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Son yıllarda ekosistem bütünlüğü ve gıda güvencesi açısından pollinatörlerin önemi sürekli 

artmaktadır. Bu önemlerine karĢılık, çeĢitli parazit ve patojenlerin etkisiyle polinatörler güç 

kaybına uğramakta ve sayıları her geçen gün azalmaktadır. Polinatörlerdeki bu parazitlerin hızlı ve 

kesin bir Ģekilde tespit edilmesi amacıyla yapılan bu çalıĢmada, moleküler olarak tanımlanan 

(Meeus vd., 2010) iki önemli yaban arısı paraziti olan Crithidia bombi ve Apicystis bombi‟nin 

tespiti için moleküler yöntemler geliĢtirildi. Cytb, GAPDH ve ITS genleri için primerler dizayn 

edildi. Crithidia bombi için Cytb-Leis (5'-GGTGTAGGTTTTAGTTTAGG-3'/5'-

CTACAATAAACAAATCATAATATATATACAATT-3') ve GAPDH-741 (5'-

CCGAGTACTTCGCGTACCAG-3'/5'-CGAGGATGCCCTTCATGT-3') primerlerin geçerliliği 

baĢka arı türlerinde test edildi ve  %75 duyarlılığa sahip olduğu hesaplandı. Apicystis bombi için 

18SFa/28R1100a (TTACGTCCCTGCCCTTTGTA- TCGGAGGGAACCAGCTACTA) primer 

çiftinin geçerliliği kabul edildi ve %90 duyarlılığa sahip olduğu hesaplandı. Sonraki çalıĢmalar beli 

bir coğrafik bölgede belli bir türün genetik orijini ortaya çıkarabilir ve bu parazitin yerel veya 

yaban arıların ticari taĢınmasından dolayı meydana gelen patojen dağılımından olup olmadığını 

kanıtlayabilir. 

Ayrıca, soliter arılarda bir protozoon parazit araĢtırmasında Osmia cornuta‟yı enfekte eden 

yeni bir tripanosom bulundu. Muhtemelen soliter arılar, Apicystis bombi parazitini bir araç olarak 

kullanmaktadır. 
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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. 
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1. GENEL BİLGİLER 

 

1.1. Giriş 

 

Çiçekli bitkilerde tohum ve meyve oluĢması için çiçeğin anterlerinde meydana gelen 

polenlerin herhangi bir yolla diĢi organ üzerine taĢınması gerekmektedir. Bu olaya 

tozlaĢma adı verilir. TozlaĢma meyve oluĢumu için ilk ve önemli bir aĢamadır (Gürel, 

1997). Bitki kendi poleni ile tohum ve meyve bağlıyorsa kendine döller, kendi poleni ile 

döllenmeyi engelleyecek mekanizmalara sahip ise kendine kısırdır. Bazı bitki türleri ise 

poleni yine aynı türden fakat, farklı bir bireyden alarak tohum ve meyve oluĢturur. Buna 

yabancı tozlaĢma adı verilir. Kendine döller bitkilerde bile yabancı tozlaĢma olduğunda 

daha kaliteli ve fazla ürün elde edilmektedir. Bitkilerde tozlaĢma değiĢik yollarla meydana 

gelir. Bunun büyük bir bölümü rüzgar ve böcekler yardımıyla olmaktadır. Böcekler içinde 

en ideal ve etkili tozlayıcı ise arılardır (Özbek, 2002a).  

Dünyada 25.000, ülkemizde 2000‟e yakın türü bulunan arılar, yabancı döllenmeye 

ihtiyaç duyan kültür bitkileri ve yabani bitkilerde tozlaĢmayı gerçekleĢtirerek büyük yarar 

sağlamaktadır. Arılar içinde en önemli tozlayıcılar ise bal arılarıdır. Bal arısı, bal mumu, 

arı sütü, arı zehiri ve propolis üreterek bu değerli ürünleri insanoğluna sunarken, bunlardan 

daha önemlisi yaban arıları ile birlikte kültür bitkilerinde yabancı tozlaĢmayı 

gerçekleĢtirerek, ürünün nicelik ve nitelik yönünden üstün olmasını sağlamaktır. Bal arısı 

çok iyi bir tozlayıcı olmakla birlikte, birçok bitki türünde etkili olamamaktadır. Bu 

bitkilerde yaban arıları tozlama görevini baĢarılı bir Ģekilde yürütmektedir (Free, 1993; 

Özbek, 2002b).  

Gerek doğada gerekse örtüaltında yetiĢtirilen birçok bitkinin tozlaĢmasını sağlayan 

bombus arılarına karĢı olan ilgi son yıllarda giderek artmaktadır. Vücutlarının iri ve 

renklerinin göz alıcı olması nedeniyle doğada hemen herkesin ilgisini çeken bu arılar, 

taksonomik olarak Hymenoptera (zar kanatlılar) takımından Apidae familyasının 

Bombinae alt familyasında yer almaktadır (Özbek, 1983). Yapılan çok sayıda taksonomik 

çalıĢmayla dünyada bombus arılarına ait 239 tür belirlenmiĢtir. Bunlardan sadece birkaçı 

tropik bölgelerde yer almaktadır (Benton, 2000). TozlaĢmadaki önemlerinden dolayı 

bombus arılarıyla ilgili çalıĢmalara çok önceleri baĢlanmıĢtır. Darwin 1859‟da yazdığı 

„Türlerin Orijini‟ adlı kitabında bu arıların tozlaĢmadaki önemlerinden bahsetmiĢtir. 
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Örtüaltı yetiĢtiricilikte bombus arıları uzun dilleri, iri vücutları, yüksek tarlacılık 

kapasiteleri, yüksek sıcaklık ve ıĢık yoğunluğunda çalıĢabilmeleri ve sera dıĢına daha az 

çıkma eğilimi göstermeleri gibi özellikleriyle bal arılarına üstünlük sağlar. Bu nedenle 

örtüaltı yetiĢtiricilikte bombus arısı kullanımı bal arılarına göre daha yaygındır. Bombus 

arıları içinde ticari yetiĢtiriciliği en çok yapılan tür ise Bombus terrestris‟tir. Örtüaltı 

yetiĢtiricilikte tozlaĢma amacıyla yaygın olarak kullanılan bu türün kitlesel üretiminin 

kolay olması ve koloni populasyonunun kalabalık olması, diğer bombus arı türlerine göre 

önemli avantajlar sağlamaktadır (Gürel ve Gösterit, 2001). 

Yapılan çalıĢmalarla bombus arısı kullanımının birçok bahçe bitkisinin üretiminde 

büyük faydalar sağladığı kanıtlanmıĢtır (Fisher ve Pomeroy, 1989; Eijende, 1994;  Gürel 

vd 1998;  Gürel vd., 1999a). Örtüaltında en çok yetiĢtirilen ve erselik çiçek yapısına sahip  

domates, biber ve patlıcan gibi sebzeler büyük oranda kendine tozlanır. Ancak, sera 

içindeki havanın oransal neminin yüksek ve hava sirkülasyonunun az olması nedeniyle 

tozlaĢmada önemli sorunlar yaĢanmaktadır. Özellikle örtüaltında yetiĢtirilen ve polenin 

stamenden açığa çıkması zor olan domates bitkisinde tozlaĢma için yardıma ihtiyaç  

duyulmaktadır. Bombus arısı kullanılmadan önce yaygın olarak vibratör ve benzeri 

araçlarla titreĢim yapılarak tozlaĢma sağlanmaktaydı. Bu uygulamalara ek olarak özellikle 

ülkemizde kıĢ aylarında örtüaltında yetiĢtirilen domateslerde döllenme sorununun çözümü 

için sektörde hormon olarak adlandırılan ve döllenmeden meyve oluĢumunu sağlayan bitki 

geliĢimini düzenleyici (BGD) maddeler kullanılmaktadır (Gürel vd., 2001a). Verimi 

artırmak amacıyla bilinçsizce kullanılan bu maddelerin uygulanmasındaki yanlıĢlıklar 

verim ve kaliteyi olumsuz etkilemekte kof, memeli ve düĢük kaliteli meyveler 

oluĢmaktadır (Çetinkaya vd., 1996). Ayrıca, hormon kullanılarak elde edilen ürünlerin 

pazarlanmasında da hem iç hem de dıĢ piyasada ciddi sorunlar yaĢanmaktadır. Bu nedenle 

seralarda hormon uygulamasına alternatif olarak bombus arısı kullanımı giderek 

yaygınlaĢmaktadır. 

Belirtilen tüm bu uygulamalar maliyet olarak bombus arısından daha pahalı 

olmamasına rağmen, iĢ gücü dikkate alındığında maliyetleri bombus arısı kullanımından 

doğan maliyetten daha fazla olabilmektedir. Ayrıca, bombus arısı kullanılarak üretilen 

ürünlerde meyve bağlama oranı, meyve iriliği, meyvedeki tohum sayısı ve tek tiplilik 

artmakta, deforme meyve oranı azalmakta ve daha kaliteli, lezzetli meyveler üretilmektedir 

(Fisher ve Pomeroy, 1989; Eijende, 1994; Gürel vd., 1998; Gürel vd., 1999a). 
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Ülkemizde bombus arılarına ait 40‟a yakın tür saptanmıĢtır. Bombus terrestris türü 

özellikle Akdeniz ve Ege Bölgesinde yaygın olarak görülmektedir. Bombus arıları ülkemiz 

gündemine 1989-1992 yılları arasında Ege Bölgesinden binlerce bombus ana arısı ve 

yuvasının doğadan toplatılarak yurt dıĢına götürülmesiyle girmiĢtir. Akrabalığı önlemek, 

kontrollü yetiĢtiriciliğe göre daha ekonomik olması nedeniyle bazı yabancılar için doğadan 

arı toplamak çekici gelmiĢtir. Bu uygulamayla Bombus terrestris doğal populasyonlarının 

azalacağı ve bu nedenle birçok bitkide tozlaĢma yetersizliği ve verim kaybı olacağı 

düĢünülmüĢ ve Tarım ve KöyiĢleri Bakanlığı 10.07.1992 tarihinde aldığı kararla bu arıların 

doğadan toplanmasını yasaklamıĢtır (Gürel vd.,  2001a).  

Bombus arılarının yurt dıĢına çıkarılması yasaklandıktan sonra bu  konu ülkemiz 

tarımının gündeminden çıkmamıĢtır. Türkiye örtüaltı yetiĢtiriciliğinin en yoğun yapıldığı 

ülkelerden birisidir. Bu nedenle bombus arılarının ülkemiz seracılık sektöründe 

kullanılabilirliği tartıĢılmaya baĢlanmıĢ ve üniversite ve araĢtırma kurumlarınca çalıĢmalar 

baĢlatılmıĢtır. Ülkemizde son yılarda sera alanlarının 18.000 hektara kadar çıktığı ve bu 

alanın giderek arttığı görülmektedir. Seracılık özellikle kıĢ mevsiminin ılıman olduğu 

Akdeniz ve Ege Bölgelerinde yoğunlaĢmıĢtır. Toplam sera alanının %76‟sı plastik, %24‟ü 

ise cam seralardan oluĢmaktadır. Bu seraların %97‟sinde sebze, %2‟sinde çiçek ve 

%1‟inde meyve üretimi yapılmaktadır. Sebze üretiminde kullanılan seraların %50‟sinde 

domates, %22‟sinde salatalık, %15‟inde biber, %9‟unda patlıcan, %2‟sinde kabak, 

%1‟inde fasülye, %1‟inde kavun üretimi yapılmaktadır (Abak, 1994).   

Bombus arısı kullanımı ülkemiz örtüaltı yetiĢtiricileri tarafından benimsenmiĢtir ve 

kullanılan koloni sayısı her geçen yıl önemli artıĢ göstermektedir. Ortalama 50–60 adet iĢçi 

arı içeren bir koloni 80–100 dolara satılmakta ve serada iki ay kullanılmaktadır. Ġlk kez 

yaygın olarak 1997 Ekim–1998 Mayıs ayları arasındaki sera üretim döneminde 1.500– 

2.000 dekar sera alanında 3.500–4.000 adet koloni kullanılmıĢ ve 4-5 yıl içinde bu veriler 

yaklaĢık 6 kat artarak yaklaĢık 12.000 dekar sera alanına ve 25.000 adet koloniye 

ulaĢmıĢtır. Ülkemiz örtüaltı alanları dikkate alındığında 2010 yılında yılda kullanılacak 

bombus arısı kolonisi sayısının 100.000 adete, kullanılan sera alanının da 50.000 dekara 

ulaĢtığı tahmin edilmektedir (Gürel vd., 2001a).  

Bu arılar, dağılım alanları ve konak bitkileri açısından birbirlerinden farklılık 

gösterirler. Örneğin, Doğu Akdeniz Bölgesi‟nde (Adana, Ġçel ve Hatay) bombus arı türleri 

üzerine faunistik ve taksonomik çalıĢmalar yapan Mahmut Murat Aslan‟ın saptamalarına 

göre, Doğu Akdeniz Bölgesi‟nde bulunan 16 bombus türünden yalnızca Bombus terrestris 
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lucoformis deniz seviyesinden 1500 m yüksekliklere kadar dağılım gösterirken, diğer 15 

tür yalnızca 1000 m yükseklikten sonra görülebilmektedir. Bu türlerin ziyaret ettiği bitki 

türleri incelendiğinde, Bombus terrestris lucoformis ve Bombus armeniacus türlerinin 

10‟dan fazla bitki türünü ziyaret ettikleri, Bombus erzurumensis, Bombus melanurus ve 

Bombus persicus eversmanniellus türlerinin ise sadece bir bitki türünü ziyaret ettikleri 

saptanmıĢtır.  

Genel ifadeyle, böceklerle tozlaĢma bitki açısından zorunlu olmasa bile, meyve ve 

tohum kalitesi böceğin bitkiyi ziyaretiyle artıyor. Aynı zamanda böceklerle tozlaĢma, 

ürünün daha erken oluĢmasını ve daha olgun olmasını sağlıyor. 

 

1.2. Bombus Arıları 

 

1.2.1. Sistematiği 

 

Bombuslar hayvanlar alemi böcekler sınıfında yer alan arılar ailesindendir (Tablo 1). 

Dünya‟da yaklaĢık 250 türü olan bu arıların ülkemizde 100‟den fazla türü bulunmaktadır. 

 

Tablo 1. Bombus arısının bilimsel sistematiği                      

 

Taksonomik Grup Adlandırma 

Alem 

ġube 

Alt ġube 

Sınıf 

Takım 

Familya 

Alt Familya 

Cins 

Tür 

Animalia  

Arthropoda  

Hexpoda 

Insecta  

Hymenoptera 

Apidae 

Apinae 

Bombus 

Bombus terrestris 

 

1.2.2. Yapısı         

 

Bombus, renkli tüyleri olan, türdeĢlerine göre oldukça iri yapılı ve genelde toprak 

altında yaĢayan bir yaban arısı türüdür. Bombusların uzun dilli türleri, çiçek borusu uzun 

olan çiçeklerden de çiçek tozu ve bal özü alabilir. Bu, diğer arılar için oldukça zor hatta 

imkansız bir iĢlemdir. Hatta bazı türler, bal özüne ulaĢabilmek için önce çiçeğin dıĢ 
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kısmını ısırır ve açtıkları delikten dillerini içeri sokarak kolayca beslenir. Bombusların 

göğüs bölgesinde tutunma ve yürümeyi sağlayan üç çift bacakları vardır (ġekil 1). Bu 

bacaklardan birinci çift, antenlere bulaĢan çiçek tozlarını ve diğer tozları temizlemek için 

özel temizlik gereçleri ile donatılmıĢtır. Bu sayede koku alma organı olan antenler sürekli 

temiz tutulur. Bombusun 1 çift anteni, bileĢik gözlerin orta kısmına yakın bir yerden çıkar. 

Antenler, diĢi ve iĢçi bombuslarda 12 bölütten, erkek bombuslarda ise 13 bölütten meydana 

gelir. Koku alma iĢlevini üstlenmiĢ olan antenler çok miktarda çiçek tozu ve balözüyle 

bulaĢık olmasına rağmen, bombuslar bacakların birinci çifti sayesinde yine de çok etkin 

çalıĢır. Seçtikleri çiçekler çoğunlukla tatlı kokulu, çok renkli ve büyük boyutludur. 

Bombuslar insanların kokusuz diye bildiği bazı çiçeklerin kokularını bile ayırt edecek 

kadar hassastır. Bombusların üçüncü çift bacaklarında çiçek tozu taĢımak için sepetçikler 

ve çiçek tozlarını doldurmaya, gerektiğinde sıkıĢtırmaya yarayan fırçalar bulunur.     

Bombuslar vücut ağırlıklarının yarısı kadar yükü rahatlıkla taĢıyabilir. Bu nedenle, iri 

olan iĢçi bireyler daha etkin besin toplayıcısıdır. Zar Ģeklindeki iki çift kanatları sayesinde 

uçarlar. Birinci çift kanadın arka kenarında, ikinci çift kanadın ise ön kenarında bir seri 

kanca bulunur. Bunlar uçuĢ sırasında birbirine kenetlenir, böylece ön ve arka kanatlar 

birlikte ve daha güçlü hareket edebilir. Bombuslar kendi etrafında dönen bir türbülans 

yaratır ve bu sayede düĢmeden uçabilirler. UçuĢ için ısı üretimi zorunludur. Bombuslar 

toraks (göğüs) bölgesinin sıcaklığını 30ºC'e ya da daha üst düzeylere çıkarabilir. Aktif 

olarak uçan bir bombusta toraks bölgesinin sıcaklığı 35-40ºC olur. Bunun için uçuĢa 

geçmeden önce bir ısınma süreci geçirir. Bombusların hemen her mevsimde 

uçabilmelerinin sırrı da uçuĢ kaslarındaki enzim etkinlikleri ile vücut sıcaklığını 

artırabilmelerinde yatar. Bu enzimler belirli Ģekerleri parçalayarak enerji açığa çıkarır. 

Bombus çiçeğe konduğunda vücut sıcaklığını düĢürür. Eğer karahindiba ve ayçiçeği gibi 

bitkiler üzerinden besin topluyorsa, bir çiçekten diğerine uçmak yerine yürümeyi tercih 

eder ve bu sırada toraks bölgesinin sıcaklığı uçuĢ için gerekenden daha alt sınıra düĢer. Arı, 

uçmaya karar verdiğinde yeniden ısınmaya baĢlar. 
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ġekil 1. Nektar toplamakta olan bir erkek Bombus terrestris (URL-1, 2011). 

 

1.2.3. Doğal Yaşam Döngüsü 

 

Bombus arılarının yaĢam döngüsü bal arılarından oldukça farklıdır. Ancak, bu arılar 

da ana, erkek ve iĢçi arıdan oluĢan koloni düzeni içinde yaĢar ve kendi aralarında iĢ 

bölümü yapmaları nedeniyle sosyal böcekler içinde yer alırlar (ġekil 2). Bombus arılarında 

koloni yaĢamı, bir önceki yıla ait kolonilerde üretilen ana arıların, diyapoz amacıyla 

girdikleri toprak altından çıkarak çiçekleri ziyaret etmeleri ve polen ve nektarla beslenip 

yuva kurmak için uygun bir yer bulmaları ile baĢlar (Free, 1982). Daha sonra ana arılar 

yuva içinde yumurtlar. Bu yumurtalardan oluĢan larvalar ana arı tarafından bal ve polen 

karıĢımı bir yiyecekle beslenir. 

Ġlk yumurta kümesinden iĢçi arılar çıktıktan sonra ana arı tarlacılık faaliyetlerine son 

verir ve ikinci yumurta kümesindeki larvalar bu iĢçiler tarafından beslenir. Kolonideki iĢçi 

arı kadrosu en üst düzeye ulaĢtığı zaman ana ve erkek arılar üretilmeye baĢlanır. Bu 

aĢamaya dönüĢüm aĢaması denir (Duchayeau ve Velthauis, 1988). Bombus terrestris 

kolonilerinde erkek arılar 2-4 günlük  yuvayı terk eder ve tekrar geri dönmezler. YaĢlı iĢçi 

arılar ölmeye baĢladığı için yuvada çok az sayıda iĢçi arı ile birlikte yaĢlı ana arı kalır. Bir 

süre sonra bu bireylerde ölür ve koloni yaĢamı sona erer. 
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ġekil 2. Bir bombus kolonisi (URL-2, 2011). 

 

Bir sonraki yıla ait kolonileri oluĢturacak genç ana arılar iki hafta yuvada kaldıktan 

sonra güneĢli bir günde yuva dıĢında erkek arılarla çiftleĢip vücutlarında yağ depoladıktan 

sonra kıĢlama yeri bularak diyapoz sürecine girerler. Diyapoz, düĢük kıĢ sıcaklığı, yüksek 

yaz sıcaklığı, kuraklık dönemleri ve gerekli besinin elde edilemediği süreçler gibi uygun 

olmayan çevre koĢulları süresince geliĢimin baskı altına alındığı, genetik ve çevresel 

faktörler tarafından da belirlenen bir uyum mekanizmasıdır. Bu çevresel faktörler bombus 

arılarının doğal yaĢam alanlarında yararlandıkları bitkilerin çiçeklenme zamanları ve diğer 

ekolojik faktörleri de içermektedir (Goodwin ve Steiner, 1997). 

Bombus terrestris kolonilerinde üretilen iĢçi, erkek ve ana arı sayılarında önemli 

farklılıklar gözlenmektedir. Ayrıca, ana arının erkek ve ana arı üretimine baĢladığı 

dönüĢüm noktası  ve iĢçi arılarla ana arı arasındaki çatıĢmanın baĢladığı rekabet noktasının 

zamanında da büyük varyasyon görülmektedir. Bombus arılarında bal arılarında da olduğu 

gibi erkek tozlamada etkili değildir ve bu arılarda kolonilerde ana ve/veya erkek arı 

üretiminin baĢlaması koloni yaĢamının sonuna yaklaĢıldığının önemli bir göstergesidir. 

Kolonilerde üretilen iĢçi arı, ana arı ve erkek arı sayısı ortalama olarak sırasıyla 150, 50, 

300 adet civarındadır. DönüĢüm ve rekabet noktasının zamanı ise ilk iĢçi arılar çıktıktan 

sonra sırasıyla 15 ve 20 gün olmaktadır. Ancak, bu sayı ve zamanlar bakımından koloniler 

arasında büyük farklılıklar görülmektedir. Bu farklılıkların temelinde yuvadaki iĢçi arı 

yoğunluğu, iĢçi arı/larva oranı, hormonlar, yuva içi ve dıĢı çevre koĢulları, besin durumu, 

kurucu ana arının niteliği, hastalık ve zararlılar gibi bir çok faktör rol oynamaktadır 
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(Michener, 1974; Greetenkord ve Drescher, 1997; Beekman vd., 1999; Beekman ve van 

Stratum, 2000; Cnaani vd., 2000a; Yeninar vd., 2000). 

Bombus terrestris arılarının seralarda kullanılma süreleri iki ay kadardır. Seraya 

konulan kolonilerde 50-80 adet iĢçi ve bir adet sağlıklı ana arının bulunması 

gerekmektedir. Kontrollü koĢullarda kitlesel üretim yapan firmalarda bile üretime alınan 

ana arıların yarısından daha azı tozlaĢmada kullanılacak uygunlukta koloni 

oluĢturabilmektedir. Bu kayıpta ana arı ölümleri ve ana arıların yumurtlamamalarının yanı 

sıra, ana arıların geç ve yavaĢ yumurtlamaları ve erken dönemde erkek ve ana arı üretimine 

baĢlamaları da önemli rol oynamaktadır. Bombus terrestris arılarının ekonomik değeri ve 

tozlaĢma amacıyla on binlerce koloninin kullanıldığı düĢünüldüğünde yaĢanan bu sorunlar 

iĢletmelere önemli bir yük getirmekte ve arıların daha pahalı satılmasına yol açmaktadır. 

Bu nedenle ana arıların koloni oluĢturma  oranının, kolonilerdeki iĢçi arı populasyonunun 

ve koloni ömrünün artırılması, ana ve erkek arı üretiminin geciktirilmesi oldukça önemli 

katkılar sağlayacaktır. 

 

1.3. Bombus Arısının Kitlesel Üretimi 

 

Bombus arılarının kitlesel üretimi yaklaĢık 30 yıl önce Hollanda ve Belçika‟daki 

birkaç ticari firmanın yoğun çalıĢmaları sonucunda gerçekleĢmiĢtir. Bombus arıları ticari 

olarak günümüzde de az sayıda firma tarafından üretilmektedir. Yılda bir milyondan fazla 

bombus kolonisi üreten bu firmalar kolonileri direk ihraç ederek ya da çeĢitli ülkelerde 

kurdukları ortaklıklarla pazarlamaktadır. Ticari firmalar; ana arılardan koloni oluĢturma, 

kolonilerden ana arı ve erkek arı yetiĢtirme, çiftleĢtirme, çiftleĢmiĢ ana arıların diyapoz 

dönemini kontrol etme ve diyapozdan çıkan ana arıların koloni oluĢturmasını sağlamak 

gibi bombus arılarının tüm yaĢam evrelerini kontrollü koĢullarda denetim altına alarak yıl 

boyu kitlesel üretimi gerçekleĢtirmektedir. Bu evrelerin her aĢamasında kayıplar 

yaĢanmaktadır. Ayrıca, bombus kolonilerinde üretilen iĢçi, ana ve erkek arı sayıları ve ana 

ve erkek arıların üretim zamanları bakımından da önemli farklılıklar gözlenmektedir 

(Duchateau ve Velthuis, 1988; Prys Jones ve Corbet, 1991). Genel olarak kolonideki iĢçi 

arı kadrosu en üst noktaya ulaĢtığı zaman erkek ve ana arı üretilmesine karĢın koloni 

geliĢiminin baĢlangıcında da ana ve erkek arı üretilebilmektedir. Bazı koloniler sadece 

erkek ya da ana arı üretirken, bazıları hem ana arı hem de erkek arı üretebilmektedir. 

Yuvadaki arı yoğunluğu, iĢçi arı/larva oranı, hastalık ve zararlılar, yuva içi ve dıĢı çevre 
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koĢulları, besin miktarı ve kalitesi, kurucu ana arının niteliği, uygulanan diyapoz yöntemi 

gibi bir çok faktörün koloni oluĢturma oranını ve kolonilerin ana ve erkek arı yetiĢtirme 

zamanı ve miktarını etkilediği tahmin edilmektedir (Duchateau ve Velthuis, 1988; Gösterit 

ve Gürel, 2005). Yüksek koloni oluĢturma oranı, hızlı koloni geliĢimi, kalabalık iĢçi arı 

populasyonu ve koloni yaĢamının sonuna doğru ana ve erkek arı üretimi ticari 

yetiĢtiricilikte aranılan en önemli özelliklerdir. Bu nedenle erken dönemde ana ve/veya 

erkek arı üreten, koloni geliĢimi yavaĢ ve iĢçi arı sayısı düĢük olan koloniler tozlaĢma 

amacıyla kullanılmaya uygun değildir. Ticari firmalar üretim tekniklerini sürekli 

geliĢtirerek hem iĢ gücü maliyetini düĢürmekte hem de çeĢitli evrelerdeki kayıpları en aza 

indirerek ürettikleri ana arıların tozlaĢmaya uygun koloni oluĢturma oranını artırmaktadır. 

Bombus arılarının yıl boyu kitlesel üretimi iki önemli aĢamada gerçekleĢir. Bunlardan 

birincisi ana arı üretimidir. Bu aĢama ana arıların çiftleĢtirilmesi ve diyapozun kontrolünü 

de içermektedir. Ġkincisi ise çiftleĢmiĢ ve kontrollü diyapoz uygulanmıĢ ana arılardan 

seralarda kullanılacak nitelikte kolonileri üretme aĢamasıdır. BaĢlangıçta ticari firmalar 

Türkiye, Ġtalya, Yunanistan, Ġspanya gibi bir çok ülkede diyapoz evresini geçirmiĢ çok 

sayıda ana arıyı doğadan toplayarak damızlık kolonilerini oluĢturmuĢlar ve sonra 

geliĢtirdikleri üretim teknikleri ile yıl boyu doğaya bağlı kalmadan kitlesel üretimi 

baĢarmıĢlardır. Ġlk yıllarda bir çok B. terrestris alt türü ve ekotipi ticari üretimde 

kullanılmıĢ ancak, Türkiye‟de de yaygın bulunan B. terrestris dalmatinus genotipi ticari 

yetiĢtiricilik için çok uygun özellikler taĢıması nedeniyle en çok tercih edilen genotip 

olmuĢtur (Velthuis ve Doorn, 2006).  

 

1.4. Türkiye’de Bombus Arısı Üretimi 

  

Türkiye‟de bombus arısı üretim faaliyetlerine yaklaĢık 10 yıl önce baĢlanmıĢtır. Bu 

süreç içerisinde 8 firma kurulmuĢ ancak, bu firmalardan 5 tanesi özellikle kitlesel üretimde 

yaĢadıkları çeĢitli sorunlar nedeniyle faaliyetlerini durdurmuĢtur. Türkiye‟de bir sera 

üretim döneminde kullanılan yaklaĢık 55 000 adet bombus kolonisi Antalya‟da kurulmuĢ 

olan üç firma tarafından üretilip, satılmaktadır. Bu üç firmada da ana arı üretim iĢletmeleri 

Hollanda ve Belçika‟da bulunan ve dünya bombus üretiminin tamamına yakınını üreten 

yabancı firmaların ortaklığı bulunmaktadır. Hollanda bağlantılı Koppert adlı firma, hem 

yurt içinde üretim hem ithalat, Biobest adlı firma da Belçika bağlantılı ithalat yapmaktadır. 

Firmalar ilk yıllarda yalnızca koloni ithalatı yapmıĢtır.  
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Tarım Bakanlığı‟nın koloni ithalatına sınırlama getirmesi, Türkiye‟de bombus 

arılarına olan talebin sürekli artması ve maliyetlerin yüksekliği yabancı ortakların 

Türkiye‟de yatırım yapmasını hızlandırmıĢ ve firmalar koloni yerine yurt dıĢındaki 

ortaklarından ana arı alarak Türkiye‟deki iĢletmeleri koloni üretmeye baĢlamıĢlardır. Ana 

arı üretimini de Türkiye‟de yapmak için gerekli yatırımları baĢlatan firmalar birkaç yıl 

içerisinde ana arı üretimi de yapmayı planlamaktadır. Bu geliĢmelere koĢut olarak koloni 

ithalatı 2004 yılına kadar artıĢ gösterirken, 2007 yılında hiç ithalat gerçekleĢtirilmemiĢtir 

(Tablo 2). Buna karĢın ana arı ithalatı 2000 yılında baĢlamıĢ ve sürekli artarak 2006 yılında 

341 938 adede ulaĢmıĢtır. Ana arı miktarındaki bu çok yüksek artıĢta Belçikalı firmanın 

Türkiye‟de ortaklığı bulunan iĢletmesini önemli bir üretim merkezi yapması ve burada 

üretilen kolonileri Belçika üzerinden pazarlamasından kaynaklanmıĢtır.  

 

Tablo 2. Türkiye‟de yıllara göre bombus arısı ithalat ve ihracat değerleri (URL-3). 

 

Yıl 
İthalat İhracat 

Koloni (adet) Ana arı (adet) Koloni (adet) 

1999 

2000 

2001 

2002 

2003 

2004 

2005 

2006 

2007 (ilk çeyrek) 

4 000 

6 850 

5 276 

10 444 

12 048 

14 490 

1 599 

135 

- 

- 

30 100 

53 640 

73 000 

49 600 

102 577 

214 079 

341 938 

58 868 

- 

1 600 

246 

2 248 

1 083 

55 

1 093 

105 645 

43 130 

 

1.5. Bombus Arılarıyla Tozlaşma 

 

GeçmiĢte üreticiler döllenmeyi, ürünün çeĢidine bağlı olarak bal arıları, elle veya 

hormon ile yapmaktaydılar. Kullanılan bu sistemlerin Ģu dezavantajları vardır. Bal arıları 

seralarda veya plastik tünellerde çok iyi çalıĢamaz. Elle dölleme yapmak hem çok zor olur, 

hem de zaman kaybına neden olur. Hormon kullanımı sonucunda genellikle ihracat için 

uygun olmayan kalitesiz meyveler oluĢur (yumuĢak, Ģekilleri bozuk ve tohumsuz meyve). 

Üretici, özellikle patlıcan ve domateste yaptığı hormon uygulamaları ile nem oluĢumuna 

neden olmakta, böylece Botrytis (pas) hastalığına davetiye çıkarmaktadır. Bombus arıları, 

kolonilerini oluĢturmak için protein kaynağı olan polene, aynı zamanda enerji kaynağı 

olarak da bir karbonhidrat olan (bal özü) nektara ihtiyaç duyulur.  
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Bazı bitkilerin (örneğin domates) nektarı yoktur. Bu nedenle, koloninin enerji 

ihtiyacını karĢılamak için Ģekerli bir Ģurup verilir. Biogluc®, kullanıma hazır bir Ģurup 

olup Biobest tarafından üretilmiĢtir. Yapılan Ģuruba renkli bir madde ilavesiyle 

Ģurupluktaki seviye kolaylıkla izlenebilir hale getirilmiĢtir. Bombus arıları uygun olmayan 

koĢullarda bile mükemmel dölleme yapar. Bal arılarından farklı olarak, bombus arıları kötü 

hava koĢullarından daha az etkilenir. Sıcaklığın 15ºC‟nin altına düĢtüğü, yağmurlu ve 

bulutlu havalarda bal arılarının %70‟i kovanlarından çıkmaz. Bombus arıları ise hiçbir 

engelleme olmaksızın görevlerine devam eder. Bal arıları bir dakikada ortalama 5 çiçeği 

döllerken, bombus arıları 40 çiçeği dölleyebilir. Biobest, bombus arılarını tüm yıl boyunca 

üreticilerin hizmetine sunduğundan hem erken hem de geç ekimlerde döllenme sorun 

olmaktan çıkmıĢtır. 

Bombus arıları çok yönlü iĢçilerdir. Sadece seralarda ve plastik tünellerde değil, aynı 

zamanda açık arazide de çok iyi bir dölleyicidir. ĠĢçilikten ve kimyasal kullanımından 

büyük tasarruf sağlarlar. Bombus arıları kullanılmaya baĢladığından beri kimyasal 

girdilerde %50‟lere varan bir azalma görülmüĢtür. Domates, biber, çilek ve bunun gibi 

birçok üründe bombus arılarıyla yapılan dölleme sonucunda içi tamamen çekirdek ile dolu, 

standart büyüklükte, daha kaliteli üretim mümkün olmaktadır. Yabani bitkilerin geniĢ bir 

çoğunluğu ağırlıklı olarak veya yalnızca yaban arılar sayesinde, bazen de belirli yaban arı 

türleriyle tozlaĢır (Goulson, 2003). Bununla birlikte, tozlaĢma ağlarından tozlayıcıların 

kalkmasının etkileriyle ilgili çalıĢmalar yaban arı gibi önemli tozlayıcıların ve bitki tür 

çeĢitliliğinin azalmasına neden olduğunu gösterdi (Memmott, 2004). 

Birçok tarlada meyve ve sebze verimi yaban arı ziyareti sayesinde artmaktadır 

(Goulson, 2003). Örneğin, Avrupa‟da tarla fasülyesi uzun dilli B. pascuorum ve B. 

hortorum gibi türler sayesinde tozlaĢır (Free ve Williams, 1976). Amerika BirleĢik 

Devletleri‟nde hastalıktan, pestisitlerin hatalı kullanımı, devlet yardımların azalıĢıyla ilgili 

sebeplerden dolayı  bal arı (Apis mellifera) populasyonlarında devam etmekte olan bir 

azalma vardır (Kremen vd., 2002). Amerika‟da bal arılar sayesinde ürün tozlaĢmasının 

değeri yılda 5 milyon ile 14 milyar dolar arasında olduğu tahmin ediliyor. Ancak, arıcılık 

geçtiğimiz 50 yıl boyunca yaklaĢık %50 azaldı (Kremen vd., 2002). Bu azalma salatalık, 

bal kabağı, karpuz, yaban mersini gibi böcek tozlayıcı ürünlerin gelecek kaygısına neden 

olacaktır (Delaplane ve Mayer, 2000; Kremen vd., 2002; Richards, 2001). 
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1.6. Yaban Arılarında Azalmanın Sebepleri 

 

Önemli ticari tozlayıcı Apis mellifera‟nın sayısal düĢüĢüne bağlı olarak, doğal 

tozlaĢma ve besin güvenliği stres altındadır (Steffan-Dewenter vd., 2005). Diğer 

tozlayıcıların da sayısal düĢüĢlerinin farkına varılmaktadır (Potts vd., 2010). Son 10 yılda, 

özellikle Batı Avrupa ve Kuzey Amerika gibi geliĢmiĢ bölgelerde, birçok yaban arı türünde 

azalma olduğuna dair kanıtlar vardır (Goulson, 2003). Avrupa‟da,  yaklaĢık son 60 yılda bu 

azalmalar belgelendi. Bu durumun  en önemli sebepleri habitat kaybı ve tarımsal 

yoğunluktan kaynaklanan floral zenginlikte azalmalardır. Bununla birlikte, yaban arılarının 

ticarileĢmesiyle Kuzey Amerika‟da doğal yaban arı faunasındaki hızlı azalmalar için ortaya 

çıkan  parazitlerin Ģu anda ve gelecekte önemli bir rol oynayabilirliliği neden olarak 

öneriliyor (Colla vd., 2006). Azalma için gösterilen sebepler daha da ayrıntılı olarak 

incelenmiĢtir.   

            

1.6.1.  Floral Kaynaklarda Azalmalar 

 

Arı populasyonlarının önceki kayıtlarıyla yapılan karĢılaĢtırmada, dört türün 

(Bombus occidentalis, B. pensylvanicus, B. affinis ve B. terricola) populasyonunun %96 

oranında azaldığı, sadece son 20 yılda bu türlerin coğrafi alanlarının %23 ile %87 oranında 

düĢtüğü belirlendi. Batı Avrupa‟da yaban arı azalmaların baĢlıca sebebi tarımsal 

faaliyetlerin yoğunluğudur. Bu bölgede 1932 ve 1984 yılları arasında, ova çayırların 

yaklaĢık %90‟ı kayboldu (Howard vd., 2003). Toprağı sürmek, çayırları yeniden 

tohumlamak ve bataklık alanları boĢaltmak gibi iĢlemler yapıldı. Bu da iĢlenmemiĢ 

toprakların ve geliĢmeyen ekili toprakların alanların azalmasına sebep oldu. Kuzey 

Amerika‟da bazı bölgelerde, tarımsal yoğunluk; doğal fragmentasyon, yarı doğal habitat ve 

bioçeĢitlilikde kayıplara sebep olur. Örneğin; Iowa‟da kara alanının %85‟i yaban arılarına 

iyi bir habitat sağlayan büyük çayırlıktı. Ancak günümüzde bu alanın  %0.1‟den daha az 

alan kalmıĢtır. Karanın geri kalanı, ürünlerin monokültürleriyle veya kentsel alanlar 

sayesinde geniĢçe çevrildi (Hines ve Hendrix, 2005).  

Yaban arıların yem bitkilerinin aĢırı azalmalara uğradığını gösteren kanıtlar vardır. 

Ġngiltere‟de bir çalıĢmada tercih edilen 97 yaban arısının %71‟i alan azalmasından, %76‟sı 

ise son 80 yılda çeĢitliliğin azalmasından sıkıntı çekmektedir (Carvell vd., 2006). 
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Yağ Ģalgamı gibi çiçekli ürünler, ekilebilir topraklarda yaban arı populasyonunu 

önemli ölçüde desteklemektedir (Westphal vd., 2003). Bununla beraber yaban arı 

kolonilerin iyi geliĢmesi, Nisan‟dan Ağustos‟a kadar çiçeklerin birbirini takip eden 

devamlı bir sıraya ihtiyaç duyar.   

 

1.6.2. Yuva Alanlarının Kaybı 

 

Floral kaynaklara ek olarak, yaban arıların uygun yuvalara da ihtiyacı vardır. Bombus 

pascuorum yoğun ot öbeği içinde, B. terrestris ise yerin altında oyuklarda yuva yapar. Her 

iki grup genellikle kemiricilerin yuvalarını kullanır. Bu türlerin toprağın üzerindeki 

yuvaları tarla makineleriyle yeĢillik veya otların kesilmesiyle yok edildi (Goulson, 2003). 

Modern çiftlikte, yabancı otların ve tarla çiçeklerin azlığı daha az tohumların olduğunu 

gösterir ve bu da tarla fareleri için daha az besin anlamına gelir. Bu memelilerin daha 

düĢük populasyonları, hem  yer altı hem de yer üstünde yuva yapan yaban arı türleri için  

daha az yuva alanlarına sebep olacaktır. Kentsel alanlarda uygun yuva alanların azlığı için 

bazı kanıtlar var. San Fransisco‟da Ģehir parklarında yaban arı bolluğu kemirici hayvan 

çukurların sayılarıyla tam olarak ilgili olduğu ve bu alanların sınırlayıcı bir faktör 

olabileceği öneriliyor (McFrederick ve LeBuhn, 2006). 

 

1.6.3. Pestisitler 

 

Pestisitin risk değerlendirmesi her zaman bal arıları için uygulanır. Ancak, bu 

sonuçlar muhtemelen doğrudan  yaban arıları için uygulanabilir değildir (Thompson ve  

Hunt, 1999). Örneğin, bal arılarından kaçınmak için yaban arılarının aktif olduğu sabahın 

erken saatleri veya akĢamları çiçekli yağ Ģalgamına  pyrethroid‟ler yaygın olarak 

uygulanır. Sera ürünlerin tozlaĢmasında  yaban arı kullanımının geliĢmesine karĢılık olarak 

yaban arıları için uygun laboratuar ve tarlaya dayalı bioassayler geliĢtirildi, ama bunlar 

geniĢçe kullanılmadı ve bunun için sadece birkaç toksikolojik bilgi mevcuttur (Thompson, 

2001).  

ġu ana kadar  yapılan hemen hemen bütün testler toksisitesinin bal arılarındakine 

benzer olduğu ileri sürülen B. terrrestris üzerinde gerçekleĢtirildi. Bunu ortaya çıkarmanın 

spreylerle direk temas (çiçekli ürünlerde), kontamine olmuĢ bitki yapraklarıyla temas ve 
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nektarda kimyasalların alınımı Ģeklinde 3 yolu vardır. Son yol büyük ihtimalle sistemik 

insektisitlerledir. Carbofuran ve dimethoate‟li testler, seçici olarak yüksek 

konsantrasyonlara ulaĢabildiği nektarda  taĢındığını göstermektedir (Davis ve Shuel, 1988).   

Koloniler geniĢlediğinde, iĢçilerin bazılarının eksikliği tolero edilebilir. Bununla 

birlikte, ilkbaharda kraliçe yem aradığında ve akabinde yuvalar küçük ve sadece birkaç iĢçi 

içerdiğinde, ölüm önemli bir etkiye sahip olabilir (Thompson, 2001). Bu nedenle, 

pestisitlerin ilkbahar uygulamaları çok büyük etkiye sahip olabilir. 

 

1.6.4. Yerli Olmayan Arıların Etkileri  

 

Batı Avrupa‟ya karĢın Amerika BirleĢik Devletlerinde, yaban arıları için en önemli 

tehdit yetiĢtirilen yaban arı kovanlarının yaygın ticaretinden dolayı hastalığın yayılıĢı 

olabilir (Thorp ve Shepherd, 2005). Ġsrail, Kore, Japonya, Kuzey Amerika ve Avrupa gibi 

dünyanın çeĢitli yerlerinde  sera tozlaĢması için ticari yaban arı kovanları kullanılmaktadır 

(Goulson, 2003). Amerika BirleĢik Devletlerinde, 1990‟lardan beri Bombus impatiens ve 

Bombus occidentalis‟in kolonileri domates (Whittington ve Winston, 2004) ve tatlı biber 

(Shipp vd., 1994) gibi sera ürünlerinin tozlaĢması için yetiĢtirilmektedir. Yaban arılarına 

spesifik protozoon patojenlerden Crithidia bombi ve Nosema bombi ve trakeal bit 

Locustacarus buchneri‟nin yüksek yaygınlığıyla beraber bu koloniler yerel kolonilerden 

daha  iyi bir parazit yüküne sahiptir. Bu parazitler koloni yaĢamını ve çoğalmasını ve/veya 

yaĢayan iĢçilerin yem aramasını olumsuz etkiler (Brown vd., 2003; Gegear vd., 2005; 

Otterstatter  vd., 2005). Son zamanlarda Japonya‟da, yerel olmayan B. terrestris‟in yabani 

kolonileri yaygındır (Inari vd., 2005). Kanada‟da yapılan bir çalıĢmada polenin %73‟ü sera 

dıĢında ticari kolonilere ait iĢçiler tarafından taĢındığı belirlendi (Whittington vd., 2004).  

Çiçekler sayesinde ticari olarak yetiĢtirilen arılarda ve yerel arılar arasında yüksek bir 

ihtimalle etkileĢim olması, ticari populasyondan yerel populasyona patojen dağılımını 

sağlar. Ticari seraların yakınındaki yerel arılarda Crithidia bombi ve Nosema bombi‟nin 

yaygınlığında önemli artıĢlar olduğu  görülmektedir (Colla vd., 2006).  

Kuzey Amerika‟da yaban arı üretim tesislerinde 1998‟de bir Nosema bombi salgını 

rapor edildi. Belki de bu olay 1995 ve 1996‟da Meksika‟da enfekte Avrupalı B. terrestris 

kolonilerin ithalatı sonucu meydana gelmiĢtir (Winter vd., 2006). Benzer olarak Amerika 

BirleĢik Devletleri‟nde, ticari yaban arı kullanımı baĢladıktan sonra sadece Crithidia bombi 

bulundu ve bu parazit Amerika BirleĢik Devletlerine ait olmayabilir (Winter vd., 2006). 
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Ticari olarak yetiĢtirme için 1990 baĢlarında Amerika‟dan Avrupa‟ya B. occidentalis 

kraliçelerin  nakliyatının sonucunda da meydana gelebilir (Colla vd., 2006; Winter vd., 

2006).  

Bombus terricola, Bombus affinis, Bombus  franklini ve Bombus occidentalis gibi 

türlerin yerel olmayan bir patojene maruz kalmaları  yaban arıların azalmalarının olası 

sebebidir (Thorp, 2005; Thorp ve Shepherd, 2005; Whittington ve Winston, 2004). 

Bununla birlikte, yaban arı türlerinin  parazitlere duyarlılığında veya bu parazitlerin doğal 

dağılımıyla ilgili bilgiler yetersizdir ve bu nedenle, evcil yaban arı kovanlarının 

taĢınmasında daha sıkı kontroller gereklidir. 

Yaban arı ticaretiyle ilgili baĢka riskler de vardır. Amerika‟da, Güneydoğu Avrupa 

alt türü (B. terrestris dalmatinus)‟nün yaklaĢık olarak 10.000 kolonisi her yıl ithal 

edilmektedir. Britanya bu arının endemik bir  alt türü olan Bombus terrestris audax‟a 

sahiptir. Bu alt tür üstün yem arama etkisine ve üreme oranına sahiptir. Ayrıca, B. 

terrestris dalmatinus ve B. terrestris audax kolayca melezlenir; bu  nedenle, yerel türler 

hibridizasyon boyunca kaybolabilir (Ings vd., 2005). Bu da Ġngiliz türlerinde parazit 

bulaĢımı için tehlike oluĢturmaktadır (Ings vd., 2006). 

Son çalıĢmalar bal arılarının yaban arıları üzerinde negatif etkilere sahip 

olabileceğini göstermektedir. Walther-Hellwig ve arkadaĢları (Walther-Hellwig vd., 2006) 

günün  geç saatlerinde bombus arı türlerinin  yem arama sırasında kullandıkları bitkilerden 

çıkarken kısa dilli yaban arıların bal arı kovanlarına yakın yem alanlarından kaçındıklarını 

ortaya koydu. Thomson (Thomson, 2004) deneysel olarak bal arıları üretti ve kovanlara 

yakınlığın, B. occidentalis kolonilerin çoğalma baĢarısını ve yem arama oranlarını önemli 

derecede azalttığını buldu.  

Afrikan bal arı zararlısı Aetina tumida son zamanlarda Kuzey Amerika, Mısır, 

Avusturalya ve Avrupa‟yı istila etti ve saldırılar Bombus impatiens kolonileri için önemli 

oranda zarara sebep oldu (Spiewok ve Neumann, 2006). Viral bal arı patojeni deformed 

wing virüsü, B. terrestris ticari kolonilerinde bulundu (Genersch vd., 2006). Bu virüs bal 

arılardan daha yüksek Ģiddette yaban arılarında ortaya çıktı ve bu bulgular bal arıları ve 

yaban arıları arasında karĢılıklı infektivite ve aktarım hakkında soruları arttırdı.  
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1.7. Yaban Arı Patojenleri 

 

Ticari olarak yetiĢtirilen yaban arılarının doğal olanlara göre çeĢitli patojenleri  daha 

yüksek oranda  ihtiva ettiklerine dair  artan kanıtlar vardır. Birkaç çalıĢmada, ticari yaban 

arılarında 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 arılarından daha fazla olduğu bulundu (ġekil 3). Yaban arıların yağ dokusunu 

enfekte eden protozoon Apicystis bombi (MacFarlane vd.,1995) (Neogregarine: 

Ophrocystidae) ise ticari arılarda yerel arılardan daha yaygın olmadığı göründü 

(Otterstatter, yayınlanmadı).  

 

 

 

 

ġekil 3. Kanada populasyonu yerel ve ticari olarak yetiĢtirilen arılardaki 

enfeksiyon oranları ve parazit yoğunluğu. (Yerel arılar: MacFarlane 

vd., 1995 [A. bombi, n = 2977 kraliçe arı); Liu, 1973 [C. bombi, N. 

bombi, n = 133 kraliçe arı]; Otterstatter and Whidden, 2004 [L. 

buchneri, n = 1016 kraliçe, iĢçi, erkek arı]; ticari olarak yetiĢtirilen 

arılar: Otterstatter M.C., yayınlanmadı [A. bombi, C. bombi, n = 20 

koloni]; Whittington ve Winston, 2003 [N. bombi, n = 49 koloni] 

Avrupa populasyonun da dikkate alınan ticari arılarda ([n = 367 

colonies, Goka vd., 2000])  L. buchneri üzerindeki çalıĢmalar hariç 

olmak üzere). 

 

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

parazitlerin hepsi yaban arı türlerini enfekte eder ve kolonilere geniĢ ölçüde yayılır. 

      Yerel yaban arılar       Ticari yetiĢtirilen  

         yaban arılar 
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Böylece, koloni yaĢamının veya iĢçi arıların yem arama etkilerinin azalmasına sebep olur 

(Brown vd., 2003; Otterstatter vd., 2005; Fisher ve Pomeroy, 1989; Husband ve Sinha, 

1970; Mac-Farlane vd., 1995). Bunun sonucu olarak, yaban arılarının uluslararası taĢınımı, 

seralardan  kaçan arılardan yaban arılarına patojen dağılımına yol açabilir (Colla vd., 2006) 

ve yaban arı türünün azalmasına sebep olabilir (Williams ve Osborne, 2009).  

Patojen dağılımı, genellikle domestik veya ticari populasyondan simpatrik 

populasyona  infeksiyöz etmenlerin (parazitler veya patojenler) iletimi olarak 

tanımlanabilir (Dazsak vd., 2000; Power ve Mitchell, 2004). Örneğin, ticari olarak 

yetiĢtirilen balık, alabalık çiftliklerinden kaçtıktan sonra parazitik deniz biti 

(Lepeophtheirus salmonis) doğal alabalık (Oncorhynchus spp.) populasyonlarında tespit 

edildi (Morton vd., 2004). Parazite hem Kanada (Morton vd., 2004) hem de  Avrupa‟da 

(McVicar, 1997; McVicar, 2004) doğal balık populasyonlarında rastlanıldı. 

Patojen dağılımı biyoçeĢitlilik için önemli bir tehdit gibi görülmekte ve çeĢitli 

populasyonlarda azalma veya nesil tükenmesinin bu dağılımla ilgili olduğu 

düĢünülmektedir (Altizer vd., 2003). Patojen dağılımlarını araĢtırmada yaban arı 

parazitlerini karakterize etmek için moleküler araçlar geliĢtirmeye ihtiyaç duyulmaktadır. 

Dağılımın tekerrürü veya varoluĢunun bilinmesi yerel populasyonun etkili bir Ģekilde 

korunma için ülke yönetimini harekete geçirmiĢtir. 

Doğal yaban arı kraliçe ve kolonileri birçok patojene maruz kalmaktadır (virüs, 

bakteri, fungus, protozoa gibi). Ağır enfekte kraliçeler kolonileri kuramaz. Sonbahar ve 

ilkbaharda yetiĢtirme merkezlerinde doğal olarak çiftleĢen ve kıĢ uykusuna yatan 

kraliçeleri yakalama ve onları alma gibi eylemler parazitlerin ve patojenlerin giriĢine sebep 

olabilir. Ayrıca, ticari koloniler taĢınma ve karantina süresince stresten etkilenebilir. Böyle 

bir durumda koloni içerisinde herhangi bir patojen varsa buna bağlı olarak bazı hastalıklar 

geliĢebilir. Koloniler taĢınmadan önce dikkatlice incelenmelidir çünkü yuva kutusundaki 

enfekte koloniler pamuk tabakasıyla kaplı kuluçka alanından farkedilmeden diğer ülkelere 

gidebilir. Bu nedenle yaban arı hastalıkların ve parazitlerin kontrolü ve tanımlanması, 

yayılmalarını önlemede çok önemlidir. Hastalıklı koloniler hızlı geliĢemez ve sağlıklı 

kolonilerden daha az arı sayısına sahip olur.  

Bal arılarının geliĢme dönemleri pek çok hastalık etmeni ve zararlı için uygun bir 

ortam oluĢturabilmektedir. Bu sebeple çok sayıda patojen bal arılarında değiĢik hastalıklar 

oluĢturabilmektedir (Tutkun ve BoĢgelmez, 2003). Bununla birlikte, kıtalar ve ülkelerarası 

arı, arı ürünleri ve arıcılık malzemeleri ticareti arı hastalıklarının kısa sürede tüm ülkelere 
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yayılmasına neden olmuĢtur (Öztürk, 2001). Bal arısı hastalık ve zararlıları ülkemizde 

arıcılığın geliĢmesini yavaĢlatan ve üretim etkinliğini sınırlandıran en önemli faktörlerden 

biridir (Doğaroğlu, 1999). Arı hastalıkları ülkemiz arıcılığında önemli kayıplara yol 

açmakta olup, bilinçli bir ilaç kullanımı olduğunu söylemek oldukça zordur (Aydın vd., 

2003).  

 

1.7.1. Nosema bombi 

      

N.bombi yaban arıların önemli parazitlerinden biridir. N. bombi sporları 4.6–7.0 µm 

uzunluğunda ve 1.8–4.0 µm geniĢliğindedir ve Nosema apis‟den daha geniĢ ve daha 

uzundur (ġekil 4) (Weiser, 1978; Mc  Ivor, 1990; Eijnde ve Vette, 1993; Macfarlane vd., 

1995). Etmen abdomene yayılır ve ishale sebep olur ve yaban arılarda çiftleĢmeyi engeller 

(Macfarlane vd., 1995). Ağır enfekte kraliçeler kıĢ uykusuna yatmayabilir ve ölmeyebilir. 

Hafif enfekte kraliçeler kıĢ uykusu boyunca canlı kalabilir. Bununla birlikte, koloni 

baĢlaması gecikir ve kolonilerin geliĢmesi engellenir. Koloni geliĢimi boyunca enfekte 

kraliçeler sağlıklı kraliçelerden daha az yaĢarlar. 

 

 

                                       ġekil 4. Nosema bombi sporları (Eldeniz ve Kaftanoğlu, 2006). 

 

N. bombi, doğal populasyonların ve ticari arıların sayılarının azalmasında önemli bir 

etmendir. Bu durum büyük ölçüde, yaĢayan arılar üzerinde bu parazitin daha kolayca 

incelenen etkisinden dolayıdır (Enfekte hayvanlar sakat kanatlara sahiptir ve kraliçelerde 

karın ĢiĢliği olabilir ve çiftleĢme için uygun olmayabilir) (Otti ve Schmid- Hempel, 2007).  

BaĢarılı enfeksiyonun ergin dönem sırasında olması çok az bir ihtimaldir. Bu nedenle 

bulaĢma, büyük ihtimalle sporların larvadan beslendiği zaman meydana gelir (Eijnde ve 
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Vette, 1993; Rutrecht vd., 2007). Bununla birlikte, tarlada N. bombi‟nin yaygınlığı ve  

koloni seviyeleri daha kolay bulaĢan Crithidia bombi‟den daha düĢüktür (Baer ve Schmid-

Hempel, 1999, 2001).  

Avrupa ve Kuzey Amerika‟da ticarileĢmeden önce Crithidia spp. gibi N. bombi 

doğal 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 türlerine bulaĢabileceği gösterildi (Niwa vd., 2004). Ergin arıların yem arama 

sırasında kolayca bulaĢan tripanozomlara karĢın, N. bombi daha zor bulaĢır. Bununla 

birlikte, koloniler tarlada enfekte olur (Imhoof ve Schmid-Hempel, 1999; Baer ve Schmid-

Hempel, 1999) ve bu 3 yolla meydana gelebilir. Birincisi, doğmayan kolonilerin içerisinde 

enfekte iĢçi arıların toplanması; ikincisi, yem arama sırasındayken sporların toplanması 

nedeniyle erginlerin enfeksiyonu; üçüncüsü, yem arama sırasında kontamine polenlerin 

toplanıp, bu polenlerle beslenen larvanın enfeksiyonudur. Son çalıĢmalar bulaĢma olasılığı 

üzerinde konak türlerin bir etkisinin olmadığını gösterdi (Rutrecht vd., 2007). Ancak, 

konak yaĢamı parazit virulansını etkileyebilir (Rutrecht ve Brown, 2009).  

 

1.7.2. Nosema cerenea 

 

Nosema cerenea, Kuzey Amerika‟da yaban arılarında tespit edildi (Plischuk vd., 

2009). Diğer coğrafik alanlarında olmamasına rağmen (Fries, 2010; Williams vd., 2010), 

bu türün Ġspanya‟da  bal arılarının azalmasına sebep olduğu ortaya çıkmıĢtır (Higes vd., 

2009). Ancak, bir Ģekilde bu  mikrosporida Nosema bombi‟ye, bal arı mikrosporidası 

Nosema apis‟den daha yakın akrabadır (Shafer vd., 2009). Yaban arılarında Nosema 

cerenea‟nın patojenik etkileri eğer varsa değerlendirilmesine ihtiyaç duyar. Çünkü, bu 

parazit gelecekte doğal ve ticari yaban arı populasyonlarında önemli hastalıkları 

belirtebilir.  

 

1.7.3. Locustacaris buchneri 

 

Locustacaris buchneri (trakeal bit), ticaret ıslahçıları tarafından kontrol edilebilen 

yaban arı parazitlerinden biridir (Goka vd., 2006). Bu kontrol, ticari yaban arılarının 

patojen dağılımının olası tehdit durumunda araĢtırılmasıdır (Goka vd., 2006). Böyle 
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kontroller devam ettikçe, L. buchneri‟nin patojen dağılımı yoluyla gelecek bir tehdit 

oluĢturması mümkün değildir. Koloniler arasındaki patojen taĢınımı tam olarak bilinmiyor. 

Bu olay, ya çiçeklerle (Schwarz ve Huck, 1997) ya da çiftleĢme sırasında enfekte 

erkeklerden yeni kraliçeye bulaĢmayla meydana gelebilir.  

  

1.7.4. Apicystis bombi 

 

Apicystis bombi, 11.1–14.4 µm uzunluğunda ve 3.6–5.4 µm geniĢliğinde sosis 

Ģeklinde sporlara sahiptir (ġekil 5). Nosema bombi‟den 2-3 kat daha uzun ve geniĢtir (Lipa 

ve Triggiani, 1992, 1996; Macfarlane vd., 1995). A. bombi genellikle yağ dokuda bulunur.  

A. bombi ile ağır enfekte olan kraliçeler kolayca tanımlanan beyaz yağ dokuya 

sahiptir. Normal kraliçelerin yağ dokuları sarı renktedir ve yaĢına göre esmerleĢir ve 

kahverengiye dönüĢür. Patojen, kraliçelerin ömrünü kısaltır ve ilkbahar baĢlarında ölüme 

neden olur. 

 

 
 

ġekil 5. Apicystis bombi sporları (600x) (Plischuk ve Lange, 2009). 

 

1.7.5. Crithidia bombi 

 

Gorbunov (1987) ve Lipa ve Triggiani (1988) tarafından morfolojisine dayanarak  

yaban arıların bağırsağında bulunan ilk protozoon flagellat Crithidia bombi 

(Kinetoplastida, Trypanosomatidae) olarak tanımlandı. C. bombi vektörsüz direk olarak 

bulaĢır. Bu parazit B. terrestris konağında ve bağırsağında çok yaygındır. Konağın arka 
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bağırsağında yaĢar ve konak dıĢında sadece çok kısa süre canlı kalabilir (Schmid–Hempel 

vd., 1999). Yeni enfeksiyonlar, yuva materyaliyle veya enfekte  bir arının daha önceden 

ziyaret etmiĢ olduğu çiçeklerle iliĢki olarak meydana gelir (Durrer ve Schmid-Hempel, 

1994). Crithida bombi, konakların sonraki jenerasyonuna ulaĢmak için koloni dönüĢünün 

sonunda üretilen genç kraliçeleri enfekte etmek zorundadır. C. bombi enfeksiyonu enfekte 

kraliçelerin sağlığını azaltır (Brown vd., 2003) ve bu nedenle yaban arıların önemli ve 

tehlikeli bir parazitidir. Son zamanlarda, tozlaĢma için Bombus terrestris‟in artan kullanımı 

sayesinde  bu parazitin diğer türlere de veya yaban arıların Ģimdiye kadar tespit edilmediği 

populasyonlara yayılabileceği Ģüpheleri vardır (Colla vd., 2006; Winter vd., 2006). Bu 

görüĢler, C. bombi‟nin taksonomik yerinin yeniden kontrol edilmesine sebep olur. 

Trypanosomatidae familyası morfolojik dönemlerin yorumlanmasındaki zorluklardan 

dolayı  hala birçok  taksonomik zorluklar ortaya çıkarır (McGhee ve Cosgrove, 1980; 

Podlipaev vd., 2004; Westernberger vd., 2004; Yurchenko vd., 2008). Günümüzde, 

trypanosomatidlerin sınıflandırılmasında ve tanımlanmasında sürekli olarak moleküler 

markerlar kullanılmaktadır (Örnek, Banuls vd., 2000; Desquesnes vd., 2002; Hamilton vd., 

2005; Kostygov vd., 2004; Maslov vd., 2007; Yurchenko vd., 2009). Populasyon 

çalıĢmaları, türler arası çeĢitliliği ortaya çıkarır (Örnek, Brisse vd., 2000; Brisse vd., 2001; 

Cuervo vd., 2004; Da Silva vd., 2004; Tibayrene, 2003). 

Bugüne kadar, C. bombi sadece morfolojik olarak tanımlandı (Gorbunov, 1987; Lipa 

ve Triggiani, 1988). C.bombi‟nin maximum uzunluğu 8.1 µm, vücutları armut Ģeklindedir. 

Kamçısı 8-12 µm uzunluğundadır (Lipa ve Triggiani, 1980) (ġekil 6). Enfeksiyon 

seviyeleri kraliçelerde %54–81, iĢçilerde %75-80, erkeklerde %47-71‟e kadar ulaĢabilir. 

Bununla birlikte, koloni geliĢimindeki etkileri hakkında yeterince bilgi yoktur (Skou vd., 

1963; Shykoff ve Schmid–Hempel, 1991a, b). 

Son zamanlarda, mikrosatellit bilgisi konak populasyonda bir çok klonun deveran 

ettiğini böylece, birden fazla suĢun birlikte enfeksiyonunun yaygın olabileceğini gösterdi 

(Schmid-Hempel ve Reber Funk, 2004). ġimdiye kadar, Bombus spp.‟de bulunan bütün 

enfeksiyonlar aynı trypanosomatid tür C.bombi‟de meydana gelmeseydi bu türler hala 

bilinmezdi. Bu nedenle, Bombus spp.‟de bulunan trypanosomatidlerin çeĢitliliğini 

moleküler olarak belirlemek için enfekte Bombus terrestris kullandık.   
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ġekil 6. Crithidia bombi sporları (400x) (Biobest, Belgium). 

 

1.8. Çalışmanın Amacı 

 

Crithidia bombi ve Apicystis bombi parazitlerinin gerek ticari olarak üretilen ve 

gerekse doğal yaban arıları üzerindeki etkileri oldukça önemlidir. Bunlar özellikle ticari 

üretimde, önemli kayıplara neden olmaktadır. Ayrıca, doğal yaban arılarında biyoçeĢitlilik 

ve doğal tozlaĢma açısından da çok ciddi sorunlar oluĢturmaktadır. Bu parazitlerin tespiti 

genellikle makroskobik ve mikroskobik olarak yapılmaktadır. Ancak, bu parazitlerin hızlı 

bir Ģekilde tespit edilmeleri ve populasyon içerisindeki yoğunlukların belirlenmesi 

parazitlerin yakınlık derecelerinin ortaya çıkarılması oldukça önemlidir. Bu nedenle, bu 

çalıĢmada enfekte yaban arılardaki C. bombi ve A. bombi parazitlerinin moleküler olarak 

tanımlanması amaçlanmıĢtır.  

Bu çalıĢmada, moleküler olarak tanımlanan (Meeus vd., 2010) iki önemli yaban arı 

paraziti olan Crithidia bombi ve Apicytis bombi üzerinde duruldu. A. bombi ve C. bombi  

genomunda haplotiplerin tanımlanmasında farklı genlerin kullanımı için konak çevreden 

parazit saflaĢtırmadan primer dizayn edildi. Bu primer dizaynında, türler arası çeĢitliliği 

çalıĢmak için farklı yüksek değiĢken genler seçildi. Ġlk olarak, yaban arılardaki önemli 

parazit C. bombi için ITS (Inter Translated Spacer), GAPDH (Glyceraldehyde 3-phospate 

dehydrogenase) ve Cytb (Cytochrome b) bölgeleri için primerler dizayn edildi. Aynı yol 

Apicystis bombi için Cox1 ve ITS genlerine odaklanarak takip edildi. Primerlerin 

kullanımını değerlendirmek için farklı türlerle bir doğrulama yapıldı. 
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Bu sayede, belli coğrafik bölgede belli bir parazit türünün genetik orijini çıkarılabilir 

ve bu parazitin yerli veya yaban arıların ticari taĢınımından dolayı dağılmıĢ olup olmadığı 

kanıtlanabilir. 



 

 

2. YAPILAN ÇALIŞMALAR 

 

2.1. Böceklerin Toplanması 

 

Crithidia bombi pozitif Bombus terrestris örnekleri (primer optimizasyonu için) 

serada yetiĢtirilen makroskobik olarak enfekte olduğu tahmin edilen bir koloniden 2009 

yılında alındı. Apicystis bombi pozitif Bombus terrestris örnekleri ise Patagonia (Arjantin) 

bölgesinden Ocak 2009 ve 2010 yıllarında toplandı (ġekil 7). Tripanosom enfekte soliter 

arı (Osmia cornuta) da zoofizyoloji laboratuar grubundan Dries Laget tarafından 

Belçika‟nın Doğu Flaman Bölgesinden Nisan 2010 yılında toplandı. 

 

 
     

ġekil 7. Patagonia ve Doğu Flaman Bölgesi 

 

2.2. Böceklerin Mikroskobik İncelenmesi 

 

Patagonia ve Doğu Flaman Bölgesinden toplanan arı örneklerinin makroskobik ve 

mikroskobik incelenmesi yapıldı. Enfekte örnekler belirlendi. Bu örnekler moleküler 

testler için kullanıldı. 
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2.3. DNA Ekstraksiyonu  

 

Ergin arılar (Bombus terrestris ve Osmia cornuta) karın bölgesinden ikiye bölündü 

ve parçaları 1.5 mL‟lik mikrosantrifüj tüplerine konuldu. Her bir tüpe 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 µl DNA 

izolasyon CTL tamponu ilave edildi. KarıĢım hücre parçalayıcısı (Precellys 24; Bertin, 

Montigny- le- Bretonneux, France) ile homojenize edildi. Üretici firmanın önerileri takip 

edilerek DNA izole edildi.  

Homojenizatörden çıkan tüplere 350 µl kloroform: izoamilalkol (24:1) karıĢımı ilave 

edildi ve vortekslendi. KarıĢım oda sıcaklığında 2 dakika 10.000xg‟de santrifüj edildi. Üst 

faz temiz bir mikrofüj tüpüne dikkatlice transfer edildi. Daha sonra karıĢıma 1 miktar CBL 

tamponu eklendi, mikrosantrifüjde maksimum hızda 15 saniye vortekslendi ve 70ºC‟de 10 

dakika inkübe edildi.Sonra karıĢıma 1 miktar saf ethanol (oda sıcaklığında, %96–100) 

eklendi ve maksimum hızda 15 saniye vorteksle iyice karıĢtırıldı. Diğer yandan 2 ml‟lik 

toplama tüpüne bir HiBind ®DNA kolum yerleĢtirildi. Kolum içine 100 µl dengeleme 

tamponu eklendi, 4 dakika beklendi ve maksimum hızda 20 dakika sanrifüj edildi. Elde 

edilen karıĢımın 750 µl‟si yeni HiBind ®DNA koluma eklendi, oda sıcaklığında 

10.000xg‟da 1 dakika santrifüj edildi. Sıvı kısım uzaklaĢtırıldı ve toplama tüpü tekrar 

kullanıldı. HiBind®DNA kolum, toplama tüpüne geri yerleĢtirildi, geriye kalan karıĢımdan 

eklendi ve belirtildiği gibi tekrar sanrifüj edildi. Sıvı kısım uzaklaĢtırıldı. Daha sonra yeni 

bir 2 ml toplama tüpüne colum yerleĢtirildi ve 500 µl HB tamponu eklendi, 30 dakika 

10.000xg‟da santrifüj edildi. Sıvı kısım uzaklaĢtırıldı, kullanılan aynı toplama tüpüne 

colum yerleĢtirildi ve saf alkol ile seyreltilen 700 µl DNA yıkama tamponu ile yıkandı. 

10.000xg‟da 1 dakika santrifüj edildi. Sıvı kısım uzaklaĢtırıldı. Etanol ile seyreltilmiĢ 700 

µl DNA yıkama tamponu ile tekrar yıkandı. Sıvı kısım uzaklaĢtırıldı, boĢ toplama tüpüne 

colum yerleĢtirildi ve 15.000xg‟da 2 dakika oda sıcaklığında santrifüj edildi. Temiz bir 1.5 

mL mikrofüj tüpüne column yerleĢtirildi. DNA‟yı ayrıĢtırmak için 50–100 µl önceden 

60ºC-70ºC‟de ısıtılmıĢ Elüsyon tamponu eklendi. Oda sıcaklığında 2 dakika emilmesine 

izin verildi. 10.000xg‟da 1 dakika santrifüj edildi. Elüsyon tampon adımı 50–100 µl ile 

tekrarlandı. Sonunda DNA miktarı nanodrop ile ölçüldü. 
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2.4. Gen Seçimleri 

 

2.4.1. Crithidia bombi İçin Genlerin Seçimi 

 

Amaçta da belirtildiği gibi farklı haplotiplerin tanımlanması için C. bombi‟nin farklı 

genlerinin dizi analizleri yapılmalıdır (Tablo 3). Türler arası farklılıkları görebilmek için 

seçilen genlerin yeterince değiĢken olması gereklidir. Ayrıca, genler evrensel primerler 

sayesinde tespit edilmeye yarayan bölgelere sahip olmalıdır. ÇalıĢmada kullanılan ilk 

primer sık sık yüksek bir mutasyonun görüldüğü mitokondrial genomda bulunan genlere 

karĢıdır. 

 

Tablo 3. C. bombi haplotiplendirmesi için kullanılan farklı genler 

 

Gen Yer n = Haplotiplerin sayısı 

ITS (Internal transcribed 

spacer) 
      Nüklear 

  Trypanosoma evansi (n=67) 

Trypanosoma congolense (n=8) 

GAPDH 

(Glyceraldehyde3-

phosphate dehydrogenase) 

Mitokondrial 
  Trypanosoma vivax (n=7) 

  Trypanosoma dionisii (n=3) 

Cytb (Cytochrome b) Mitokondrial 
 Leishmania braziliensis (n=20) 

   Leishmania mexicana (n=22) 

 

2.4.2. Apicystis bombi İçin Genlerin Seçimi 

 

Apicystis bombi‟nin farklı haplotiplerin tanımlanması için farklı genlerin dizi 

analizlerinin yapılması gereklidir. Genlerin seçimi C. bombi için açıklanan ilkelere göre 

gerçekleĢtirildi. Literatüre dayanılarak ITS (Internal transcribed spacer) ve Cox1 

(Cytochrome c oxidase I) genleri seçildi (Tablo 4).    

 

Tablo 4. A. bombi haplotiplendirmesi için kullanılan farklı genler    

 

Gen Konum n = Haplotiplerin sayısı 

ITS (Internal transcribed 

spacer) 
Nüklear 

Trypanosoma evansi (n=67), 

Trypanosoma congolense (n=8)  

Cox1 (Cytochrome c 

oxidase I) 
Mitokondrial 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


27 

 

 

2.5. Crithidia bombi Genlerinin Farklı Primer Kombinasyonlarıyla Çoğaltılması 

 

Bir yaban arı DNA ekstraktında primerlerin parazit materyalini belirleyip 

belirlemeyeceğini görmek için PCR koĢullarını ve primerleri daha uygun hale getirilerek 3 

örnek kullanıldı. Örnekler; i) (Cr+), bir yaban arının toplam DNA ekstraktı (C. bombi 

pozitif), ii) (Cr-) bir yaban arının toplam DNA ekstraktı (C.bombi negatif), iii) (Crg+) bir 

yaban arının bağırsak DNA ekstraktı (C. bombi pozitif) Ģeklinde oluĢturuldu. 

Ġlk olarak seçilen genleri (Tablo 3) çoğaltmak için Schmid-Hempel ve Tognazzoet 

(2010) tarafından dizayn edilen primer grubu kullanıldı (Tablo 5). Cr-ITS1 istenilen 

sonucu vermedi ve yeni evrensel primerler dizayn edildi. Ġlgili tripanozomların 18S rRNA 

ve 28S rRNA sıraları alt alta dizilerek karĢılaĢtırıldı. Bu korunmuĢ bölgeler yüksek 

değiĢken ITS bölgelerini kapsar. Farklı tripanosomların 18S ve 28S sekansları sıralamadan 

alındı ve primer 3 software ile primer dizaynı için kullanıldı ve primer Cr-ITS-807 olarak 

isimlendirildi. 

Yeni dizayn edilen Cr-ITS-807 primerleri ve Cytb ve GAPDH için yayınlanan 

primerler belirtilen sıcaklıklarda (Cr-Cytb-50ºC, Cr-GAPDH-55ºC, Cr-ITS-807-55ºC) 

kullanıldı. 

 

Tablo 5. Crithidia bombi‟de farklı genleri çoğaltmak için kullanılan primerler 

 

Primerler Sekans Orijin 

Cr-GAPDHf TTYGCCGYATYGGYCGCATGG Schmid- Hempel ve 

Tognazzoet (2010) Cr-GAPDHr GTTYTGCAGSGTCGCCTTGG 

Cr-ITS1 f GGAAACCACGGAATCACCATAGACC Schmid- Hempel ve  

Tognazzoet (2010) Cr-ITS1 r AGGAAGCCAAGTCATCCATCG 

Cr-Cytb F WTTRTTTTTTRTGRGATTTTG Schmid- Hempel ve 

Tognazzoet (2010) Cr-Cytb R CATAAACGYTCACAAT 

Cr-ITSf-807 CTCTGCGGGATTCCTTTGTA 
Ivan Meeus (2010) 

Cr-ITSr-807 AGGAAGCCAAGTCATCCATC 

 

2.5.1. Polimeraz Zincir Reaksiyon (PCR) Çalışmaları 

 

Bütün PCR reaksiyonları, 1 µl (değiĢken konsantrasyon) DNA içeren toplam 25 

µl‟lik hacimde gerçekleĢtirildi. KarıĢım, 1x Reaction- Buffer, 0.5 µl 0.2 mM dNTP‟den, 

1.25 µl 10 µM her bir primerin, 0.5U Taq DNA Polimeraz‟dan oluĢmaktadır. 
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Bütün PCR reaksiyonları aĢağıdaki gibi yürütüldü; 94ºC‟de 5 dakika baĢlangıç 

denatürasyonu için bekletildikten sonra 30 döngü halinde, zincirlerin ayrılması için 

94ºC‟de 30 saniye, kullanılan primerlere uygun olarak 30 saniye çeĢitli bağlanma 

sıcaklıklarında bekletildi (Örnek, ITS1=55ºC, GAPDH=56ºC, Cytb=50ºC) ve sentez için 1 

dakika 72ºC‟ye maruz bırakıldı. Son olarak 10 dakika 72ºC‟de bekletilerek reaksiyon 

tamamlandı. PCR reaksiyonundan oluĢan ürünlerden 10 µl alınarak %2 agaroz jelde 

yürütüldü. 

 

2.5.2. PCR Ürün Saflaştırılması  

 

PCR ürünleri, E.Z.N.A.® Cycle-Pure-Spin veya ExoSAP (Exonuclease I- Shrimp 

Alkaline Phosphatase) metodu (Hanke ve Wink, 1994; Werle vd., 1994) kullanılarak 

saflaĢtırıldı.  

E.Z.N.A.® Cycle-Pure-Spin için aĢağıdaki yol izlenildi: PCR ürünleri temiz 

mikrosantrifüj tüpüne transfer edildi, bir miktar CP (Cycle-Pure) tamponu ilave edildi 

(PCR ürününün büyüklüğüne göre). KarıĢım vortekslendi ve HiBind DNA Mini kolumun 

yerleĢtirildiği toplama tüpüne aktarıldı. Daha sonra karıĢım oda sıcaklığında 13.000xg‟da 1 

dakika santrifüj edildi. Sıvı kısım uzaklaĢtırıldı ve aynı toplama tüpüne kolum yerleĢtirildi. 

DNA yıkama tamponundan 700 µl eklendi ve 1 dakika 13.000xg‟da santrifüj edildi. Sıvı 

kısım uzaklaĢtırıldı, aynı toplama tüpüne HiBind DNA Mini kolum geri yerleĢtirildi. Daha 

sonra 500 µl DNA yıkama tamponu eklendi, 13.000xg‟da 1 dakika santrifüj edildi. Sıvı 

kısım uzaklaĢtırıldı aynı toplama tüpüne HiBind DNA Mini kolum geri yerleĢtirildi. BoĢ 

HiBind DNA Mini kolum maksimum hızda 2 dakika santrifüj edildi, 1.5 ml santrifüj 

tüpüne yerleĢtirildi. Son ürünün istenilen konsantrasyonuna bağlı olarak 30-50 µl Elüsyon 

tamponu (10Mm Tris, pH=8.5) veya direk olarak kolum tam ortasına su eklendi. Oda 

sıcaklığında 2 dakika bekletildi. DNA‟yı ayrıĢtırmak için 13.000xg‟da 1 dakika santrifüj 

edildi (Bu DNA‟nın ortalama %80-90‟nını gösterir).  

ExoSAP (Exonuclease I- Shrimp Alkaline Phosphatase) metodu için aĢağıdaki yol 

izlenildi: Bu metot sekanstan önce fazla dNTPs ve primerlerin kaldırılmasını sağlar. 5 µl 

PCR ürünü için 0.5 µl Eksoonukleaz I (20u/µl) ve 1 µl SAP (1u/µl)  kullanıldı. KarıĢım 

37ºC‟de 15 dakika inkübe edildi ve daha sonra 80ºC‟de 15 dakika etkisiz hale getirildi. 
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DNA dizi analizi için LGC Genomics GmbH Berlin/Almanya Ģirketine gönderildi. 

Elde edilen DNA dizileri tür tayinlerini doğrulamak için PubMed GenBank‟ta yer alan 

DNA dizileri ile karĢılaĢtırıldı ve sonra filogenetik analizleri yapıldı. 

 

2.5.3. C. bombi’nin ITS Bölgesinin Çoğaltılması ve DNA Dizi Analizi 

 

ġekil 8‟de gösterildiği gibi Cr-ITS-807 primeri C. bombi‟nin ITS bölgesi 

çoğaltıldıktan sonra oluĢan DNA bandı saflaĢtırıldı ve dizi analizine gönderildi. Ancak, 

sekans baĢarısız oldu. ITS genin sekansını elde etmek için moleküler klonlama gereklidir.  

          

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

Analizi 

 

Önceki Cr-Cytb primerlerin çalıĢmasına rağmen, toplam DNA ekstraktında istenilen 

büyüklükte tek bir bant elde edilmedi. Bu nedenle ITS bölgesinde olduğu gibi yeni 

primerler dizayn edildi (Tablo 6). Aynı Ģekilde GAPDH için de yeni primerler dizayn 

edildi (Tablo 6). Primer çiftlerinden sadece Cytb–Leis ve GAPDH-741 ile beklenen 

büyüklükte bantlar elde edildi (ġekil 8). Elde edilen PCR ürünlerini saflaĢtırmak için 

ExoSAP metodu veya E.Z.N.A.® Cycle-Pure-Spin kiti  kullanılarak DNA dizi analizi 

yapıldı.   

 

Tablo 6. Crithidia bombi‟de farklı genleri çoğaltmak için kullanılan diğer primerler 

 

Primerler Sekans Orijin 

Cytb-TrypC-F GACAGGAATTGAGAAGCGAGAGAG Barnabe 

vd.,2000 Cytb-TrypC-R CAAACCTATCACAAAAAGCATCTG 

Cytb-Leis-F GGTGTAGGTTTTAGTTTAGG Luyo-Acero 

vd.,2004 Cytb-Leis-R CTACAATAAACAAATCATAATATATATACAATT 

Cytb-F-599 AAGCGGAGAGAAAAGAAAAGG Ivan Meeus, 

2010 Cytb-R-599 TCACAAAAACCATCAGAACTCA 

GAPDHF-741 CCGAGTACTTCGCGTACCAG Ivan Meeus, 

2010 GAPDHR-741 CGAGGATGCCCTTCATGT 
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2.5.5. C. bombi İçin Kullanılan Cytb-Leis ve GAPDH-741 Primerlerin 

Geçerliliğinin Onaylanması 

 

Sekans analizi, primerlerin doğru parazit genlerini çoğaltabileceğini ispatladı. 

Bundan baĢka farklı örneklerde performansı ve duyarlılığı test edildi. Primer çiftlerini 

onaylamak için 4 farklı C. bombi enfekte yaban arısı ve negative yaban arıları (n=4) ve 

Cytb-Leis: 50ºC, GAPDH-741: 56ºC bağlanma sıcaklıkları kullanıldı. 

 

2.6. Apicystis bombi  Genlerin Farklı Primer Kombinasyonlarıyla Çoğaltılması 

 

2.6.1. A. bombi’nin Cox1 Geninin Çoğaltılması 

 

Cox1 (cytochrome c oxidase 1) geni için Cox1Greg ve GregCox1-Cyb primerleri 

dizayn edildi (Tablo 7). Cox1Greg primeri için, 56ºC bağlanma sıcaklığı, DNA 

polimerazlar, sırasıyla 1.5 mM, 2.5 mM, 3.5 mM, 4.5 mM konsantrasyonlarda MgCl2 gibi 

adımlar denendi. Bununla birlikte her iki primer için PCR sonuç vermedi. 

 

Tablo 7. A. bombi‟nin Cox1 genini çoğaltmak için kullanılan primerler 

 

Primerler Sekans Orijin 

 Cox1Greg-F TTGGDGGWGGWACWGGATG 
Ivan Meeus, 2010 

 Cox1Greg-R TGCTANATCHACTGCTGCAT 

 GregCox1-Cyb-2000F TTGTTGCACATTTCCATTTTG 
Ivan Meeus, 2010 

 GregCox1-Cyb-2000R GCACCCCAGAAACTCATTTG 

 

2.6.2. A. bombi’nin ITS Bölgesinin Çoğaltılması ve Dizi Analizi 

 

Literatür çalıĢmasında diğer bir gregarinin ITS bölgesini çoğaltabilen bazı farklı 

primerler bulundu. Bunlar; ITS-F1 (5'-CCAAATCATCTGAAGAATGAGAAA-3'), ITS-

F2 (5'-CGCAAGTCATTAGCTTGTGC-3'), EndF/ASCO-28S-R (5'-

CCAGCATGGAATAACATGTAAGG-3'/5'-CAGTGGGTAGCCTTGTC-3')‟dır (Tablo 

8). Bununla birlikte ilk adım farklı MgCl2 konsantrasyonları denenmesine rağmen 

beklenilen büyüklükte temiz bir bant (800 bp) oluĢmadı. Sonra enfekte ve enfekte omayan 

yaban arı kullanarak EndF/ASCO-28-R primerleri 1.5 mM, 2.5 Mm, 3.5 mM, 4.4 mM 
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MgCl2 konsantrasyonları ve 48ºC‟den 52ºC‟ye farklı bağlanma sıcaklıkları ile optimize 

edilmeye çalıĢıldı (ġekil 15). 

 

Tablo 8. A. bombi‟nin ITS bölgesini çoğaltmak için kullanılan primerler      

 

Primerler Sekans Orijin 

ITS-F1 CCAAATCATCTGAAGAATGAGAAA Morales vd.,2005 

ITS-F2 CGCAAGTCATTAGCTTGTGC Morales vd.,2005 

ASCO-28S-R CAGTGGGTAGCCTTGTC Morales vd.,2005 

EndF CCAGCATGGAATAACATGTAAGG Ivan Meeus, 2010 

      

2.6.2.1. A. bombi’nin ITS Bölgesinin Moleküler Klonlanması 

 

Bir önceki adımda çoğaltılan ITS bölgesi jelden temizlendi ve DNA fragmentleri 

Sticky-End klonlama protokolünü kullanarak pJET1.2 vektörüne klonlandı. Blunting 

reaksiyonu, her bir gen için 10 µl 2x reaksiyon tamponu, 4 µl DNA fragmenti, 1 µl ddH2O, 

2,5 µl DNA blunting enzim bir araya getirilerek 17,5 µl‟lik hacimde buz içerisinde 

gerçekleĢtirildi. KarıĢım 70ºC‟de 5 dakika inkübe edildi ve tekrar buza konuldu. Diğer 

yandan buzun içinde Ligasyon reaksiyonu için 1 µl pJET1.2/blunt Cloning Vector (50 

ng/µl), 1 µl T4 DNA Ligaz ve 0.5 µl dATP ile toplam 20 µl‟lik karıĢım hazırlandı ve 

blunting reaksiyon karıĢımına eklendi. KarıĢım vortekslendi ve damlaların toplanması için 

3-5 saniye santrifüj edildi. KarıĢım oda sıcaklığında (22ºC) 1 saat inkübe edildi. Daha 

sonra transformasyon için rekombinant DNA molekülleri kompotent hücrelere 

(Escherichia coli) aktarıldı (40 µL competent hücre + 2 µl ligasyon reaksiyon). Örnekler 

30 dakika buz içerisinde bekletildi. Sıcak Ģok için 42 saniye 42ºC‟de bekletildikten sonra 2 

dakika tekrar buza konuldu. Daha sonra önceden 42ºC‟de ısıtılmıĢ 0,5 mL LB eklendi. 

Örnekler 37ºC‟de 1 saat sallayıcıda sallandı. Daha sonra örneklerden 100 µl alınarak 

antibiyotikli agara ekildi. 1 gece 37ºC‟de inkübe edildi. Seçilen rekombinant DNA 

plazmitlerin izolasyonu Plasmid Isolation Kit® kullarak yapıldı. 
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2.6.3. A. bombi’nin ITS Bölgesinin Çoğaltılması İçin Farklı Primer Grubunun 

Kullanılması 

 

A. bombi DNA‟sının çoğaltılması Tablo 8‟deki primerlerle sonuç vermediğinden 

yeni primerler dizayn edildi (Tablo 9).  A. bombi‟nin 18S Rrna baz sırası bilinir (Meeus 

vd., 2010) ve ilgili parazitlerin 28S rRNA baz sıralarının birkaçı Gen bankasından alındı. 

Tablo 9‟daki farklı primer grupları kombine edildi ve standart PCR koĢulları A. bombi 

enfekte yaban arıları ve enfekte olmayan yaban arılarının performanslarını 

değerlendirmede kullanıldı (ġekil 16).  

 

Tablo 9. A. bombi‟nin ITS bölgesini çoğaltmak için kullanılan primerler 

 

F primerler (18S)   ve   Sekans R primerler (28S)  ve   Sekans 
18SFa           TTACGTCCCTGCCCTTTGTA 28SR1100a  TCGGAGGGAACCAGCTACTA 

18SFb          CGTGATGGGGATAGACGATT 28SR1300a   CATCGCCAGTTCTGCTTACC 

28SF1100a   TAGGGGCGAAAGACTAATCG 28SR2200     CGAGGCATTTGGCTACCTTA 

 

2.6.3.1. A. bombi İçin Kullanılan Yeni Primerlerin Geçerliliğinin Onaylanması 

 

Primer grubu 18SFa/28R1100a‟nın duyarlılığını onaylanmak istendi. A. bombi için 

21 farklı pozitif örnek test edildi. Bunlardan 16 örnek kesin bir Ģekilde pozitif olarak 

sonuçlandı. Önceden örnekler pozitif iken 3‟ü zayıf pozitif ve 2‟si negatif olarak 

tanımlandı (ġekil 17). 

 

2.7. Soliter Arılarda Tripanosomlar 

 

2.7.1. Osmia cornuta’da Yeni Bir SE Tripanosom 

 

Bu son kısımda, laboratuarda Belçika‟dan toplanan soliter arılardan tripanosomları 

tespit etmek için dizayn edilen primerler kullanıldı. Soliter arı Osmia cornuta‟da keĢfedilen 

yeni bir SE tripanosomdur. Bu örnek L1 olarak adlandırıldı. Bunun 18S rRNA sekansı C. 

bombi, C. expoeki, C. mellificae‟den farklı olduğunu gösterdi ve bu çalıĢmayla 

Hymenoptera‟yı enfekte eden SE tripanosomu olarak belirlendi. Osmia cornuta‟yı enfekte 
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eden SE tripanosomun farklı tür statüsü Cytb genin sekansı sayesinde filogenetik ağaç 

çizilerek onaylandı (ġekil 19).  

 

2.8. Filogenetik Analiz 

 

Elde edilen bütün DNA dizileri BioEdit (Hall, 1999, version 7.09) programı ile 

düzenlendi ve Pubmed GenBank‟ta blastlanarak GenBank‟ta yer alan diğer DNA dizileri 

ile yüzde benzerlikleri belirlendi. Buradan elde edilen veriler izolatların morfolojik 

tanımlamalarını doğrulamak için kullanıldı. DNA dizilerinin Cluster analizi aynı Ģekilde 

BioEdit programını kullanarak Clustal W programı ile yapıldı ve buradan elde edilen 

veriler MEGA4 (Tamura vd.,2007) filogenetik programı yardımıyla Neighbor-Joining (NJ) 

analizinde kullanıldı. Aligment boĢlukları kayıp veri olarak değerlendirildi. OluĢturulan 

dendrogramların güvenilirliği MEGA4 programı kullanarak seç-bağla (bootstrap) analizi 

ile 2000 tekrarlı olacak Ģekilde (Felsenstein, 1985) test edildi. 

 

 



 

 

3. BULGULAR 

 

3.1. Crithidia bombi İçin Seçilen Genlerin PCR ile Çoğaltılmaları  

 

C. bombi ile enfekte olan yaban araılarındaki enfeksiyonu moleküler olarak 

belirlemek için  Cytb (5'-WTTRTTTTTTRTGRGATTTTG-3'/5'-

CATAAACGYTCACAAT-3') ve GAPDH (5'-TTYGCCGYATYGGYCGCATGG-3'/5'-

GTTYTGCAGSGTCGCCTTGG-3') ve yeni dizayn edilen Cr-ITS-807  (5'-

CTCTGCGGGATTCCTTTGTA-3'/5'-AGGAAGCCAAGTCATCCATC-3')  primerleri 

kullanıldı. Sırasıyla Cr-Cytb: 50ºC, Cr-GAPDH: 56ºC, Cr-ITS-807: 55ºC sıcaklıklarda 

farklı bantlar üretti (ġekil 8). 

 

 

ġekil 8. C. bombi‟nin seçilen farklı genlerinin %2 agaroz jeldeki görüntüsü. Hat 1: C. 

bombi (-) (Negatif kontrol), Hat 2: C. bombi (+) (Pozitif kontrol), Hat 3:   C. 

bombi bağırsak (+) (C. bombi enfekteli bağırsak ekstraktı), Hat 4: Kontrol (Kalıp 

DNA içermeyen), M: Marker. 

 

Cr-Cytb primerleri (solda) spesifik olmayan DNA bantları (a) ve beklenilen 

büyüklükte bantlar (b) verdi. GAPDH primerleri (ortada) ise spesifik olmayan bantlar 

üretti (c). Sadece Cr- ITS-807 primerleri (sağda) enfekte örneklerde beklenilen büyüklükte 

bantlar verdi. 

Cr-Cytb primerleri kullanılarak gerçekleĢtirilen PCR C. bombi‟yi saptayabilir. 

Çünkü, enfekte bağırsak ekstraktından beklenilen büyüklükte (650 bp) tek bir bant elde 

edildi (ġekil 8b). Bununla birlikte, yaban arı DNA örneklerinde spesifik olmayan DNA 

bantları (300 bp) da ortaya çıktı (ġekil 8a). Bu sonuç, kullanılan primerlerin toplam DNA 

b 
c 
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ekstraktı için çok uygun olmadığını gösterdi. GAPDH genini çoğaltmak için kullanılan 

primerler PCR reaksiyonunda spesifik olmayan bantlar (900 bp ve 500 bp) üretti (ġekil 

8c). C. bombi genlerini belirlemek ve çoğaltmak için her iki primer sırası (Cr-Cytb ve Cr-

GAPDH) önceden kullanılmıĢtı (Schmid Hempel ve Tognazzoet, 2010). Bu çalıĢmada 

ilgili genleri belirlemek için primerlerin bombus DNA‟sı  ile  reaksiyon gösterildi.  

Yeni dizayn edilen Cr-ITS-807 primerler beklenildiği gibi reaksiyon verdi ve parazit 

DNA‟sına ait 800 bp büyüklüğünde ITS bölgesini çoğalttı (ġekil 8d). 

 

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

Çoğaltılmaları 

 

Önceki Cr-Cytb primerlerin çalıĢmasına rağmen, toplam DNA ekstraktından yapılan 

PCR sonucunda beklenildiği gibi tek bir bant görülmedi (ġekil 8). Bu nedenle ITS 

bölgesinde yapıldığı gibi yeni primerler dizayn edildi (Tablo 6). Bunlardan sadece primer 

çifti, Cytb-Leis (5'-GGTGTAGGTTTTAGTTTAGG-3'/5'-

CTACAATAAACAAATCATAATATATATACAATT-3') ve GAPDH-741 (5'-

CCGAGTACTTCGCGTACCAG-3'/5'-CGAGGATGCCCTTCATGT-3') beklenilen 

büyüklükte (Cytb-Leis: 900 bp, GAPDH-741: 700 bp) bantlar üretildi (ġekil 9). 

PCR koĢulları ve farklı primer çiftlerinin test edilmesinden sonra her bir gen için 

beklenilen büyüklükte parazit DNA‟sını çoğaltan bir primer çifti tanımlandı (ġekil 9‟daki 

2. ve 3. hatlar). Enfekte olmayan yaban arı DNA örneklerinde bant gözlenmedi. Elde 

edilen bantların parazit DNA‟sı olarak onaylanması için PCR ürünleri DNA dizi analizine 

gönderildi. 
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ġekil 9. Yaban arısı DNA örneklerinin Cytb-Leis ve GAPDH-741 primerleriyle 

çoğaltılmasının %2 agaroz jeldeki görüntüsü. Hat 1: C.bombi (-) (Negatif 

kontrol), Hat 2: C. bombi (+) (Pozitif kontrol), Hat 3: C. bombi bağırsak (+) (C. 

bombi enfekteli bağırsak ekstraktı), Hat 4: Kontrol (Kalıp DNA içermeyen), M: 

Marker.  

 

3.1.2. Çoğaltılan Genlerin Dizi Analizleri 

 

3.1.2.1. Cytb-Leis Primerleri ile Çoğaltılan Bölgenin Dizi Analizi 

 

Cytb-Leis (5'-GGTGTAGGTTTTAGTTTAGG-3'/5'-

CTACAATAAACAAATCATAATATATATACAATT-3') ve GAPDH-741(5'-

CCGAGTACTTCGCGTACCAG-3'/5'-CGAGGATGCCCTTCATGT-3') primer çiftlerinin 

parazitin doğru genlerini çoğalttığını onaylamak ve baz sıralarını belirlemek için elde 

edilen PCR ürünleri dizi analizine gönderildi (ġekil 9). Analiz için ileri primer ve 

saflaĢtırma için ExoSAP prosedürünün kullanıldığı ilk yöntem baĢarısız oldu. Geri 

primerleriyle ve E.Z.N.A.® Cycle-Pure-Spin kiti kullanılarak doğru bir dizi analizi yapıldı.   

ġekil 11‟de, Cytb-Leis primerleriyle elde edilen diziler BLAST araĢtırmasıyla en 

yakın dizilerle karĢılaĢtırıldı. Elde edilen DNA ürünü C. bombi izolatı A1‟in Cytb (ġekil 

10) sırası ile % 100 benzerlik gösterdi ve bu nedenle dizayn edilen primerler toplam bir 

yaban arı DNA örneği C. bombi DNA‟sından Cytb genini çoğalttı. BLAST sonuçları bir 

filogenetik ağaç oluĢturmak için kullanıldı.  

 

  

 1     2      3      L                L      4       1       2     3      

4 
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AATAAAATAACCATTAATAATAAACCTGTAAATTTATCTGGCACAGCCTTTAAAAAA

CCGAACAAGAATAAAAAAAATCATTCAGGTAATATCTTATCAGAAGTTTTTAATGTA

TCAACTATAACTCACGATTCTTCATGAAAAACAAAATATCAATTAATAAAAATAAAA

TACATCATACAAAATAAAATAAAAAATGCTAAAAACATATCTCTTAAATAAAATCAC

ATACAAAAACATAAACGTTCACAATAAAATGCAAAACGATCACAAAAACCATCTGA

ACTCATAAAATAATGTAAACAAAACAAATGCATTACAATAACTAAAATTAAAACAAA

TGGCAATAAAACATGCAACACATGTAATTTCAGTAACGTAAAATCATTAATAAATTC

ACTTCCTCAAATTCAATAACACAATCATAAACCAATAACTGGTACAGTGGCCAAAAT

ATTACTAAAAACTGTTAATCCTCAATAAGACATCATTGTACACGGTAAAACATAACCT

ATAAAACCTATTACAACAATAAAAATATAAATAACAAATCCAACAGCCCACACTAAA

ATATGAGTATCAAATAATATAATTAAAACGATTGCTTTAAAAATATGTACATACAAT

AAAAAAAATAATAATGACGTAAAACAATATGAACACTTCTAATAACAAATCCTAAAT

CAAAATCTCATAAAAATAATACAAAATATCAATTAGTACATATAAAGCAACTAAAAA

ATAATCATGCTAAACATATTCCACAAACAATTTGCATACATATAAAAAAACCTAA 

 

ġekil 10. Crithidia bombi‟nin Cytb gen bölgesinin baz sırası (Gen Bank No: GU321188.1). 

 

 
 

ġekil 11. C. bombi‟nin Cytb geninin benzerleriyle olan filogenetik iliĢkisi (MEGA4 

programı kullanarak seç-bağla (bootstrap) analizi ile 2000 tekrarlı olacak 

(Felsenstein, 1985) Ģekilde test edildi). 
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3.1.2.2. GAPDH-741 Primerleri ile Çoğaltılan Bölgenin Dizi Analizi 

 

Bir önceki iĢlem GAPDH–741 (5'-CCGAGTACTTCGCGTACCAG-3'/5'-

CGAGGATGCCCTTCATGT-3') primerleri için de takip edildi. GAPDH-741 

primerleriyle elde edilen diziler BLAST araĢtırmasıyla en yakın dizilerle karĢılaĢtırıldı 

(ġekil 13).  Elde edilen DNA ürünü GAPDH sırası (ġekil 12) ile %100 benzerlik gösterdi. 

Bu nedenle dizayn edilen primerler toplam bir yaban arı DNA örneğinden parazit C. bombi 

DNA‟sının GAPDH genini spesifik olarak çoğaltabilir.  

 

TCGATCTCCTGGATCGACGTGTCGCGGGTCGCGCGGAACGTCAGGTCCACCACCGAC

ACATCCGGCGTCGGCACGCGGAAGGACATGCCGGTCAGCTTGCCCTTCGTCGACGG

GATCACCATACCCACGGCCTTGGCGGCACCCGTCGTGGACGGGATGATGTTCACCGC

AGCAGCGCGGCCACCACGCCAGTCCTTGATCGACACGCCGTCCACCGTCTTCTGCGT

GGCAGTGTAGGAGTGGATGGTCGTCATCAGGCCGGTCTCGATGCCAAAGTTCTCCTT

CGTCAGCACGTGCACGATCGGGGCGAGGCAGTTGGTCGTGCAGGACGCGTTCGACA

CCACGTGGTGCGTCGCCGGGTTGTACTCGTGCTGGTTCACGCCCATCACGATCGTCT

TGGCACCGCCGGACGCCGGAGCGCTGATCACCACCTTCTTCGCGCCACCCTTCACGT

GGCCCTCAGCCTTCGCCTTGTTCGTGAACAGACCCGTCGACTCGATCACGTAGTCCA

CACCCAGCTTGCCCCACGGCAGGTCCGCAGGGTTGCGCTGCGCCTTCACGCACAGG

ATGCGGTGGCCGTTCACCACAAGCACATCCGGCTTCTTCACACCCGGCGAGCTCTTG

GCAACCTCCACCGTGTACTTCGGGCGACCGTGCACCGTATCAACTTCATCTGG 

 

ġekil 12. Crithidia bombi‟nin GAPDH gen bölgesinin baz sırası (Gen Bank No: 

GU321192.1). 
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ġekil 13. Crithidia bombi‟nin GAPDH-741 primerleriyle filogenetik analizi (MEGA4 

programı kullanarak seç-bağla (bootstrap) analizi ile 2000 tekrarlı olacak 

(Felsenstein, 1985) Ģekilde test edildi). 

 

3.1.3. C. bombi İçin Kullanılan Cytb-Leis ve GAPDH-741 Primerlerin 

Geçerliliğinin Onaylanması 

 

Dizi analizi, Cytb-Leis ve GAPDH-741 primerlerinin doğru parazit genlerini 

çoğaltabileceğini gösterdi. Bununla birlikte, aynı primerlerin farklı örneklerdeki 

performans ve duyarlılığı da test edildi. Primer çiftlerini onaylamak için C. bombi ile 

enfekte 4 farklı yaban arısı ve negatif kontrolleri kullanıldı. 

Her iki primer çifti de bütün negatif yaban arı örneklerini negatif olarak gösterdi ve 

bu nedenle %100 spesifik olarak kabul edildi. Bununla birlikte, %25 hatayla 4 pozitif 

örnekten sadece 3‟ü doğru sonuç verdi ve bu da primerlerin düĢük hassasiyete sahip 

olduğunu gösterdi (Tablo 10). 

 

Tablo 10. Farklı primer çiftlerinin hassasiyeti ve özgüllükleri  

 

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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Kullanılan enfekte yaban arıları bu primerler sayesinde belirlenebilen bir çok 

parazite sahip olabilir. Bununla birlikte, pozitif bir örneğin negatif sonucu da meydana 

gelebilir. Çünkü, yaban arısı primer sekansında bir mutasyonla farklı bir haplotiple enfekte 

olabilir. Bu soruları açıklığa kavuĢturmak ve farklı haplotipleri bulmak için dizi analizi 

gereklidir.  

 

3.2. Apicystis bombi’nin ITS Bölgesinin PCR Sonuçları 

 

Literatürden bir gregarinin ITS bölgesini çoğaltabilen bazı farklı primerler 

bulunmaktadır. Ancak, bu primerlerle PCR da sonuç vermedi (Tablo 8). Bu olumsuzluğu 

ortadan kaldırmak için daha sonra enfekte yaban arıları kullanılarak MgCl2 

konsantrasyonları ve bağlanma sıcaklıkları optimize edilmeye çalıĢıldı. 

 

3.2.1. Farklı MgCl2 Konsantrasyonların PCR’a Etkisi  

 

MgCl2 miktarındaki artıĢ, farklı büyüklükte DNA bantlarının oluĢmasına neden oldu 

(ġekil 14). Çünkü, A. bombi‟de ITS‟in mevcut uzunluğu hakkında Ģu anda kesin bir bilgi 

olmamasına rağmen, beklenilen uzunluk birkaç baz çiftinden yüz baz çiftine kadar 

ulaĢabilir. Bununla birlikte, EndF primerleriyle en büyük bantlar (900 bp) daha doğru 

olabilirken (ġekil 14b), ITS2 primerleriyle gözüken bantlar (400 bp) çok küçüktür (ġekil 

14a). Buna ilave olarak 2.5 mM MgCl2 konsantrasyonunda belirgin bir DNA bandı oluĢtu. 

EndF/ASCO-28S-R primerleri farklı MgCl2 konsantrasyonlarında (1.5 mM, 2.5 mM, 3.5 

mM) ve farklı bağlanma sıcaklıklarında (48ºC ve 52ºC) enfekte ve enfekte olmayan yaban 

arı örneklerini karĢılaĢtırılarak optimize edildi (ġekil 15). 
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ġekil 14. A. bombi‟nin ITS bölgesinin farklı primerlerle farklı MgCl2 

konsantrasyonlarında çoğaltılması. ITSF1/ASCO-28-R (solda), ITSF2 

/ASCO-28S-R (ortada) ve EndF/ASCO-28S-R (sağda). Hat 1: 1.5 mM, 

Hat 2: 2.5 mM, Hat 3: 3.5 mM, Hat 4: 4.5 mM MgCl2 ve M: Marker. 

 

3.2.2. Farklı Bağlanma Sıcaklıkların PCR’a Etkisi 

 

Enfekte olmayan ve A. bombi enfekte örnekden izole DNA örnekleri EndF/ASCO-

28S-R (5'-CCAGCATGGAATAACATGTAAGG-3'/5'-CAGTGGGTAGCCTTGTC-3') 

primer çiftleriyle çoğaltıldı. Reaksiyonda 1.5 mM, 2.5 mM ve 3.5 mM MgCl2 

konsantrasyonları kullanıldı ve bağlanma sıcaklığı da 48ºC‟den 52ºC‟ye arttırıldı. 

Pozitif örnekte beklenilen büyüklükte tek ve temiz bir bant gözükmemesine karĢın, 

analiz edilmesi gereken karıĢık bir bant örneği ortaya çıktı. Negatif örneklerde ise spesifik 

olmayan DNA bantlarıdır, sadece A. bombi pozitif örneklerde görünen yaklaĢık 800 bp 

olan tek bant en büyük DNA bantıdır (ġekil 15). Parazite spesifik olan bu DNA bantını 

tanımlamak için sekans analizi gereklidir. Ancak, C. bombi‟nin ITS bölgesinin direkt 

sekansı baĢarılı olmamıĢtı. Bu nedenle, PCR ürününün moleküler klonlanması ve 800 

bp‟lik tek bantın sekansı gereklidir.  
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ġekil 15. A. bombi enfekte ve enfekte olmayan örneklerin EndF/ASCO-28S-R 

primer çiftiyle farklı MgCl2 konsantrasyonlarında ve farklı bağlanma 

sıcaklıklarında çoğaltılması.((a) 48ºC, (b) 52ºC, MgCl2 konsantrasyon 

Hat 1: 1.5 mM , Hat 2: 5 mM ve Hat 3: 3.5 mM, M: Marker) 

 

3.3. ITS Bölgesinin Klonlama Sonuçları 

 

PCR ürünü sonucu üretilen 800 bp bant (ġekil 14b) Sticky-End klonlama 

prosedürüne göre klonlandı. Klonlamadan sonra sadece 3 plazmit, 800 bp‟e eĢ bir fragment 

içerdi. Bu plazmitler saflaĢtırıldı ve DNA konsantrasyonları nanodrop ile ölçüldü (Tablo 

11). Plazmitler dizi analizine gönderildi ve sıralar belirlendi. Bununla beraber blast analizi 

fragmentin atık DNA olduğunu ortaya koydu. Sonuç olarak, primerlerin ITS bölgesini 

çoğaltamadığı gösterildi. 

 

Tablo 11. 800 bp fragmenti içeren 3 plazmitin çoğaltılma özellikleri 

 

Klon DNA miktarı (ng/µl) 
DNA yoğunluğu 

260/280    260/230 

A. bombi (klon1) 

A. bombi (klon5) 

A. bombi (klon8) 

42,3 

47,8 

162,9 

1,77 

1,51 

1,55 

1,93 

1,88 

1,95 

 

3.3.1. A. bombi ITS Bölgesi İçin Seçilen Farklı Primerlerin PCR ile Çoğaltılması 

 

Farklı primerlerin değerlendirmesinde, Tablo 9‟da belirtilen 4 primer grubu 

18Fa/28SR1100a (5'-TTACGTCCCTGCCCTTTGTA-3'/5'-

TCGGAGGGAACCAGCTACTA-3'), 18SFb/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 örneklerde beklenilen büyüklükte bir bant oluĢturdu (ġekil 16). Diğer primer çiftleri 

genel olarak çok küçük bantlarla sonuçlandı. Pozitif örneklerde, sadece ilk 4 kombinasyon 

yoğun bir DNA bandı üretti. 

 

 
 

 ġekil 16. Farklı primerlerle A. bombi ITS bölgesinin çoğaltılması. (+ : A. bombi enfekte 

örnekler, - : enfekte olmayan örnekler) ve M: Marker. Her iki örnek için soldan 

sağa 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’nın Geçerliliğin Onaylanması 

 

A. bombi için 21 farklı pozitif örnek test edildi. 5'-TTACGTCCCTGCCCTTTGTA-

3'/5'-TCGGAGGGAACCAGCTACTA-3' sıralarına sahip primerlerin kullanıldığı 16 örnek 

net bir Ģekilde pozitif olarak görüldü (ġekil 17). Önceden örnekler pozitif iken 3‟ü zayıf 

pozitif ve 2‟si negatif olarak belirlendi. Enfekte olduğu bilinen 21 örneğin 19‟u yine pozitif 

olarak belirlendi. Sonuçta primer hassasiyeti %90 olarak hesaplandı.  
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ġekil 17. Farklı A. bombi pozitif arı örneklerin 18SFa/28R1100a primerin çoğaltılması. 

Sırasıyla (Ġlk jel için) 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; sırasıyla (ikinci jel için) Hat 8: 

B10; Hat 16: B5; Hat 17: B6; Hat 18: B7; Hat 19: B8; Hat 20: B9; Hat 21: 11T. 

 

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

Onaylanması 

 

Bu çalıĢmada, Belçika‟dan toplanan soliter arı enfeksiyonlarını karakterize etmek 

için dizayn edilen primerler kullanıldı. Cr-ITS-807 (5'-CTCTGCGGGATTCCTTTGTA-

3‟/ 5'-AGGAAGCCAAGTCATCCATC-3‟) primeri kullanılarak yapılan PCR sonucunda 

soliter arı Osmia cornuta‟da yeni bir SE (slowly evolving) tripanosom keĢfedildi. Bu örnek 

L1 olarak adlandırıldı. Bu örneğin dizi analizi parazitin C. bombi, C. expoeki ve C. 

mellificae‟den farklı olduğunu gösterdi. 

ITS1 bölgesi tamamen farklı iken Cr-ITS-807 primerleriyle ITS bölgesini klonlaması 

sadece 2 mutasyonla 18S rRNA‟sının C. bombi‟ye benzer olduğu sonucunu ortaya çıkardı 

(ġekil 18). Osmia cornuta‟yı enfekte eden SE tripanosomun farklı tür statüsü Cytb genin 

dizi analizi ile onaylandı (ġekil 19). Filogenetik ağaç, bal arılarında bulunan C. mellifica ve 

yaban arılarında bulunan C. bombi ve C. expoeki tripanasomlarının O. cornuta‟da bulunan 

tripanosomdan ayrı olduğunu net bir Ģekilde ortaya koydu.  
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                       10        20        30        40        50        60            

              ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 

L1            GGAAACCCCGGAATCACATAGACCCACTTGGGACCGAGGATTGCAATTATTGGTCGCGCA  

C. bombi 18S  .......A.................................................... 
  

                       70        80        90       100       110       120         

              ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 

L1            ACGAGGAATGTCTCGTAGGCGCAGCTCATCAAACTGTGCCGATTACGTCCCTGCCATTTG  

C. bombi 18S  ............................................................  
 

                       130       140       150       160       170       180      

              ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 

L1            TACACACCGCCCGTCGTTGTTTCCGATGATGGTGCAATACAGGTGATCGGACAGGCGGAT  

C. bombi 18S  ............................................................  
 

                       190       200       210       220       230       240      

              ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 

L1            GTTTCATCTGCCCGAAAGTTCACCGATATTTCTTCAATAGAGGAAGCAAAAGTCGTAACA  

C. bombi 18S  ..C.........................................................  
 

                       250       260       270       280       290       300      

              ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 

L1            AGGTAGCTGTAGGTGAACCTGCAGCTGGATCATTTTCCGATGATTATACCAAAAAACA--  

18S - ITS1    ..............................................CCAA...C.CACGC  
 

                       310       320       330       340       350       360      

              ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 

L1            ----ACATACAAC----AACCCTACCGCTGATAGAGGGTGT-GTGGATATGGG-------  

C. bombi ITS1 ACTATATATAT.TGTGT.TA....TGTG.ATAT.T.TA.ACGTATATGTGTTACTCGTTG  
 

                       370       380       390       400       410       420      

              ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 

L1            TGTGA--------GGGGAGAGAGAAAGAGAATGTAGGGAGGTCTCCTCTCTATATCTTTT  

C. bombi ITS1 G.AA.GAGAGTCTACAC.CTCTCTTTCTCT.ACACACA.ACAAA..AAA.ACACATAAC.  
 

                       430       440       450       460       470       480      

              ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 

L1            CTTTCCTC--CTCTCACACCTTCCGCT--TCTCCCCTCTGTCTAGCACAAATACAAACAC  

C. bombi ITS1 TAC..TC.TT...GTCTCT....TT..CT..C.TT....C..CCC.TGC.CATAC.CGTG  
 

                       490       500       510       520       530       540      

              ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 

L1            -AACATAACATAACCAACTCCTTCTTCGCCGCAGGGCGGAGGAGGTAGCTCTGGACCAGG  

C. bombi ITS1 TGTTT.TCAT...AT.CGCGGAGT.AG.GT.T....GT.T.TGT.G..AGAA.AGG.C..  
 

                       550       560       570       580       590       600      

              ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 

L1            CCGATCGATATA-GGCATTGCTCCACACACATATACTGTGCGTGGGAGTGGTGCGTTGAT  

C. bombi ITS1 GGAGAAA.AGGCG.AG.GCTAGATCA.GC.GATCGAC..TA.CAC.CACACACACAC.CA  
 

                       610       620       630       640       650       660      

              ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 

L1            AACGGCTCACAT-----------------------------AACGTGTCGCGATGGATGA  

ITS1 5.8S     .GT.TTATGTG.GTGGTGTGTTTGTTGATAACGGCTCACAT...................  
 

                       670  

              ....|....|. 

L1            CTTGGCTTCCT  

C. bombi 5.8S ...........  

 

         

ġekil 18. Cr-ITS-807 primer çiftiyle elde edilen Osmia cornuta‟yı enfekte eden 

tripanosomun DNA dizisi  
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ġekil 19. SE tripanosom enfekte Osmia cornuta (MEGA4 programı kullanarak seç-

bağla (bootstrap) analizi ile 2000 tekrarlı olacak (Felsenstein, 1985) Ģekilde 

test edildi). 

            

 

 

 



 

 

4. TARTIŞMA 

 

Yaban arı türlerin yaygın bir Ģekilde azalması hem çiçekler hem de ürünler için 

tozlaĢma servislerinde önemli düĢüĢlere neden olmaktadır. ĠĢlenmemiĢ çiçekli çayırlar 

yaban arıların en önemli habitatlarından biridir. Ancak, tarımdan dolayı tüm dünyada 

yaban arıları sayısında önemli azalmalar olmuĢtur. Bu habitat alanların yenilenmesi yaban 

arı populasyonlarını artırabilir ve iĢlenmiĢ alanlar yakınında tozlaĢma servisleri kurulabilir 

(Carvell, 2002; Carvell vd., 2007). Ayrıca, yonca aĢılanması ile de önemli faydalar elde 

edilebilir (Örnek., Trifolium pratense). Çünkü yonca, azalan birçok yaban arı türlerin 

önemli bir besin kaynağıdır.  

Pestisit zehirlemesi yaban arı azalmasında etkili olmakta (Thompson ve Hunt, 1999; 

Thompson, 2001) ve yaban arıları için pestisitlerin tehlikelerinin risk değerlendirmesi 

yetersizdir (Thompson ve Hunt, 1999). Ek olarak yaban arıları üzerinde pestisitlerin 

öldürücü etkilerini açık bir Ģekilde değerlendirmeye ihtiyaç vardır.  

Sera tozlaĢması için ticari olarak yetiĢtirilen yaban arıları arasında patojenler 

yaygındır (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 kaçan ticari kolonilerdeki arıların büyük bir kısmı imkan dahilinde yerel arılarla 

çiçekleri paylaĢmaktadır (Whittington vd., 2004). Böyle durumların, hastalıkların 

taĢınmasına sebep olabileceği düĢünülmektedir. Bu nedenle, ticari yaban arılarından yerel 

yaban arılara hastalık taĢınmasına „patojen dağılımı‟ olarak adlandırıldı (Power ve 

Mitchell, 2004). Aslında, Ġngiltere‟nin Leamington bölgesinde ticari seraların yakınında 

beslenen yerel yaban arıların %15‟i ve Exeter Bölgesinde ise %27‟sinde intestinal patojen 

Crithidia bombi enfeksiyonu olduğu bulundu. Ancak, baĢka bir yerden toplanan yaban 

arılarda herhangi bir enfeksiyon tespit edilmedi. Bundan baĢka, Leamington bölgesinde 

seralara yakın yaban arıları arasında ikinci intestinal patojen Nosema bombi‟ye daha fazla 

rastlanıldı. Her iki patojen, C. bombi ve N. bombi ticari arılarında yaygındır (Otterstatter 

vd., 2005; Whittington ve Winston, 2003) ve çiçekler sayesinde yerel arılara yayılma 

gerçekleĢebilir (Durrer ve Schmid- Hempel, 1994; Schmid- Hempel , 1998). Tam tersine, 

ticari yaban arılarında varlığı bilinmeyen patojen Apicystis bombi patojeni bütün 

bölgelerde yakın seviyelerde tespit edildi.  
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Kanada‟da ticari yaban arıların kullanımından önce, MacFarlane (1974) ve Liu 

(1973) Güney Ontario‟da (ortalama arıların %2‟sinden az) yerel arılarda çok az bir oranda 

C. bombi ve N. bombi enfeksiyonu tespit edildi. MacFarlane, Liu ve arkadaĢları (Belwood 

ve Guelph) tarafından örneklenen aynı alanların tekrar incelendiğinde, intestinal 

patojenlerin sadece ticari seralara uzak yerlerde az olduğu kararına varıldı (ortalama 

enfekte arıların %4‟ünden az). Ticari yaban arılarından seralara yakın yerel arılara 

patojenlerin dağılımı büyük olasılıkla bu örneklerin sebebidir. 

Yerel ve ticari arılar arasında patojen yayılıĢına tam olarak tanık olamayıĢımıza 

rağmen (benzer tarlalarda), bu durumun mevcudiyeti güçlü bir Ģekilde düĢünülmektedir. 

Çünkü, Leamington (Morandin vd., 2001) ve Exeter bölgelerindeki (M.C. Otterstatter, 

kiĢisel araĢtırma) seralardan sık sık kaçan ticari yaban arılarının olması, bunların sera 

dıĢında çeĢitli bitki türlerini ziyaret etmesi ve ortak paylaĢılan çiçek kullanımı yaban arıları 

(Durrer ve Schmid-Hempel, 1994) ve koloniler (Imhoof ve Schmid-Hempel, 1999) 

arasında intestinal protozoonun taĢınması için yeterlidir. Bundan baĢka, 2003-2005 

boyunca Kanada Toronto Üniversitesi Zooloji Laboratuarında yapılan çalıĢmalar 

patojenlerin yüksek bir yaygınlığını ortaya çıkardı. Yine de onların yerel benzerlerine karĢı 

yaban arı durumunun riskini tamamen değerlendirmek için ticari ve yerel populasyonlar 

arasında patojen yoğunluğunu açık bir Ģekilde karĢılaĢtıran baĢka çalıĢmalara ihtiyaç 

vardır. Leamington ve Exeter‟de tüm yaban arıları arasında incelenen patojen yoğunluğu 

hastalığın yaban arıları arasında yayılabileceğini göstermektedir. Çünkü, ortak besin 

kaynaklarında hayvanların birleĢmesi enfeksiyonun meydana gelmesini sağlar (Dobson ve 

Foufopoulos, 2001). Eğer, enfekte iĢçiler kendilerinden baĢka kolonilere girerse, ticari 

yaban arılardan yerel yaban arılara patojen yayılması mümkündür (Schmid-Hempel, 1998). 

Bu ticari yaban arılarında neden trakeal bit L. buchneri’nin yaygın olduğunu açıklayabilir 

(Goka vd., 2000). Bununla birlikte, iĢçiler yolu ile yaban arıları arasında patojen yayılımın 

olup olmayacağına karar vermek için daha fazla çalıĢmalara ihtiyaç vardır. 

Son çalıĢmalar, Kuzey Amerika ve Avrupa‟da yerel yaban arı populasyonlarının 

azalmakta olduğunu göstermektedir (Williams vd., 2005). Habitat kaybı (Osborne ve 

Corbet, 1994; Williams, 1986) ve arılarda artan rekabetin (Goulson, 2003; Thomson, 2004) 

bu azalmalara katkıda bulunduğu düĢünülmesine rağmen, bir çok durumda sebepler 

anlaĢılmaz kalmaktadır (Goulson vd., 2005). Önemli ölçüde, patojen kanıtı olmasına 

rağmen, hastalıkların rolü bu hususta yeterince dikkate alınmadı. Örneğin, C. bombi yaban 
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arı kolonilerin %40‟ının üreme verimini (Brown vd., 2003) ve  besin azlığında iĢçilerin 

yaĢamasını %50 azaltabilir (Brown vd., 2000).  

Kuzey Amerika‟da N. bombi patojeninin de ticari olarak yetiĢtirilen B. occidentalis 

populasyonlarının azalmasına katkıda bulunabileceği düĢünülmektedir (Whittington ve 

Winston, 2004).  

Büyük arıların yem aramaya (Goulson vd., 2002) daha fazla vakit ayırma eğilimleri 

onları daha fazla enfeksiyon riskine maruz bırakır. Çünkü, ticari arılar bütün yıl boyunca 

geniĢ seralarda kullanılır, patojenlerin dağılımı yerel arılar aktif olduğunda ilkbahar ve yaz 

ayları boyunca devamlı olarak meydana gelir. Bugünlerde, Avusturalya, Ġsrail, Japonya ve 

Kuzey Amerika bölgeleri ve Avrupa (Asada ve Ono,  2002; Dag ve Kammer, 2001; de 

Ruijter,1997; Hingston, 2005) ve ayrıca, Amerika BirleĢik Devletleri, Kanada (Stubbs ve 

Drummond, 2001; Whidden, 1996)  ve Yeni Ġzlanda‟da (Griffin vd., 1991) açık meyve 

bahçelerinde yaban arıları kullanılmaktadır.  

Mikroparazitler durumunda parazit taranması pahalı olacaktır. Ticari yetiĢtirme 

iĢlemleri içinde steril teknik kullanılması gerekmektedir. Moleküler tekniklerin 

geliĢtirilmesi (Meeus vd., 2010) taramaları kolaylaĢtırabilir ve hızlandırabilir. Ek olarak, 

RNA teknolojisinin son çalıĢmaları (Maori vd., 2009)  ve bakteriyel topluluklar (Forsgren 

vd., 2010) yaban arıları hastalık ve parazitleri tedavi etmesinde kullanılabilir. 

Parazitler güçlü bulaĢıcıdır, yeni geliĢtirilen tedaviler (RNAi veya probiyotik bakteri) 

nesil tükenmesini aza indirmeye yarayan yol olabilir. Sonuç olarak, doğal ve ticari 

populasyonlar arasında etkileĢimi önlemek için ulusal seviyede politik kararların alınması 

gereklidir. Kuzey Amerikan Polinasyon Koruma ġirketi gibi bilim adamları, ulusal 

kurumlar ve ticari yetiĢtiriciler aynı amaç için ortak bir çaba sarf ederse patojen dağılımı 

tehditi ortadan kalkabilir.  

 Trypanosomatidae familyası morfolojik dönemlerini yorumlamadaki zorluklardan 

dolayı hala birçok taksonomik zorluklar ortaya çıkarır (McGhee ve Cosgrove, 1980; 

Podlipaev vd., 2004; Westenberger vd., 2004; Yurchenko vd., 2008). Bugünlerde 

trypanosomatid türlerini sınıflandırmak ve tanımlamak için moleküler marker sürekli 

olarak kullanılmaktadır (Örnek; Banuls vd., 2000; Desquesnes vd., 2002; Hamilton vd., 

2005; Kostygov vd., 2004; Maslov vd., 2007; Yurchenko vd., 2009). Ek olarak, 

populasyon çalıĢmaları türler arası yoğunluğu ortaya çıkarır (Örnek; Brisse vd., 2000; 

Brisse vd., 2001; Cuervo vd., 2004; Da Silva vd., 2004; Tibayrenc, 2003). Maalesef cins 

Crithidia için sadece birkaç genetik bilgi mevcuttur. Buna rağmen, birçok filogenetik 



50 

 

 

çalıĢmalarda küçük altbirim ribosomal RNA (SSU rRNA veya glikosomal gliseraldehit 

fosfat dehidrogenaz (gGAPDH) kullanılarak cins Crithidia‟nın bir bütün olarak 

monofiletik olmadığını göstermiĢtir. (Hamilton vd., 2004; Hamilton vd., 2007; Hollar ve 

Maslov, 1997; Hughes ve Piontkivska, 2003; Maslov vd., 1996; Podlipaev vd., 2004). 

ITS1 bölgesi yüksek polimorfizimden dolayı soy çeĢitliliği kapsamındaki çalıĢmalar için 

çok uygundur. ITS1 polimorfizimi kullanılarak Trypanosoma rangeli‟nin en az aynı 

soydan gelen 4 ayrı organizma tanımlandı (Da Silva vd., 2004). Ayrıca, ITS1‟in fragment 

uzunluk değiĢkenliğini bir agaroz jel üzerinde görselleĢtirebileceğini bulundu (Da Silva 

vd., 2004).  

ÇalıĢmamızdaki amaç, C. bombi ve A. bombi‟nin Cytb, GAPDH, ITS genlerini 

çoğaltabilecek farklı ve yeni primerler dizayn etmekti. Bu primerler parazite spesifik ve 

yaban arıdan paraziti saflaĢtırmadan kullanılmaktaydı. Her iki Cytb ve GAPDH 

mitokondrial genlerin sırası PCR ürün saflaĢtırmasından sonra dizi analizi ile elde 

edilebilir. Primerlerin geçerliliğin onaylanması, onlara spesifik olacağını gösterdi, bu 

nedenle duyarlılık düĢük oranda %75 olarak hesaplandı. Duyarlılığı daha doğru 

hesaplamak için deneylerin daha büyük sayılarla tekrarlanmasına gerek vardır. ġimdi 

ileriki adım farklı enfekte C. bombi yaban arıları sekanslamaktır ve her iki mitokondrial 

genlerin farklı C. bombi türleri arasında farklılıkları görmek için değiĢken olup 

olamayacağını görmektir. C. bombi‟nin son derece değiĢkenlik gösteren ITS için çoklu 

haplotipleri önceden tanımlandı (Schmid-Hempel ve Tognazzoet, 2010), sekans 

baĢarısızdı. Bu nedenle PCR ürünlerinin moleküler klonlanmasına ihtiyaç vardı. 

Ġlgili parazitlerin sekans bilgilerinin azlığından dolayı A. bombi için primer dizaynı 

daha zordu. Cox1 için dizayn edilen farklı primerler baĢarısız oldu. Hatta farklı bağlanma 

sıcaklıkları, MgCl2 konsantrasyonları ve farklı DNA polimerazları deneyerek yapılan çoklu 

optimizasyon adımlarından sonra bile baĢarısız oldu. ITS bölgesi daha baĢarılıydı. Ancak, 

yine de sekansın doğru okunması için klonlamaya ihtiyaç vardı. 18SFa/28R1100a (5'-

TTACGTCCCTGCCCTTTGTA-3'/5'-TCGGAGGGAACCAGCTACTA-3') primer 

çiftinin geçerliliği kabul edildi ve duyarlılık %90 olarak belirlendi. ITS bölgesinin bilinen 

bu yüksek değiĢkenliği bu primer çiftini A. bombi‟nin farklı haplotiplerini bulmak için 

uygun yapar. Bu nedenle, amacımızda belirttiğimiz gibi yaban arıların iki önemli 

protozoon parazitlerin farklı haplotiplerini bulmak için ihtiyaç duyulan moleküler araçlar 

geliĢtirdik. Bundan sonra yerel arılardan ticari arılara patojen dağılımı olup olmadığını 

ortaya çıkarmak için geniĢ çapta araĢtırmalar yapılmalıdır. 
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ÇalıĢmamızda, ayrıca kullandığımız primerlerin yaban arıların parazitik türlerine 

sınırlı olmadığını gösterdi. Yani bu primerlerle de diğer arılarda parazit tanımlanabilir. 

Soliter arı Osmia cornuta’da  tripanosomlara ait yeni bir parazit tanımlandı ve bunun yeni 

bir tür olarak önerilmesi için taksonomik ve mikroskobik olarak tanımlanması 

gerekmektedir. 

 

 



 

 

5. SONUÇLAR 

 

Bu çalıĢma sonucunda arılarda protozoon parazitlerin taranması için moleküler 

teknikler geliĢtirildi ve bu tekniklerin duyarlılığı hesaplandı. Ayrıca taksonomik ve 

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

ÇalıĢmada ulaĢılan sonuçlar aĢağıdaki gibi sıralanabilir. 

1. Cytb, GAPDH, ITS‟i çoğaltabilen Crithidia bombi için farklı primerler dizayn 

edildi.  

2. Her iki Cytb ve GAPDH mitokondrial genlerin sırası PCR ürün saflaĢtırmasından 

sonra dizi analizleri yapıldı. 

3. Daha sonra Cytb-Leis (5'-GGTGTAGGTTTTAGTTTAGG-3'/5'-

CTACAATAAACAAATCATAATATATATACAATT-3') ve GAPDH-741 (5'-

CCGAGTACTTCGCGTACCAG-3'/5'-CGAGGATGCCCTTCATGT-3') 

primerlerin geçerliliğin onaylanması için baĢka arı türlerinde test edildi ve bu her 

iki primer çiftinin % 75 duyarlılığa sahip olduğu hesaplandı. 

4. Apicystis bombi‟nin ilgili parazitlerin DNA dizi bilgilerinin azlığından dolayı 

primer dizayn etmek zordu. ÇeĢitli optimizasyon adımlardan sonra bile Cox1 için 

dizayn edilen farklı primerler baĢarısızdı. Bunun yanında ITS bölgesi daha 

baĢarılıydı. 

5. Apicystis bombi için 18SFa/28R1100a (5'-TTACGTCCCTGCCCTTTGTA-3'/5'-

TCGGAGGGAACCAGCTACTA-3') primer çiftinin geçerliliği kabul edildi ve bu 

primer çiftinin % 90 duyarlılığa sahip olduğu hesaplandı. 

6.  Osmia cornuta‟da tripanosomlara ait taksonomik ve mikroskobik olarak 

tanımlanması beklenen yeni bir parazit tanımlandı. 

 

        



 

 

6. ÖNERİLER 

 

Bu çalıĢmada yaban arıların azalmasına neden olabileceği düĢünülen iki önemli 

parazit olan Crithidia bombi ve Apicystis bombi‟nin tanımlanması için yeni dizayn edilen 

primerler kullanıldı. Ayrıca bu primerler duyarlılığının ölçülmesi için çeĢitli arı türleri 

üzerinde geçerliliği onaylandı. ÇalıĢmada ulaĢılan sonuçlardan hareketle, gelecek 

çalıĢmalara yönelik olarak aĢağıdaki hususlar belirlendi. 

1. Yaban arı populasyonlarının uzun süre gözetimi, yaban arıların Ģu anki statüsünü 

daha iyi anlamamız ve yapılacak olan çalıĢmaların temelini kurmak için 

gereklidir. 

2. Yerel arılardan ticari arılara patojen dağılımı olup olmadığını kesin olarak ortaya 

çıkarmak için geniĢ çapta araĢtırmalar yapılmalıdır. 

3. Dizayn edilen primerler baĢka arı türlerinde parazit taranmasında kullanılabilir. 

4. Primerlerin duyarlılığını daha doğru hesaplamak için deneylerin daha büyük 

sayılarla tekrarlanması sağlanabilir.  

5. Osmia cornuta‟da yeni tür olma ihtimali olan tripanosomun tür tayinleri daha ileri 

moleküler metotlarla yapılabilir. 
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