ve standart PCR kosullar1 A. bombi
enfekte yaban arilart ve enfekte olmayan yaban arillarinin  performanslarini

degerlendirmede kullanildi (Sekil 16).

Tablo 9. A. bombi’nin ITS bolgesini ¢gogaltmak i¢in kullanilan primerler

F primerler (18S) ve Sekans R primerler (28S) ve Sekans
18SFa TTACGTCCCTGCCCTTTGTA 28SR1100a TCGGAGGGAACCAGCTACTA
18SFh CGTGATGGGGATAGACGATT  28SR1300a CATCGCCAGTTCTGCTTACC
28SF1100a TAGGGGCGAAAGACTAATCG  28SR2200 CGAGGCATTTGGCTACCTTA

2.6.3.1. A. bombi i¢in Kullanilan Yeni Primerlerin Gecerliliginin Onaylanmasi

Primer grubu 18SFa/28R1100a’nin duyarliligini onaylanmak istendi. A. bombi igin
21 farkli pozitif 6rnek test edildi. Bunlardan 16 6rnek kesin bir sekilde pozitif olarak
sonuglandi. Onceden o6rnekler pozitif iken 3’ii zayif pozitif ve 2’si negatif olarak
tanimlandi (Sekil 17).

2.7. Soliter Arilarda Tripanosomlar
2.7.1. Osmia cornuta’da Yeni Bir SE Tripanosom

Bu son kisimda, laboratuarda Belcika’dan toplanan soliter arilardan tripanosomlari
tespit etmek igin dizayn edilen primerler kullanildi. Soliter ar1 Osmia cornuta’da kesfedilen
yeni bir SE tripanosomdur. Bu 6rnek L1 olarak adlandirildi. Bunun 18S rRNA sekansi C.
bombi, C. expoeki, C. mellificae’den farkli oldugunu gosterdi ve bu c¢alismayla

Hymenoptera’y1 enfekte eden SE tripanosomu olarak belirlendi. Osmia cornuta’yr enfekte
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eden SE tripanosomun farkli tiir statiisii Cytb genin sekansi sayesinde filogenetik agac
cizilerek onaylandi (Sekil 19).

2.8. Filogenetik Analiz

Elde edilen biitiin DNA dizileri BioEdit (Hall, 1999, version 7.09) programi ile
diizenlendi ve Pubmed GenBank’ta blastlanarak GenBank’ta yer alan diger DNA dizileri
ile yiizde benzerlikleri belirlendi. Buradan elde edilen veriler izolatlarin morfolojik
tanimlamalarin1 dogrulamak i¢in kullanildi. DNA dizilerinin Cluster analizi ayni sekilde
BioEdit programini kullanarak Clustal W programi ile yapildi ve buradan elde edilen
veriler MEGA4 (Tamura vd.,2007) filogenetik programi yardimiyla Neighbor-Joining (NJ)
analizinde kullanildi. Aligment bosluklar1 kayip veri olarak degerlendirildi. Olusturulan
dendrogramlarin giivenilirligi MEGA4 programi kullanarak seg-bagla (bootstrap) analizi

ile 2000 tekrarli olacak sekilde (Felsenstein, 1985) test edildi.



3. BULGULAR

3.1. Crithidia bombi I¢in Segilen Genlerin PCR ile Cogaltilmalar

C. bombi ile enfekte olan yaban arailarindaki enfeksiyonu molekiiler olarak
belirlemek igin Cytb 5-WTTRTTTTTTRTGRGATTTTG-3'/5'-
CATAAACGYTCACAAT-3) ve GAPDH (5-TTYGCCGYATYGGYCGCATGG-3'/5'-
GTTYTGCAGSGTCGCCTTGG-3) ve vyeni dizayn edilen Cr-ITS-807 (5'-
CTCTGCGGGATTCCTTTGTA-3/5-AGGAAGCCAAGTCATCCATC-3) primerleri
kullanildi. Sirasiyla Cr-Cyth: 50°C, Cr-GAPDH: 56°C, Cr-1TS-807: 55°C sicakliklarda
farkli bantlar tiretti (Sekil 8).

1 2 Bt EiNraasiaet L 2. .3 .4 M

==> = haliic
d; 500bp

650 bp 5—%} ®c

a

Sekil 8. C. bombi’nin segilen farkli genlerinin %2 agaroz jeldeki goriintiisii. Hat 1: C.
bombi (-) (Negatif kontrol), Hat 2. C. bombi (+) (Pozitif kontrol), Hat 3: C.
bombi bagirsak (+) (C. bombi enfekteli bagirsak ekstrakti), Hat 4: Kontrol (Kalip
DNA icermeyen), M: Marker.

Cr-Cytb primerleri (solda) spesifik olmayan DNA bantlart (a) ve beklenilen
biiyiikliikkte bantlar (b) verdi. GAPDH primerleri (ortada) ise spesifik olmayan bantlar
tiretti (¢). Sadece Cr- ITS-807 primerleri (sagda) enfekte 6rneklerde beklenilen biiyiikliikte
bantlar verdi.

Cr-Cytb primerleri kullanilarak gergeklestirilen PCR C. bombi’yi saptayabilir.
Ciinkii, enfekte bagirsak ekstraktindan beklenilen biiyiikliikte (650 bp) tek bir bant elde
edildi (Sekil 8b). Bununla birlikte, yaban art DNA orneklerinde spesifik olmayan DNA
bantlar1 (300 bp) da ortaya cikt1 (Sekil 8a). Bu sonug, kullanilan primerlerin toplam DNA
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ekstrakti i¢in ¢ok uygun olmadigimi gosterdi. GAPDH genini ¢ogaltmak icin kullanilan
primerler PCR reaksiyonunda spesifik olmayan bantlar (900 bp ve 500 bp) iiretti (Sekil
8c). C. bombi genlerini belirlemek ve gogaltmak igin her iki primer siras1 (Cr-Cytb ve Cr-
GAPDH) o6nceden kullanilmistt (Schmid Hempel ve Tognazzoet, 2010). Bu ¢alismada
ilgili genleri belirlemek i¢in primerlerin bombus DNA’s1 ile reaksiyon gosterildi.

Yeni dizayn edilen Cr-1TS-807 primerler beklenildigi gibi reaksiyon verdi ve parazit
DNA’sina ait 800 bp biiyiikliigiinde ITS bolgesini ¢ogaltt1 (Sekil 8d).

3.1.1. C. bombi’nin GAPDH ve Cytb Genlerinin Cogaltilmasimin PCR ile
Cogaltilmalan

Onceki Cr-Cytb primerlerin ¢aligmasina ragmen, toplam DNA ekstraktindan yapilan
PCR sonucunda beklenildigi gibi tek bir bant goriilmedi (Sekil 8). Bu nedenle ITS
bolgesinde yapildigr gibi yeni primerler dizayn edildi (Tablo 6). Bunlardan sadece primer
cifti, Cytb-Leis (5-GGTGTAGGTTTTAGTTTAGG-3'/5'-
CTACAATAAACAAATCATAATATATATACAATT-3) ve  GAPDH-741  (5-
CCGAGTACTTCGCGTACCAG-3/5-CGAGGATGCCCTTCATGT-3) beklenilen
biiyiikliikte (Cytb-Leis: 900 bp, GAPDH-741: 700 bp) bantlar iretildi (Sekil 9).

PCR kosullart ve farkli primer giftlerinin test edilmesinden sonra her bir gen i¢in
beklenilen biiyiikliikte parazit DNA’sin1 ¢ogaltan bir primer ¢ifti tanimlandi (Sekil 9°daki
2. ve 3. hatlar). Enfekte olmayan yaban ar1 DNA orneklerinde bant gézlenmedi. Elde
edilen bantlarin parazit DNA’s1 olarak onaylanmasi i¢cin PCR {iriinleri DNA dizi analizine

gonderildi.
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1000bp — 5

M 1 2 3 4 1 2 3 4
: Cytb-Leis GAPDH-741

S eRan 700 bp
500 bp :

Sekil 9. Yaban arisi DNA Orneklerinin Cytb-Leis ve GAPDH-741 primerleriyle
cogaltilmasinin %2 agaroz jeldeki goriintiisii. Hat 1: C.bombi (-) (Negatif
kontrol), Hat 2: C. bombi (+) (Pozitif kontrol), Hat 3: C. bombi bagirsak (+) (C.
bombi enfekteli bagirsak ekstrakti), Hat 4: Kontrol (Kalip DNA igermeyen), M:
Marker.

3.1.2. Cogaltilan Genlerin Dizi Analizleri

3.1.2.1. Cytb-Leis Primerleri ile Cogaltilan Bolgenin Dizi Analizi

Cytb-Leis (5-GGTGTAGGTTTTAGTTTAGG-3/5'-
CTACAATAAACAAATCATAATATATATACAATT-3) ve GAPDH-741(5'-
CCGAGTACTTCGCGTACCAG-3/5'-CGAGGATGCCCTTCATGT-3') primer ¢iftlerinin
parazitin dogru genlerini ¢ogalttigin1 onaylamak ve baz siralarimi belirlemek igin elde
edilen PCR firlinleri dizi analizine gonderildi (Sekil 9). Analiz igin ileri primer ve
saflagtirma i¢in ExoSAP prosediiriiniin kullanildig1 ilk yontem basarisiz oldu. Geri
primerleriyle ve E.Z.N.A.® Cycle-Pure-Spin kiti kullanilarak dogru bir dizi analizi yapildu.

Sekil 11°de, Cytb-Leis primerleriyle elde edilen diziler BLAST arastirmasiyla en
yakin dizilerle karsilagtirildi. Elde edilen DNA iiriinii C. bombi izolati A1’in Cytb (Sekil
10) sirasi ile % 100 benzerlik gosterdi ve bu nedenle dizayn edilen primerler toplam bir
yaban ar1t DNA 6rnegi C. bombi DNA’sindan Cytb genini ¢ogalttt. BLAST sonuglari bir
filogenetik aga¢ olusturmak icin kullanildi.
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AATAAAATAACCATTAATAATAAACCTGTAAATTTATCTGGCACAGCCTTTAAAAAA
CCGAACAAGAATAAAAAAAATCATTCAGGTAATATCTTATCAGAAGTTTTTAATGTA
TCAACTATAACTCACGATTCTTCATGAAAAACAAAATATCAATTAATAAAAATAAAA
TACATCATACAAAATAAAATAAAAAATGCTAAAAACATATCTCTTAAATAAAATCAC
ATACAAAAACATAAACGTTCACAATAAAATGCAAAACGATCACAAAAACCATCTGA
ACTCATAAAATAATGTAAACAAAACAAATGCATTACAATAACTAAAATTAAAACAAA
TGGCAATAAAACATGCAACACATGTAATTTCAGTAACGTAAAATCATTAATAAATTC
ACTTCCTCAAATTCAATAACACAATCATAAACCAATAACTGGTACAGTGGCCAAAAT
ATTACTAAAAACTGTTAATCCTCAATAAGACATCATTGTACACGGTAAAACATAACCT
ATAAAACCTATTACAACAATAAAAATATAAATAACAAATCCAACAGCCCACACTAAA
ATATGAGTATCAAATAATATAATTAAAACGATTGCTTTAAAAATATGTACATACAAT
AAAAAAAATAATAATGACGTAAAACAATATGAACACTTCTAATAACAAATCCTAAAT
CAAAATCTCATAAAAATAATACAAAATATCAATTAGTACATATAAAGCAACTAAAAA
ATAATCATGCTAAACATATTCCACAAACAATTTGCATACATATAAAAAAACCTAA

Sekil 10. Crithidia bombi’nin Cytb gen bélgesinin baz siras1 (Gen Bank No: GU321188.1).

100 | Crithidia bombi A1
100 Cytb Leis primers

77 L Crithidia bombi A2

— Crithidia expoeki B2
B1 100 L— Crithidia expoeki B1

Crithidia mellifica

- | Endotrypanum monterogeii

a5 T | Leishmania equatorensis
Endotrypanum schaudinni

00— Leishmania naiffi

L Leishmania braziliensis

2 Leishmania amazonensis

a8 —-Ij Leishmania cf. major
100 Leishmania tropica

Trypanosoma cruzi CL Brener

— Trypanosoma equiperdum
10— Trypanosoma brucei

0.0z

Sekil 11. C. bombi’nin Cytb geninin benzerleriyle olan filogenetik iliskisi (MEGA4
programi kullanarak seg-bagla (bootstrap) analizi ile 2000 tekrarli olacak
(Felsenstein, 1985) sekilde test edildi).
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3.1.2.2. GAPDH-741 Primerleri ile Cogaltilan Bolgenin Dizi Analizi

Bir onceki islem GAPDH-741 (5-CCGAGTACTTCGCGTACCAG-3'/5'-
CGAGGATGCCCTTCATGT-3") primerleri i¢in de takip edildi. GAPDH-741
primerleriyle elde edilen diziler BLAST arastirmasiyla en yakin dizilerle karsilastirild:
(Sekil 13). Elde edilen DNA firiinii GAPDH siras1 (Sekil 12) ile %100 benzerlik gosterdi.
Bu nedenle dizayn edilen primerler toplam bir yaban ar1 DNA 6rneginden parazit C. bombi
DNA’sinin GAPDH genini spesifik olarak ¢ogaltabilir.

TCGATCTCCTGGATCGACGTGTCGCGGGTCGCGCGGAACGTCAGGTCCACCACCGAC
ACATCCGGCGTCGGCACGCGGAAGGACATGCCGGTCAGCTTGCCCTTCGTCGACGG
GATCACCATACCCACGGCCTTGGCGGCACCCGTCGTGGACGGGATGATGTTCACCGC
AGCAGCGCGGCCACCACGCCAGTCCTTGATCGACACGCCGTCCACCGTCTTCTGCGT
GGCAGTGTAGGAGTGGATGGTCGTCATCAGGCCGGTCTCGATGCCAAAGTTCTCCTT
CGTCAGCACGTGCACGATCGGGGCGAGGCAGTTGGTCGTGCAGGACGCGTTCGACA
CCACGTGGTGCGTCGCCGGGTTGTACTCGTGCTGGTTCACGCCCATCACGATCGTCT
TGGCACCGCCGGACGCCGGAGCGCTGATCACCACCTTCTTCGCGCCACCCTTCACGT
GGCCCTCAGCCTTCGCCTTGTTCGTGAACAGACCCGTCGACTCGATCACGTAGTCCA
CACCCAGCTTGCCCCACGGCAGGTCCGCAGGGTTGCGCTGCGCCTTCACGCACAGG
ATGCGGTGGCCGTTCACCACAAGCACATCCGGCTTCTTCACACCCGGCGAGCTCTTG
GCAACCTCCACCGTGTACTTCGGGCGACCGTGCACCGTATCAACTTCATCTGG

Sekil 12. Crithidia bombi’nin GAPDH gen bolgesinin baz sirasi (Gen Bank No:
GU321192.1).
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100 Leptomonas podilipaevi
67 L Leptomonas jaderae

36 Leptomonas seymouri
[F] Crithidia expoeki
Leptomonas pyrrhocons
el [ | Crithidia bombi
100! GAPDHR741
92 Cnithidia abscondita

98 Crithidia deanei

{ Crithidia insperata

a7 —— Leptomonas acus

98 Crithidia fasciculata
99 I_— Crithidia luciliae

Blastocrnithidia culicis

Herpetomonas samuelpessoai
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Sekil 13. Crithidia bombi’nin GAPDH-741 primerleriyle filogenetik analizi (MEGA4
programi kullanarak seg-bagla (bootstrap) analizi ile 2000 tekrarli olacak
(Felsenstein, 1985) sekilde test edildi).

3.1.3. C. bombi Icin Kullanllan Cytb-Leis ve GAPDH-741 Primerlerin
Gegerliliginin Onaylanmasi

Dizi analizi, Cytb-Leis ve GAPDH-741 primerlerinin dogru parazit genlerini
cogaltabilecegini gosterdi. Bununla birlikte, ayni1 primerlerin farkli 6rneklerdeki
performans ve duyarliligi da test edildi. Primer ¢iftlerini onaylamak i¢in C. bombi ile
enfekte 4 farkli yaban aris1 ve negatif kontrolleri kullanilda.

Her iki primer ¢ifti de biitiin negatif yaban ar1 6rneklerini negatif olarak gosterdi ve
bu nedenle %100 spesifik olarak kabul edildi. Bununla birlikte, %25 hatayla 4 pozitif
ornekten sadece 3’0 dogru sonu¢ verdi ve bu da primerlerin diisilk hassasiyete sahip

oldugunu gosterdi (Tablo 10).

Tablo 10. Farkli primer ¢iftlerinin hassasiyeti ve 6zgiilliikleri

Primerler Spesifisite Hata negatifler Hassasiyet Hata pozitifler
Cytb-Leis 4/4 (%100) 1/4 3/4 (%75) 0/4
GAPDH-741 4/4 (%100) 1/4 3/4 (%75) 0/4
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Kullanilan enfekte yaban arilar1 bu primerler sayesinde belirlenebilen bir c¢ok
parazite sahip olabilir. Bununla birlikte, pozitif bir 6rnegin negatif sonucu da meydana
gelebilir. Ciinkii, yaban aris1 primer sekansinda bir mutasyonla farkli bir haplotiple enfekte
olabilir. Bu sorular agikliga kavusturmak ve farkli haplotipleri bulmak i¢in dizi analizi

gereklidir.

3.2. Apicystis bombi’nin ITS Bolgesinin PCR Sonuglari

Literatiirden bir gregarinin ITS bolgesini ¢ogaltabilen bazi1 farkli primerler
bulunmaktadir. Ancak, bu primerlerle PCR da sonug¢ vermedi (Tablo 8). Bu olumsuzlugu
ortadan kaldirmak i¢cin daha sonra enfekte yaban arilar1 kullanilarak MgCl;

konsantrasyonlari ve baglanma sicakliklar1 optimize edilmeye ¢alisildi.

3.2.1. Farkhh MgCl, Konsantrasyonlarin PCR’a Etkisi

MgClI, miktarindaki artig, farkli biiyiiklikte DNA bantlarinin olusmasina neden oldu
(Sekil 14). Ciinkii, A. bombi’de ITS’in mevcut uzunlugu hakkinda su anda kesin bir bilgi
olmamasina ragmen, beklenilen uzunluk birka¢ baz c¢iftinden yiiz baz ciftine kadar
ulasabilir. Bununla birlikte, EndF primerleriyle en biiyiikk bantlar (900 bp) daha dogru
olabilirken (Sekil 14b), 1TS2 primerleriyle goziiken bantlar (400 bp) ¢ok kiigiiktiir (Sekil
14a). Buna ilave olarak 2.5 mM MgCI, konsantrasyonunda belirgin bir DNA bandi olustu.
EndF/ASCO-28S-R primerleri farkli MgCl, konsantrasyonlarinda (1.5 mM, 2.5 mM, 3.5
mM) ve farkli baglanma sicakliklarinda (48°C ve 52°C) enfekte ve enfekte olmayan yaban

ar1 6rneklerini karsilastirilarak optimize edildi (Sekil 15).
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Sekil 14. A. bombi’nin ITS bolgesinin farkli primerlerle farkli MgCl,
konsantrasyonlarinda ¢ogaltilmasi. ITSF1/ASCO-28-R (solda), ITSF2
/ASCO-28S-R (ortada) ve EndF/ASCO-28S-R (sagda). Hat 1: 1.5 mM,
Hat 2: 2.5 mM, Hat 3: 3.5 mM, Hat 4: 4.5 mM MgCl, ve M: Marker.

3.2.2. Farkh Baglanma Sicakhiklarin PCR’a Etkisi

Enfekte olmayan ve A. bombi enfekte 6rnekden izole DNA &rnekleri EndF/ASCO-
28S-R  (5-CCAGCATGGAATAACATGTAAGG-3/5-CAGTGGGTAGCCTTGTC-3)
primer c¢iftleriyle cogaltildi. Reaksiyonda 1.5 mM, 2.5 mM ve 3.5 mM MgCl;
konsantrasyonlar1 kullanildi ve baglanma sicakligi da 48°C’den 52°C’ye arttirildu.

Pozitif 6rnekte beklenilen biiyiikliikte tek ve temiz bir bant gézilkmemesine karsin,
analiz edilmesi gereken karigik bir bant 6rnegi ortaya ¢ikti. Negatif rneklerde ise spesifik
olmayan DNA bantlaridir, sadece A. bombi pozitif 6rneklerde goriinen yaklasik 800 bp
olan tek bant en biiyiikk DNA bantidir (Sekil 15). Parazite spesifik olan bu DNA bantini
tamimlamak i¢in sekans analizi gereklidir. Ancak, C. bombi’nin ITS bolgesinin direkt
sekans1 basarili olmamisti. Bu nedenle, PCR {iriinliniin molekiiler klonlanmasi ve 800

bp’lik tek bantin sekansi gereklidir.
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A.bombi (+) A.bombi (-)

800 bp

Sekil 15. A. bombi enfekte ve enfekte olmayan 6rneklerin EndF/ASCO-28S-R
primer c¢iftiyle farkli MgCl, konsantrasyonlarinda ve farkli baglanma
sicakliklarinda ¢ogaltilmasi.((a) 48°C, (b) 52°C, MgCl, konsantrasyon
Hat 1: 1.5 mM , Hat 2: 5 mM ve Hat 3: 3.5 mM, M: Marker)

3.3. ITS Bolgesinin Klonlama Sonuglar:

PCR iriinii sonucu {iretilen 800 bp bant (Sekil 14b) Sticky-End klonlama
prosediiriine gore klonlandi. Klonlamadan sonra sadece 3 plazmit, 800 bp’e es bir fragment
icerdi. Bu plazmitler saflastirildt ve DNA konsantrasyonlar1 nanodrop ile 6lgiildii (Tablo
11). Plazmitler dizi analizine gonderildi ve siralar belirlendi. Bununla beraber blast analizi
fragmentin attk DNA oldugunu ortaya koydu. Sonug olarak, primerlerin ITS bolgesini

cogaltamadig gosterildi.

Tablo 11. 800 bp fragmenti igeren 3 plazmitin ¢ogaltilma 6zellikleri

) DNA yogunlugu
Klon DNA miktar1 (ng/pl) 260/280 260/230
A. bombi (klon1) 423 1,77 1,93
A. bombi (klonb) 47,8 1,51 1,88
A. bombi (klon8) 162,9 1,55 1,95

3.3.1. A. bombi ITS Bolgesi I¢in Secilen Farkh Primerlerin PCR ile Cogaltilmasi

Farkli primerlerin degerlendirmesinde, Tablo 9’da belirtilen 4 primer grubu

18Fa/28SR1100a (5-TTACGTCCCTGCCCTTTGTA-3/5'-
TCGGAGGGAACCAGCTACTA-3), 18SFh/28SR2200
(5'CGTGATGGGGATAGACGATT-3/5'-CGAGGCATTTGGCTACCTTA-3'),

18SFb/28SR1100a (5-CGTGATGGGGATAGACGATT-3'/5'-

TCGGAGGGAACCAGCTACTA-3), 18SFb/28SR1100b (5
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CGTGATGGGGATAGACGATT-3/5-TCGGAGGGAACCAGCTACTA-3) sadece
pozitif 6rneklerde beklenilen biiyiikliikte bir bant olusturdu (Sekil 16). Diger primer ciftleri
genel olarak ¢ok kii¢iik bantlarla sonug¢landi. Pozitif 6rneklerde, sadece ilk 4 kombinasyon

yogun bir DNA band: iiretti.

« 1000 bp

«——  500bp

Sekil 16. Farkli primerlerle A. bombi ITS bolgesinin ¢ogaltilmasi. (+ : A. bombi enfekte
ornekler, - : enfekte olmayan 6rnekler) ve M: Marker. Her iki 6rnek i¢in soldan
saga primerler: Hat 1: 18Fa/28SR1100a; Hat 2: 18SFb/28SR2200; Hat 3:
18SFb/28SR1100a; Hat 4: 18SFb/28SR1100b; Hat 5: 28SF/28SR2200; Hat 6:
28SF/28SR1300b; Hat 7: 28SF/28SR1300a).

3.3.1.1. Primer Grubu 18SFa/28R1100a’nin Gegerliligin Onaylanmasi

A. bombi i¢in 21 farkli pozitif 6rnek test edildi. 5-TTACGTCCCTGCCCTTTGTA-
3'/5-TCGGAGGGAACCAGCTACTA-3' siralarina sahip primerlerin kullanildigi 16 6rnek
net bir sekilde pozitif olarak goriildii (Sekil 17). Onceden drnekler pozitif iken 3’ zayif
pozitif ve 2’si negatif olarak belirlendi. Enfekte oldugu bilinen 21 6rnegin 19’u yine pozitif

olarak belirlendi. Sonugta primer hassasiyeti %90 olarak hesaplandi.
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Sekil 17. Farkli A. bombi pozitif ar1 orneklerin 18SFa/28R1100a primerin ¢ogaltilmasi.
Sirasiyla (Ilk jel igin) Hat 1: 16R; Hat 2: 3T; Hat 3: 6T; Hat 4: 9T; Hat 5: 10T;
Hat 6: 12T,; Hat 7: 13T; Hat 8: B10; Hat 9: 14T, Hat 10: 15T, Hat 11: 17T, Hat
12: 18T, Hat 13: 9T; Hat 14: 20T, Hat 15: 11T; sirastyla (ikinci jel i¢in) Hat 8:
B10; Hat 16: B5; Hat 17: B6; Hat 18: B7; Hat 19: B8; Hat 20: B9; Hat 21: 11T.

3.4. Soliter Ar1 Osmia cornuta’da Yeni Bir SE Tripanosom DNA Dizi
Onaylanmasi

Bu calismada, Belcika’dan toplanan soliter ar1 enfeksiyonlarini karakterize etmek
icin dizayn edilen primerler kullanildi. Cr-1TS-807 (5-CTCTGCGGGATTCCTTTGTA-
3’1 5-AGGAAGCCAAGTCATCCATC-3’) primeri kullanilarak yapilan PCR sonucunda
soliter ar1 Osmia cornuta’da yeni bir SE (slowly evolving) tripanosom kesfedildi. Bu 6rnek
L1 olarak adlandirildi. Bu 6rnegin dizi analizi parazitin C. bombi, C. expoeki ve C.
mellificae’den farkli oldugunu gosterdi.

ITS1 bolgesi tamamen farkli iken Cr-1TS-807 primerleriyle ITS bdlgesini klonlamast
sadece 2 mutasyonla 18S rRNA’smin C. bombi’ye benzer oldugu sonucunu ortaya ¢ikardi
(Sekil 18). Osmia cornuta’yr enfekte eden SE tripanosomun farkli tiir statiisii Cytb genin
dizi analizi ile onaylandi (Sekil 19). Filogenetik agag, bal arilarinda bulunan C. mellifica ve
yaban arilarinda bulunan C. bombi ve C. expoeki tripanasomlarinin O. cornuta’da bulunan

tripanosomdan ayri oldugunu net bir sekilde ortaya koydu.
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Sekil 18. Cr-ITS-807 primer c¢iftiyle elde edilen Osmia cornuta’yr enfekte eden
tripanosomun DNA dizisi
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Sekil 19. SE tripanosom enfekte Osmia cornuta (MEGA4 programi kullanarak seg-
bagla (bootstrap) analizi ile 2000 tekrarli olacak (Felsenstein, 1985) sekilde
test edildi).



4. TARTISMA

Yaban ar tiirlerin yaygin bir sekilde azalmasi hem cicekler hem de {iriinler igin
tozlasma servislerinde dnemli diisiislere neden olmaktadir. Islenmemis cicekli cayirlar
yaban arilarin en 6nemli habitatlarindan biridir. Ancak, tarimdan dolayr tiim diinyada
yaban arilar1 sayisinda 6nemli azalmalar olmustur. Bu habitat alanlarin yenilenmesi yaban
ar1 populasyonlarini artirabilir ve islenmis alanlar yakininda tozlasma servisleri kurulabilir
(Carvell, 2002; Carvell vd., 2007). Ayrica, yonca asilanmasi ile de 6nemli faydalar elde
edilebilir (Ornek., Trifolium pratense). Ciinkii yonca, azalan bircok yaban ari tiirlerin
onemli bir besin kaynagidir.

Pestisit zehirlemesi yaban ar1 azalmasinda etkili olmakta (Thompson ve Hunt, 1999;
Thompson, 2001) ve yaban arilari igin pestisitlerin tehlikelerinin risk degerlendirmesi
yetersizdir (Thompson ve Hunt, 1999). Ek olarak yaban arilar1 iizerinde pestisitlerin
oldiirticii etkilerini agik bir sekilde degerlendirmeye ihtiyag vardir.

Sera tozlagmasi i¢in ticari olarak yetistirilen yaban arilar1 arasinda patojenler
yaygindir (Goka vd., 2000; Houbert vd., 1986; Kwon vd., 2003; MacFarlane vd., 1995;
Niwa vd., 2004; Otterstatter vd., 2005; Whittington ve Winston, 2003). Bununla birlikte,
seralardan kacan ticari kolonilerdeki arilarin biiyiik bir kismi imkan dahilinde yerel arilarla
cigekleri paylagsmaktadir (Whittington vd., 2004). Boyle durumlarin, hastaliklarin
taginmasina sebep olabilecegi diisiiniilmektedir. Bu nedenle, ticari yaban arilarindan yerel
yaban arilara hastalik tasinmasina ‘patojen dagilimi’ olarak adlandirildi (Power ve
Mitchell, 2004). Aslinda, ingiltere’nin Leamington bdlgesinde ticari seralarin yakininda
beslenen yerel yaban arilarin %15°i ve Exeter Bolgesinde ise %27 sinde intestinal patojen
Crithidia bombi enfeksiyonu oldugu bulundu. Ancak, baska bir yerden toplanan yaban
arilarda herhangi bir enfeksiyon tespit edilmedi. Bundan baska, Leamington bélgesinde
seralara yakin yaban arilar1 arasinda ikinci intestinal patojen Nosema bombi’ye daha fazla
rastlanildi. Her iki patojen, C. bombi ve N. bombi ticari arillarinda yaygindir (Otterstatter
vd., 2005; Whittington ve Winston, 2003) ve cicekler sayesinde yerel arilara yayilma
gerceklesebilir (Durrer ve Schmid- Hempel, 1994; Schmid- Hempel , 1998). Tam tersine,
ticari yaban arilarinda varligi bilinmeyen patojen Apicystis bombi patojeni biitiin

bolgelerde yakin seviyelerde tespit edildi.
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Kanada’da ticari yaban arilarin kullanimindan 6nce, MacFarlane (1974) ve Liu
(1973) Giiney Ontario’da (ortalama arilarin %2’sinden az) yerel arilarda ¢ok az bir oranda
C. bombi ve N. bombi enfeksiyonu tespit edildi. MacFarlane, Liu ve arkadaslar1 (Belwood
ve Guelph) tarafindan Orneklenen ayni alanlarin tekrar incelendiginde, intestinal
patojenlerin sadece ticari seralara uzak yerlerde az oldugu kararina varildi (ortalama
enfekte arilarin %4’tinden az). Ticari yaban arilarindan seralara yakin yerel arilara
patojenlerin dagilimi biiyiik olasilikla bu drneklerin sebebidir.

Yerel ve ticari arilar arasinda patojen yayilisina tam olarak tanik olamayisimiza
ragmen (benzer tarlalarda), bu durumun mevcudiyeti giiglii bir sekilde diisiiniilmektedir.
Ciinkii, Leamington (Morandin vd., 2001) ve Exeter bolgelerindeki (M.C. Otterstatter,
kigisel arastirma) seralardan sik sik kagan ticari yaban arilarmin olmasi, bunlarin sera
disinda cesitli bitki tilirlerini ziyaret etmesi ve ortak paylasilan ¢icek kullanimi yaban arilari
(Durrer ve Schmid-Hempel, 1994) ve koloniler (Imhoof ve Schmid-Hempel, 1999)
arasinda intestinal protozoonun tasinmasi i¢in yeterlidir. Bundan baska, 2003-2005
boyunca Kanada Toronto Universitesi Zooloji Laboratuarinda yapilan calismalar
patojenlerin yiiksek bir yayginligini ortaya ¢ikardi. Yine de onlarin yerel benzerlerine kars:
yaban ar1 durumunun riskini tamamen degerlendirmek i¢in ticari ve yerel populasyonlar
arasinda patojen yogunlugunu acik bir sekilde karsilastiran baska caligmalara ihtiyag
vardir. Leamington ve Exeter’de tiim yaban arilar1 arasinda incelenen patojen yogunlugu
hastaligin yaban arilar1 arasinda yayilabilecegini gostermektedir. Ciinkii, ortak besin
kaynaklarinda hayvanlarin birlesmesi enfeksiyonun meydana gelmesini saglar (Dobson ve
Foufopoulos, 2001). Eger, enfekte isciler kendilerinden baska kolonilere girerse, ticari
yaban arilardan yerel yaban arilara patojen yayilmasi miimkiindiir (Schmid-Hempel, 1998).
Bu ticari yaban arilarinda neden trakeal bit L. buchneri nin yaygin oldugunu agiklayabilir
(Goka vd., 2000). Bununla birlikte, isgiler yolu ile yaban arilar1 arasinda patojen yayilimin
olup olmayacagina karar vermek icin daha fazla ¢aligmalara ihtiyag vardir.

Son caligmalar, Kuzey Amerika ve Avrupa’da yerel yaban ar1 populasyonlarinin
azalmakta oldugunu gdstermektedir (Williams vd., 2005). Habitat kaybi (Osborne ve
Corbet, 1994; Williams, 1986) ve arilarda artan rekabetin (Goulson, 2003; Thomson, 2004)
bu azalmalara katkida bulundugu disiiniilmesine ragmen, bir ¢ok durumda sebepler
anlasilmaz kalmaktadir (Goulson vd., 2005). Onemli &lgiide, patojen kaniti olmasina

ragmen, hastaliklarin rolii bu hususta yeterince dikkate alinmadi. Ornegin, C. bombi yaban
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ar1 kolonilerin %40’ 1nin {ireme verimini (Brown vd., 2003) ve besin azliginda is¢ilerin
yasamasini %50 azaltabilir (Brown vd., 2000).

Kuzey Amerika’da N. bombi patojeninin de ticari olarak yetistirilen B. occidentalis
populasyonlarinin azalmasina Katkida bulunabilecegi diistiniilmektedir (Whittington ve
Winston, 2004).

Biiyiik arilarin yem aramaya (Goulson vd., 2002) daha fazla vakit ayirma egilimleri
onlar1 daha fazla enfeksiyon riskine maruz birakir. Ciinkii, ticari arilar biitiin y1l boyunca
genis seralarda kullanilir, patojenlerin dagilimi yerel arilar aktif oldugunda ilkbahar ve yaz
aylar1 boyunca devamli olarak meydana gelir. Bugiinlerde, Avusturalya, Israil, Japonya ve
Kuzey Amerika bolgeleri ve Avrupa (Asada ve Ono, 2002; Dag ve Kammer, 2001; de
Ruijter,1997; Hingston, 2005) ve ayrica, Amerika Birlesik Devletleri, Kanada (Stubbs ve
Drummond, 2001; Whidden, 1996) ve Yeni Izlanda’da (Griffin vd., 1991) agik meyve
bahgelerinde yaban arilar1 kullanilmaktadir.

Mikroparazitler durumunda parazit taranmasi pahali olacaktir. Ticari yetistirme
islemleri icinde steril teknik kullanilmasi gerekmektedir. Molekiiler tekniklerin
gelistirilmesi (Meeus vd., 2010) taramalar1 kolaylastirabilir ve hizlandirabilir. Ek olarak,
RNA teknolojisinin son ¢alismalart (Maori vd., 2009) ve bakteriyel topluluklar (Forsgren
vd., 2010) yaban arilar1 hastalik ve parazitleri tedavi etmesinde kullanilabilir.

Parazitler giiclii bulasicidir, yeni gelistirilen tedaviler (RNA1 veya probiyotik bakteri)
nesil tiikenmesini aza indirmeye yarayan yol olabilir. Sonug¢ olarak, dogal ve ticari
populasyonlar arasinda etkilesimi 6nlemek icin ulusal seviyede politik kararlarin alinmasi
gereklidir. Kuzey Amerikan Polinasyon Koruma Sirketi gibi bilim adamlari, ulusal
kurumlar ve ticari yetistiriciler ayn1 amag i¢in ortak bir ¢aba sarf ederse patojen dagilimi
tehditi ortadan kalkabilir.

Trypanosomatidae familyas1 morfolojik donemlerini yorumlamadaki zorluklardan
dolay1 hala bir¢ok taksonomik zorluklar ortaya g¢ikarir (McGhee ve Cosgrove, 1980;
Podlipaev vd., 2004; Westenberger vd., 2004; Yurchenko vd., 2008). Bugiinlerde
trypanosomatid tiirlerini siiflandirmak ve tanimlamak i¢in molekiiler marker stirekli
olarak kullanilmaktadir (Ornek; Banuls vd., 2000; Desquesnes vd., 2002; Hamilton vd.,
2005; Kostygov vd., 2004; Maslov vd., 2007; Yurchenko vd., 2009). Ek olarak,
populasyon calismalari tiirler aras1 yogunlugu ortaya cikarir (Ornek; Brisse vd., 2000;
Brisse vd., 2001; Cuervo vd., 2004; Da Silva vd., 2004; Tibayrenc, 2003). Maalesef cins

Crithidia i¢in sadece birka¢ genetik bilgi mevcuttur. Buna ragmen, bircok filogenetik
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calismalarda kiiciik altbirim ribosomal RNA (SSU rRNA veya glikosomal gliseraldehit
fosfat dehidrogenaz (gGAPDH) kullanilarak cins Crithidia’nin bir biitiin olarak
monofiletik olmadigimi gostermistir. (Hamilton vd., 2004; Hamilton vd., 2007; Hollar ve
Maslov, 1997; Hughes ve Piontkivska, 2003; Maslov vd., 1996; Podlipaev vd., 2004).
ITS1 bolgesi yiiksek polimorfizimden dolayr soy ¢esitliligi kapsamindaki ¢alismalar igin
¢ok uygundur. ITS1 polimorfizimi kullanilarak Trypanosoma rangeli’nin en az aym
soydan gelen 4 ayri1 organizma tanimlandi (Da Silva vd., 2004). Ayrica, ITS1’in fragment
uzunluk degiskenligini bir agaroz jel iizerinde gorsellestirebilecegini bulundu (Da Silva
vd., 2004).

Calismamizdaki amag, C. bombi ve A. bombi’nin Cytb, GAPDH, ITS genlerini
cogaltabilecek farkli ve yeni primerler dizayn etmekti. Bu primerler parazite spesifik ve
yaban aridan paraziti saflastirmadan kullanilmaktaydi. Her iki Cytb ve GAPDH
mitokondrial genlerin siras1 PCR iriin saflagtirmasindan sonra dizi analizi ile elde
edilebilir. Primerlerin gegerliligin onaylanmasi, onlara spesifik olacagini gosterdi, bu
nedenle duyarlilik diisiik oranda %75 olarak hesaplandi. Duyarliligi daha dogru
hesaplamak i¢in deneylerin daha biiylik sayilarla tekrarlanmasina gerek vardir. Simdi
ileriki adim farkli enfekte C. bombi yaban arilari sekanslamaktir ve her iki mitokondrial
genlerin farkli C. bombi tiirleri arasinda farkliliklari gérmek igin degisken olup
olamayacagimi gormektir. C. bombi’nin son derece degiskenlik gosteren ITS igin goklu
haplotipleri 6nceden tanimlandi (Schmid-Hempel ve Tognazzoet, 2010), sekans
basarisizdi. Bu nedenle PCR fiirlinlerinin molekiiler klonlanmasina ihtiyag vardi.

llgili parazitlerin sekans bilgilerinin azligindan dolayr A. bombi i¢in primer dizayni
daha zordu. Cox1 igin dizayn edilen farkli primerler basarisiz oldu. Hatta farkli baglanma
sicakliklarr, MgCl, konsantrasyonlar1 ve farkli DNA polimerazlar1 deneyerek yapilan ¢oklu
optimizasyon adimlarindan sonra bile basarisiz oldu. ITS bdlgesi daha basariliydi. Ancak,
yine de sekansin dogru okunmasi i¢in klonlamaya ihtiya¢ vardi. 18SFa/28R1100a (5'-
TTACGTCCCTGCCCTTTGTA-3/5-TCGGAGGGAACCAGCTACTA-3) primer
ciftinin gegerliligi kabul edildi ve duyarlilik %90 olarak belirlendi. ITS bolgesinin bilinen
bu yiiksek degiskenligi bu primer c¢iftini A. bombi’nin farkli haplotiplerini bulmak igin
uygun yapar. Bu nedenle, amacimizda belirttigimiz gibi yaban arilarin iki 6nemli
protozoon parazitlerin farkli haplotiplerini bulmak i¢in ihtiya¢ duyulan molekiiler araclar
gelistirdik. Bundan sonra yerel arilardan ticari arilara patojen dagilimi olup olmadigini

ortaya ¢ikarmak i¢in genis ¢apta arastirmalar yapilmalidir.



o1

Calisgmamizda, ayrica kullandigimiz primerlerin yaban arilarin parazitik tiirlerine
siirli olmadigini gosterdi. Yani bu primerlerle de diger arillarda parazit tanimlanabilir.
Soliter ar1 Osmia cornuta’da tripanosomlara ait yeni bir parazit tanimlandi ve bunun yeni
bir tiir olarak Onerilmesi icin taksonomik ve mikroskobik olarak tanimlanmasi

gerekmektedir.



5. SONUCLAR

Bu c¢alisma sonucunda arilarda protozoon parazitlerin taranmast i¢in molekiiler

teknikler gelistirildi ve bu tekniklerin duyarlilifi hesaplandi. Ayrica taksonomik ve

mikroskobik olarak tanimlanmasi beklenen tripanosomlara ait yeni bir parazit tespit edildi.

Calismada ulasilan sonuglar agsagidaki gibi siralanabilir.

1.

Cytb, GAPDH, ITS’i g¢ogaltabilen Crithidia bombi igin farkli primerler dizayn
edildi.

Her iki Cytb ve GAPDH mitokondrial genlerin sirast PCR iiriin saflagtirmasindan
sonra dizi analizleri yapildu.

Daha sonra Cytb-Leis (5-GGTGTAGGTTTTAGTTTAGG-3'/5'-
CTACAATAAACAAATCATAATATATATACAATT-3) ve GAPDH-741 (5'-
CCGAGTACTTCGCGTACCAG-3/5-CGAGGATGCCCTTCATGT-3)
primerlerin gecerliligin onaylanmasi i¢in bagka ari tiirlerinde test edildi ve bu her
iki primer ¢iftinin % 75 duyarlili§a sahip oldugu hesaplandi.

Apicystis bombi’nin ilgili parazitlerin DNA dizi bilgilerinin azligindan dolay:
primer dizayn etmek zordu. Cesitli optimizasyon adimlardan sonra bile Cox1 i¢in
dizayn edilen farkli primerler basarisizdi. Bunun yaninda ITS bolgesi daha
basariliydi.

Apicystis bombi i¢in 18SFa/28R1100a (5-TTACGTCCCTGCCCTTTGTA-3'/5'-
TCGGAGGGAACCAGCTACTA-3') primer ¢iftinin gegerliligi kabul edildi ve bu
primer ¢iftinin % 90 duyarliliga sahip oldugu hesaplandi.

Osmia cornuta’da tripanosomlara ait taksonomik ve mikroskobik olarak

tanimlanmas1 beklenen yeni bir parazit tanimland.



6. ONERILER

Bu calismada yaban arilarin azalmasina neden olabilecegi diisiiniilen iki O6nemli
parazit olan Crithidia bombi ve Apicystis bombi’nin tanimlanmasi i¢in yeni dizayn edilen
primerler kullanildi. Ayrica bu primerler duyarliligmin 6l¢lilmesi i¢in ¢esitli ar tiirleri
tizerinde gegerliligi onaylandi. Calismada ulasilan sonuglardan hareketle, gelecek
calismalara yonelik olarak asagidaki hususlar belirlendi.

1. Yaban ar1 populasyonlarinin uzun siire gézetimi, yaban arilarin su anki statiistinii
daha iyi anlamamiz ve yapilacak olan ¢alismalarin temelini kurmak igin
gereklidir.

2. Yerel arilardan ticari arilara patojen dagilimi olup olmadigini kesin olarak ortaya
cikarmak igin genis ¢apta aragtirmalar yapilmalidir.

3. Dizayn edilen primerler baska ari tiirlerinde parazit taranmasinda kullanilabilir.

4. Primerlerin duyarliligmi daha dogru hesaplamak igin deneylerin daha biiyiik
sayilarla tekrarlanmasi saglanabilir.

5. Osmia cornuta’da yeni tiir olma ihtimali olan tripanosomun tiir tayinleri daha ileri

molekiiler metotlarla yapilabilir.
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