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Abstract: The mite Varroa destructor is an ectoparasite that is
considered a major pest of the Turkey honeybee for beekeeping.
The aim of the present study was to identify the haplotypes of the
V. destructor mite which infest honeybees in the province of Van in
Turkey. In this study, Polymerase Chain Reaction (PCR) and
Restriction Part Length Polymorphism (RFLP) modified method
were used to analyze mitochondrial Cox1 gene region of the mites.
Also, bidirectional sequence analysis of 10% (28) of the samples
(286) was performed. Afterwards, 570 bp in size amplified DNA
was obtained. Thereafter, for the RFLP the Xhol and Sacl
restriction enzymes were applied to the amplified products.
Although the Sacl restriction enzyme did not cut the DNA, the
Xhol restriction enzyme cut the amplified DNA into two fragments
(bands), 270 and 300 bp in size. The banding pattern of the RFLP
reaction and sequence analysis of the mitochondrial DNA revealed
that all mite samples were of V. destructor Korean haplotype.

Oz: Tirkiye’de ar1 yetistiriciliginin en onemli ar1 zararlisi
olarak goriilen Varroa destructor, bir ektoparazittir.
Caligmanin amaci, Tiirkiye’nin Van bolgesindeki bal arilarini
(Apis  mellifera) istila eden V. destructor akarmin
haplotiplerini belirlemektir. Arastirmada, akarin
mitokondriyal Cox1 gen bdlgesini analiz etmek igin Polimeraz
Zincir Reaksiyonu (PCR) ve Restriksiyon Parga Uzunlugu
Polimorfizmi (RFLP) modifiye yontemi kullanildi. Ayrica,
286 ornegin % 10’u (28) cift yonlii dizi analizi yapildi. PCR
sonucunda, 570 bp biyiikliigiinde amplifiye DNA elde edildi.
RFLP i¢in amplifiye iriine Xhol ve Sacl restriksiyon
enzimleri uygulandi. Sacl restriksiyon enzimi DNA’y1
kesmemesine ragmen Xhol restriksiyon enzimi amplifiye
DNA’y1 270 ve 300 bp olarak iki pargaya (bant) kestigi
goriilmiistiir. RFLP reaksiyonunun bantlar1 ve mitokondriyal
DNA'min dizi analizi, tim akar orneklerinin V. destructor
Kore haplotipi oldugunu ortaya koymustur.
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Giris

Bal aris1 hastaliklar1 arasinda, parazit akar V. destructor ar yetistiriciliginde zararlt
etkileri nedeniyle muhtemelen bal arilari i¢in diinyanin en ciddi tehdididir (Anderson ve
Trueman, 2000). Varroa akarlari, hem bal arilarin yasam siiresini kisaltarak hem de larva ve
pupalarin hemolenfinden beslenmek suretiyle agirlik kaybia neden olarak ar1 kolonilerine
zarar verir (Rosenkranz ve ark. 2010). Apis cerana tiirii bal aris1 V. destructor’e karsi
savunma mekanizmasi gelistirmistir. Ancak, A. mellifera tirii balarilarinin Asya’ya
getirildiginde, bu parazite kars1 savunma mekanizmasiin olmadigi anlasilmistir (Delaplane,
2001; Webster ve Delaplane, 2001) Asya’da 1960’11 yillarda Japonya ve Sovyetler Birliginde
gozlemlenen akar, ilerleyen yillarda 6nce Dogu Avrupa’ya ve oradan da 1970’lerin sonuna

dogru Bat1 Avrupa’ya dogru yayildigi rapor edilmistir (Thompson ve ark. 2002).

Ulkemizde farkli bolgelerden 17 ilde Varroa akar &rnegi Anderson ve Truman, (2000)
tarafindan tanimlanan morfometrik Ol¢timlere gore incelenmis ve V. destructor olarak

tanimlanmistir (Aydin ve ark. 2007).

Tiirkiye’nin ¢esitli bolgelerinde V. destructor’un genetik karakterizasyonu ile ilgili
olarak cesitli caligmalar yapilmis olsa da Van bolgesinde V. destructor’un genetik
karakterizasyonu ile ilgili higbir bildirim bulunmamaktadir. Van bolgesinde ariciligin yogun
olarak yapilmas1 Varroosis ile ilgili sorunlarin yasanmasina ve bu nedenle 6nemli ekonomik
kayiplara neden olmaktadir. Bu nedenle ilgili ¢alismada Van bolgesinde molekiiler teknikler
kullanilarak bolgede mevcut olan V. destructor’un genetik karakterizasyonunun incelenmesi

amaclanmastir.
Gerec¢ ve Yontem

Bu calismada; Van bolgesi aricilik isletmelerindeki kovanlardan 286 adet yetiskin disi
V. destructor Mayis 2016 ile Mayis 2017 tarihleri arasinda toplandi. Bunun igin 6zellikle
aricilik yoniinden zengin olan Ercis, Muradiye, Merkez, Edremit, Gevas, Catak, Giirpinar ve
Bagkale ilgeleri tercih edildi. Toplanan 6rnekler laboratuvara getirilerek kullanilincaya kadar -
20 °C’de muhafaza edildi. Laboratuvara getirilen V. destructor orneklerinden ticari kit
(Qiagen DNeasy Blood & Tissue Kiti, 69504) kullanilarak DNA ekstraksiyonu yapildi.
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Toplam 50 pL’lik reaksiyonda; 35,75 pLL DNase/RNase Free Distilled Water (Gibco
Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA USA), 5 uL 10X PCR Buffer (Geneaid, New Taipeli
City, Taiwan), 3 mM MgCl, (Geneaid, New Taipei City, Taiwan), 1 mM dNTP (Geneaid,
New Taipei City, Taiwan), 1,5 uLForward primer (lontek, istanbul, Turkey), 1,5 pL Reverse
primer (fontek, Istanbul, Turkey), 1,25 {inite Taq DNA polimeraz (Geneaid, New Taipei City,
Taiwan) ve 16 ng DNA 6rnegi kullanildu.

PCR  c¢alismasi, Strapazzon ve ark. (2009)’'nin  kullandiklari ~COXF
[5’GG(A/G)GG(A/T)GA(C/T)CC(A/T)ATT(C/T)T(A/T)TATCAAC3’] Forward ve COXRa
[5’GG(A/T)GACCTGT(A/TA(A/T) AATAGCAAATAC3’] Reverse primerleri kullanilarak
yapildi. Reaksiyonun asamalari; 6n denatiirasyon 94 °C’de 4 dk, sikluslarin her birindeki
denatiirasyon 94 °C’de 1 dk, baglanma 50 °C’de 1,5 dk, uzama 72 °C’de 1,5 dk olup 35
siklustan olusup son uzama asamasi 72 °C’de 10 dk’da yapildi. Daha sonra % 1,5’luk agaroz
jel hazirlandi. Agaroz jeldeki PCR iiriinleri 90 volt dogrusal akimda 1,5 saat elektroforeze tabi
tutuldu. Bu islemden sonra jel goriintiileme cihazinda (UV transluminatér, UVP EC3
ChemiHR 410 Imaging System) goriintiileri elde edildi. Olusan bantlar DNA marker ile
karsilastirilarak degerlendirildi. V. destructor Japon ve Kore haplotiplerinin tanimlanmast i¢in
Anderson ve  Fuchs (1998)’'un  bildirdigi; tanima yeri 5’...GAGCTC...3’
3’...CTCGAG...5’ olan Sacl restriksiyon enzimi (R0156S-0501212 New England Biolabs)
ve 5°...GTCGAG...3* 3’...GAGCTC...5” olan Xhol retriksiyon enzimi (R0146S-0581507
New England Biolabs) kullanilarak gergeklestirildi. PCR firtinleri kesildikten sonra % 2’lik
agaroz jel goriintiileri elde edildi. Orneklerin % 10’u (28) cift yonlii dizi analizi igin 6zel bir
firmaya gonderildi. Daha sonra sekanslanan oOrneklere blastlama yapilarak diinyada
GenBank’a kaydi girilmis diger dizi analizlerine ve Anderson ve Fuchs (1998), tarafindan

tanimlanan referans sekanslara hizalama analizleri yapilarak karsilastirildi.
Bulgular

Incelenen 286 ornekte V. destructor Cox1l gen bulgulari igin yaklasik 570 bp
biiyiikliigiinde bantlar amplifiye edildi (Resim 1). Resim 2’de Sacl ve Xhol restriksiyon
enzimleri kullanildi. Amplifiye genomik DNA’y1 sadece Xhol restriksiyon enzimi kesti. Xhol
restriksiyon enzimi kullanilarak elde edilen genomik DNA amplifikasyonunda 270 ve 300 bp
biyiikliigiinde iki bant elde edildi. Elde edilen bantlar V. destructor kore haplotipi igin
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sepesifik bulundu. Sekanslanan 28 6rnege blastlama yapilarak diinyada GenBank’a kaydi
girilmis diger dizi analizlerine ve Anderson ve Fuchs (1998), tarafindan tanimlanan referans
sekanslara hizalama analizleri yapilarak karsilastirildiginda 28 6rnegin tamaminin Kore

haplotipi oldugu tespit edildi.
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Resim 1. Cox1 gen bolgesi agaroz jel goriintiisii, M (Marker), P (Positif kontrol), N (Negatif Kontrol),
bp (Baz Cifti).
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Resim 2. Amplifiye PCR fiiriinlerinin restriksiyon enzimleri ile kesilmesi sonucu olusan agaroz jel
goriintiisii, M (Marker), P (Positif kontrol), N (Negatif Kontrol), X (Xhol restriksiyon enzimi), S (Sacl
restriksiyon enzimi), bp (Baz Cifti).
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Bu sonuglara gore V. destructor’un genetik karakterizasyonuna yonelik yapilan
calismada elde edilen bantlarin sayilar1 ve biiyiikliikleri dikkate alindiginda; incelenen 286
Ornegin tamammin V. destructor Kore haplotipi oldugu ve orneklerin higbirinde Japon

haplotipinin bulunmadig1 saptandi.

Tartisma ve Sonug

A. mellifera bal arilarinda V. destructor’'un Kore, Japon, Serbia 1 ve Peshter 1
haplotiplerine (Anderson ve Trueman, 2000; Gajic ve ark. 2013) ve A. cerana bal arilarinda
V. destructor un Kore, Japon, Vietnam, Cin ve Laos haplotiplerine sahip oldugu bildirilmistir
(Navajas ve ark, 2010; Beaurepaire ve ark. 2015).

Japon haplotipi, ilk olarak gegen yiizyilda Japonya’da A. cerena’dan A. mellifera’ya

gectigi tespit edilmistir (Sakai ve Okada, 1973). 1970’li yillarda bu haplotip A. mellifera
tizerinde 6nce Tayland ve Brezilya’ya (De Jong and Gongalves, 1981; Anderson ve Trueman,
2000) ardindan da Kuzey Amerika’ya dagilim gostermistir (De Guzman ve ark. 1999).
Avrupa’ya ise 1960’11 yillarda A. mellifera’ tizerinden gelmistir (Crane, 1978).
Akinwande ve ark. (2012) Nijerya’nin giineybatisindaki Osun, Ogun ve Lagos sehirlerinde 14
kovan Apis mellifera tizerinde yaptiklar1 bir ¢alismada toplam 42 koloni incelemis ve galisma
sonucunda V. destructor 'un Kore haplotipi oldugunu tespit etmislerdir. Bir diger A. mellifera
tizerinde yapilan ¢alismada, Filipinlerin Los Banos sehri, Kore’nin Lipa, Dien Bien ve Son La
sehirlerinde A. mellifera kolonilerinden 263 A. cerana kolonilerinden 109 olmak iizere toplam
372 6rnek incelemislerdir. Lipa, Dien Bien ve Son La sehirlerindeki A. mellifera’lardan elde
edilen V. destructor’larin Kore haplotipi, Los Banos sehrinden Apis cerana’lardan elde edilen
V. destructor’larin Japon haplotipi, Dien Bien ve Son La sehirlerinde Vietnam haplotipi, Cat
Ba sehrinde ise Cin haplotipi oldugu tespit edilmistir (Beaurepaire ve ark. 2015).

Chemurot ve ark. (2016) Uganda’da 365 bal aris1 kolonisinde yaptiklar1 ¢alismada,
incelenen 9 6rnegin tamaminin Kore haplotipi oldugunu saptamislardir. Gajic ve ark. (2013)
A. mellifera’da Sirbistan’in Palic, Belgrad, Vrbica, Bor, Zajecar, Boljevac, Zlatibor, Suvi Do
ve Saprance gibi 9 farkli cografik bolgesinden toplam 45 adet V. destructor toplayip
incelemislerdir. Calisma sonucuna gore; Palic bolgesindeki 6 drnekten; Belgrad ve Suvi Do
bolgelerindeki 4’er drnekten; Boljevac ve Saprance bolgelerindeki 3’er 6rnekten; Vrbica ve

Zlatibor bolgelerindeki 2’ser ornekten; Bor ve Zajecar bolgelerindeki 1’er drnekten Kore
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Boljevac 3, Zlatibor 2, Suvi Do 4 ve Saprance’dan 3 Kore haplotipi bulmuslardir. Ayrica,
Belgrad bolgesindeki 6 ornekten; Zlatibor bolgesindeki 4 6rnekten; Boljevac ve Saprance
bolgelerindeki 3’er 6rnekten; ve Vrbica bolgesindeki 1 6rnekten Serbia 1 haplotipi ile Suvi
Do bolgesindeki 2 6rnekten de Peshter 1 haplotipi bulmuslardir.

Maggi ve ark. (2012) Arjantin’in Entre Rios, Buenos Aires, Corrientes, Rio Negro,
Santa Cruz, Neuquen bolgelerindeki A. mellifera kolonilerinde incelenen orneklerde %98
Kore haplotipine benzerlik gosterdigini tespit etmistir. Munoz ve ark. (2008) A. mellifera
iberiensis kolonilerinden toplam 575 V. destructor incelemislerdir. Sonuglara gore,
Ispanya’nin Guadalajara sehrinde toplanan 10 6rnekten dokuzunun Kore haplotipi birinin
Japon haplotipi oldugu, Portekiz, Balearik ve Kanarya adalarindan toplanan 565 &rnegin
tamaminin ise Kore haplotipi oldugunu bildirilmistir.

Warrit ve ark. (2004) nin yaptig1 bir ¢aligmada, Tiirkiye’nin 8 bolgesinde bulunan 10
koloniden toplam 46 V. destructor 6rnegi incelemislerdir. Zonguldak-Karadeniz Eregli’den 4,
Kastamonu-inebolu’dan 7, Sinop-Erfelek’ten 3, Samsun-Bafra’dan 10, Ordu-Yokusdibi 2,
Glimiishane-Kurtun’dan birinci koloniden 2, ikinci koloniden 2, Bayburt 6, Rize-Anzer
birinci koloniden 6, ikinci koloniden 4 6rnek toplanmis ve sekanslanan 18 6rnek gen bankasi
ile (Genbank accession number: AF106899) karsilastirilmistir. Incelenen tiim drneklerin Kore
haplotipi oldugu bildirilmistir.

Mevcut ¢alismada ise; (PCR + RFLP) ve sekans analizi sonucu Tiirkiye’nin Van
bolgesinde V. destructor’un Kore haplotipine rastlanilmistir. Bulagmanin, Kore haplotipi
tastyan A, melllifera  bal arilarinin  bdlgeye tasinmasiyla ger¢eklesmis olacagi
diisiiniilmektedir. Ayrica, Tirkiye’nin diger bolgelerindeki haplotipleri belirlemek ic¢in de

benzer caligmalarin yapilmasi 6nerilmektedir.
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