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Yiiksek Lisans Tezi

SPHECIDAE (INSECTA: HYMENOPTERA) FAMILYASININ BAZI
TURLERINDE, BOCEK VIRUSLERININ ARASTIRILMASI

Yeliz KELES

Gaziosmanpasa Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali

Danisman: Yrd. Dog. Dr. Yasar GULMEZ

Sphecidae (Insecta: Hymenoptera) familyasi, tiim diinyada yayilmis olan soliter yaban
ar1 tirlerini igermektedir. Ergin sphecidler ¢igekli bitkilerin nektar1 ile beslenir ve
boylece bitkilerin tozlasmasina katkida bulunurlar, ancak larvalar1 karnivordur. Disi
yabanarilart g¢esitli bocekleri ve oriimcekleri sokarak fel¢ eder ve bunlar larvalarina
besin olmak iizere yuvalarina getirirler. Ekosistemde bir¢ok bocek tiirli ve ortimceklerle
yakin iligki i¢inde bulunduklarindan ve ¢igekli bitkileri ziyaret ettiklerinden bocek
viriislerinin yayilmasina katkida bulunma ihtimalleri yiiksektir. Ote yandan diger
boceklerde yaygin olan bazi bocek viriislerinin dogal ortamda bulunan yaban arilarinda
bulunup bulunmadigt merak konusudur. Bu c¢alismada Tokat ilinde dogal
habitatlarindan toplanan Sphecidae familyasina ait 8 yaban arisi tiiriinde bazi bocek
virtisleri (DWV, ABPV, CPV, CrPV, NOV) tek asamali reverse transcription-PCR (RT-
PCR) yontemiyle test edilmistir. Calisilan orneklerde yukaridaki viriislerden hi¢ biri
bulunamamastir.

2013, 21 sayfa
Anahtar Kelimeler: Specidae, Molekiiler, Deforme kanat viriisii, Sitoplazmik
polihedrozis viriisii, Nodamura viriisii, Akut ar1 paralizi viriisii, Kriket paraliz viriisii



ABSTRACT

M. Sc. Thesis

INVESTIGATION OF INSECT VIRUSES ON SOME SPECIES OF THE FAMILY
SPHECIDAE (INSECTA:HYMENOPTERA)

Yeliz KELES

Gaziosmanpaga University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology

Supervisor: Asst. Prof. Dr. Yasar GULMEZ

Sphecidae family (Insecta: Hymenoptera) includes solitary wasp species which spread
all over the world. Adult sphecid wasps feed on nectar of flowering plants, so they
contribute to the pollination of plants, however their larvae are carnivorous. Female
wasps sting and paralyze different insects and spiders, bring them to the nest to
provision for their larvae. Since they are in close relationship with many insect species
and spiders in the ecosystem and visit flowers it is most likely that they cause
distribution of insect viruses. On the other hand, it is curious if wasps found in the
natural environment do have insect viruses which are common in other insects or not. In
this study, some insects viruses (DWV, ABPV, CPV, CrPV, NOV) are tested with
single stage reverse transcription-PCR (RT-PCR) method in eight wasp species
belonging to the Sphecidae family collected from natural habitats in Tokat province.
None of the above viruses could be found in the examined specimens.

2013, 21 pages

Key Words: Specidae, Molecular, Deformed wing virus, Cytoplasmic polyhedrosis
virus, Cricket paralysis virus, Nodamura virusii, Acute bee paralysis virus
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1. GIRIS ve LITERATUR OZETI

Bocekler, diinyada en ¢ok ¢esitlilige sahip olan hayvanlar olup, canlilar aleminin
belki de en kalabalik sinifidir. Diinyada tanimi yapilan hayvan tiirlerinin 4/5'ini bocekler
olusturmaktadir (Anonim, 2008b). Bocekler ve insanlar yeryliziinde birlikte
yasamaktadir ve bu nedenle aralarinda karmasik iliskiler vardir. Dogada yasayan
boceklerin 9%99'dan fazlasinin insanlar i¢in faydali oldugu bilinmektedir. Bilinen
yaklasik 1 milyon 300 bin bocek tiirliniin, sadece %1'den daha az1 dogaya ve insanliga
zarar vermektedir (Anonim, 2008a). Sayisal olarak az olmalarina ragmen bu zararlilarin
etkileri oldukca biiyilik olmaktadir.

Boceklerin insan hayatina katkilar1 ve ekonomik 6nemi her gecen giin daha iyi
anlasilmaktadir. Onlar, insanlara dogrudan kullanilabilecek cok sayida dogal iiriin
saglamanin yani sira, topragin havalandirilmasi, organik maddelerin geri doniisiimii ve
polinasyon gibi ekosistemler agisindan c¢ok Onemli fonksiyonlar1 da yerine
getirmektedirler. Cigekli bitkilerin yaklasik % 75’inin bu yolla tozlagmasi bdceklerin
ekonomik Onemini ortaya koyan g¢arpict bir Ornektir. Ayn1 zamanda insan
beslenmesinde kullanilan kiiltiir bitkilerinin biiyiik bir ¢ogunlugunun polinasyonunda,
kalite ve kantitesinin artmasinda sosyal bdceklerden olan arilarin rolii biiytiktiir (Akyol
ve Camci, 1999). Ote yandan zararli bdceklerin insan ve evcil hayvanlarda hastalik
yapmasi, bazi hastalik etkenlerini insan ve hayvanlara bulastirmasi ve c¢esitli iiriinleri
tilketmesi onlarin ekonomik 6nemini artirmaktadir.

Hymenoptera, bocekler icinde en fazla tiir ve birey sayisina sahip takimlardan
birisidir. Bu takimim Sphecidae familyas1 soliter yasayan predatdr yaban arilarim
icermektedir. Kum ve topraga yuva kazan tiirler “kum arilar” veya “kazict arilar”,
abdomen kismi viicuda ince bir sekilde baglananlar “ince belli arilar’olarak bilinir.
Cogunlukla topraga yuva kazmakla beraber, diger bazi bdcek tiirlerinin yuvasini
kullanan veya taglar arasindaki bosluklara yuva yapan tiirler de vardir (Bohart ve
Menke, 1976).

Sphecidae familyas1 diinyada 735 (Pulawski, 2013), Tirkiye’de 67 tiirle
(Beaumont, 1967; Hensen and Van Ooijen, 1987; Tiiziin ve ark. 1999; Giilmez ve
Tiizlin, 2005; Ljubomirov and Yildirim, 2008) temsil edilmektedir. Bu familya ile ilgili

iilkemizde ¢ogunlukla faunistik ¢aligmalar yliriitiilmiistiir.
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Sekil 1.1. Sphex flavipennis

Sphecidae familyasinin erginlerinde bas, toraks ve abdomen bdliimlerinden
olusan belirgin ii¢ viicut bolgesi bulunur. En gbéze carpan viicut yapilari toraks ve
abdomen arasinda yer alan ve petiol olarak adlandirilan boliimdiir. Viicut genellikle
siyah olup iizerinde kirmizi veya sar1 desenler yer almaktadir. Iki ¢ift zar seklinde kanat
iceren bu yaban arilar1 ¢ogunlukla ¢ok hizli ugarlar (Bohart ve Menke, 1976; Goulet ve
Huber, 1993).

© Pavell Kpesensly)

Sekil 1.2. Ammophila sabulosa

Disi Sphecid’ler sokarak felg ettikleri avlarim1 yuvalarina tasir, iizerine
yumurtalarin1 birakarak yuvayr kapatirlar. Hazirlanan besin iizerindeki yumurtadan
¢ikan larva, avi yiyerek yuva i¢inde gelisir. Avlar1 Orthoptera, Lepidoptera, Hemiptera,
Homoptera, Diptera, Neuroptera, Ephemenoptera, Odonata, Psocoptera, Thysanoptera,
Trichoptera, Mecoptera, Coleoptera, Hymenoptera gibi bdcek takimlart ve
orimceklerdir (Bohart ve Menke, 1976). Bu bocekleri avlayarak ekosistemde
populasyonlarin asir1 ¢ogalmasini engellerler. Bazi tiirler ise yaprak bitleri (Homoptera:

Aphididae) {izerinde beslenmektedirler (Bohart ve Menke, 1976).



Sekil 1.3. Ammophila heydeni

Son yillarda ekonomik énemi olan béceklerde iiriin kayb1 ve verim diisiikliigline
neden olan patojenlerle ilgili ¢ok sayida arastirma yapilmistir. Ornegin Avrupa bal
arisinda (Apis mellifera L.) 18 farkli viris tespit edilmistir (Chen ve ark., 2004; Berenyi
ve ark., 2006; Fievet ve ark.,2006; Chen ve Reinhold, 2007; Maramorosch ve Shatkin,
2007). Hatta, bazi bal aris1 viriislerinin polen araciligiyla diger boceklere de bulastig
kaydedilmistir. Ancak simdiye kadar, polinatdr tiirler arasinda viriis yayilmasi ile ilgili
arastirma bulunmamaktadir. Kanada’da yapilan bir arastirmada seralarda kullanilan
bombus arilarinin, dogadaki bombus ar1 tiirlerine patojenleri bulastirdigi kaydedilmistir
(Singh ve ark., 2010).

Bocek viriisleri simdiye kadar boceklerden izole edilmis en kiiciik formlardir.
Bir niikleik asit ve bunu cevreleyen protein bir ortiiye (kapsid) sahiptirler. Bazilarinda
da niikleik asit ve kapsidi ¢evreleyen lipid bir zarf mevcuttur. Baz1 viriisler etraflarini
cevreleyen protein Ortlinlin yani1 sira baska bir protein yapi icine de gomiilmiis
olabilirler. Bu yap1 inkliizyon cisimcigi olarak adlandirilir. Inkliizyon yapilar igerisine
gomiilii halde olan viriisler gémiilii viriisler olarak adlandirilirlar. Inkliizyon yapilar
simdiye kadar sadece Baculoviridae, Reoviridae ve Poxviridae gibi viriis familyalarinda
tespit edilmistir (Hunter-Fujita ve ark. 1998). Boceklerden izole edilen viriislerin,
genom Ozellikleri, kaydedildikleri konukc¢u takimlar1 ve konukcularinin biyolojik

donemleri Cizelge 1.1'de 6zetlenmistir.



Cizelge 1.1. Boceklerden izole edilen viriislerin familyalari, genom &zellikleri ve tespit edildikleri
konukgu takimlar (Evans ve Shapiro, 1997).

Genel konuk¢u

Viriis Familyalar1 | Genom | Kaydedildigi konukc¢u takimlar donemleri
Coleoptera, Diptera, Hymenoptera,

Baculoviridae: Lepidoptera, Neuroptera, Larva, bazen

NPV ve GV dsDNA | Siphonaptera, Thysanura, Trchoptera |pupa veya ergin

Larva, pupa,

Reoviridae: CPV | dsRNA | Diptera, Hymenoptera, Lepidoptera | ergin

Entomopoxviridae Coleoptera, Diptera, Hymenoptera,

- EPV dsDNA | Lepidoptera, Orthoptera Larva
Hemen hemen tiim bocekler ve diger

Iridoviridae: IV dsDNA | omurgasiz familyalari Larva
Lepidoptera (sadece Noctuidae

Ascoviridae dsDNA | familyasi) Larva

Polydnaviridae dsDNA | Parazitik Hymenoptera Ergin

Parvoviridae: Diptera, Blattoidae, Lepidoptera, Larva, pupa,

DNV ssDNA | Odonata, Orthoptera ergin
Diptera (sadece Drosophila cinsinde

Birnaviridae dsRNA | kaydedilmis) Ergin
Lepidoptera (sadece Noctuidae

Caliciviridae SSRNA | familyasi) Larva

Nodaviridae sSRNA | Diptera, Coleoptera, Lepidoptera Larva, ergin
Diptera, Lepidoptera, Orthoptera ve

Picornaviridae SSRNA | genis bocek familyalari Larva, ergin

Rhabdoviridae sSRNA | Diptera Ergin

Tetraviridae SSRNA | Lepidoptera Larva

Bocek virtisleri, sadece konaklar1 olan bocekler iginde ¢ogalan, hastalik yapici
organizmalardir. Bunlardan ¢ogu tirtillar1 enfekte etmekte ve zararli tirtillarin
populasyonlarini kontrol etme potansiyeli tasimaktadir. Bu virlislerin tiimii, konak
seciminde segicidirler ve g¢ogunlukla da tek bir bocek tiirline bagimlidir. Bocek
viriislerinden bazilari, bal arisi, ipek bocegi gibi ekonomik dnemi olan bdceklere zarar
verirken, bazilart da findik kurdu, sivrisinek gibi zararli bocekleri enfekte ederek
insanliga yarar saglamaktadir. Bu calismada yaban arilarinda varligi arastirilan
virtislerin hepsi dSRNA genomuna sahiptir. Ve nodamura viriisiit Nodaviridae, c¢ekirge
felg viriisii Dicistroviridae, sitoplazmik polihedrosis viriisii Reoviridae, kanat deforme

virtisii Iflaviridae, akut ar1 felci viriisii Dicistroviridae familyalarina aittirler.



Asagida bu bocek virtisleri hakkinda kisa bilgi verilmistir.

Nodamura Viriisii (NOV): Nodamura Viriisii, g¢esitli hiicrelerin sitoplazmasi

icinde gelisen bir bocek viriisiidiir. Mum giivesi larvalarinin bu viriisle bulastiktan 7-14
giin sonra 61diigi tespit edilmistir (Garzon ve ark.,1978). Yine Nodamura viriisii Tokyo
yakinlarinda tespit edilmistir. Ilk olarak sivrisinekten izole edilmisken bu viriis ¢cok
sayida bocek ve kene tiirlinde de c¢ogaltilmistir. Japonya’daki gen¢ domuzlarin
viicudunda nodamura viriisiine karsi antikor bulunmustur. Bu virlis arbo viriislerden
olup etere karsi direngli olmasindan dolay1 sira dis1 bir tiir olarak siniflandirilmistir.
Ayrica, balmumu giivesi Galleria mellonella da patojenite test edilmistir (Anonim,
1973).

Sitoplazmik Polihedrosis Viriis (CPV): Reoviridae familyasina ait sitoplazma

icine yerlesen ve cesitli boceklerin orta bagirsaginda bulunan bocek viriislerindendir.
Protein kilif igeren ¢ift zincirli RNA virtislerindendir (Arella ve ark., 1988). Sitoplazmik
polihedrosis viriisii (CPV) Avrupa’da ¢am agacglarinin zararli popiilasyonlarinin
larvalarina ariz olmaktadir (Grison 1959, Biliotti 1959). Viriisiin biiyiik bir kismi
laboratuvarda virlis bulagmis olan larvalardan tiretilir. Bu virlis dogal parazit ve
predatorlerine zarar vermeden Thaumetopoea cinsi bocek tiirleriyle kontrol
edebilmektedir (Biliotti,1959).

Cekirge Fel¢ Viriisii (CrPV): Cekirge Felg Viriisii, bocek virlislerinden en genis

dogal konaga sahip olanlarindan biridir. Bes bocek takimindan 22 tiirde bulundugu
saptanmigtir. CrPV, ilk kez Avustralya’da tarla circir boceklerinde (Teleogryllus spp.)
tespit edilmis ve laboratuarda yetistirilen popiilasyonlarda %95 oraninda Oliimlere
neden oldugu goriilmiistiir (Anonim, 2011). Cekirge felg viriisii (CrPV) Avustralyadaki
circir boceklerinde 1970 yilinda Carl Reinganum arastirmalari sonucu viriisiin
cekirgelerin erken evrelerinde arka ayaklarinda felce sebep oldugu gorillmiistiir. Ve
daha sonra da g¢ekirgelerde Oliimle sonuglanmigtir. Baslangigta CrPV circir
boceklerinden izole edilmesine ragmen, oysa bu viriis Diptera, Lepidoptera, Orthoptera

ve Heteroptera tiirlerine ait boceklerde de enfekte olmaktadir. (Anonim, 2000).


http://en.wikipedia.org/w/index.php?title=Thaumetopoea&action=edit&redlink=1

Sekil 1.4. Cekirge Felg Viriisiiniin circir bocegi lizerindeki etkileri

Akut An Felci Virlisii (ABPV): Akut Arn Felci Viriisi (ABPV) ilk kez

Ingiltere’de belirtisiz seyreden bir bal aris1 enfeksiyonu olarak tanimlanmigtir (Bailey ve

ark., 1963). Bu viriis Bombus arilarinda da bulunmustur ve tabii olarak alternatif bir
konaga sahip, bilinen tek ar1 viriisiidiir. Viris, ergin arilarin tiikriikk salgilari ile ve bu
salgilarin temas ettigi besin maddeleri ile yayilmaktadir (Govan ve ark., 2000). Bu
viriisiin ¢ogunlukla sagliklt kolonilerde yaygin bir enfektif ajan oldugu ve Varroa
destructor tarafindan bulasik ar1 kolonilerinin aniden yok olmasinda &nemli rol
oynadigi belirtilmigtir. ABPV’nin Almanya, Yugoslavya, Fransa ve Amerika’da ¢ok
miktarda ar1 kolonisinin 6liimiinde oncelikli etken oldugu 6ne siiriilmiistiir (Bakonyi ve
ark., 2002). Ergin arilarda hastaliga sebep olan asil etmen RNA yapisindaki Akut Ari
Felci Viriisti’diir. PolyA kuyrugu hari¢ 9470 niikleotitli bir RNA genomuna sahiptir
(Govan ve ark., 2000). Bu viriisiin bulagsmasi halinde ar1 6liimleri hizlanir. Viriis ile
paralizin gelisi ve belirtilerinin ortaya ¢ikmasi 4 giin siirer. Sonraki 1-2 giin igerisinde

de oliimler goriiliir (Bakonyi ve ark., 2002).



Sekil 1.5. Akut Ar1 Felci viriisiiniin etkisi

Kanat Deforme Viriisii (DWV): RNA viriisiidiir. Dogal konakgist bazi bal arisi
turleridir (Apis mellifera ve Apis cerana). Etken, diinyanin bir¢ok bdlgesinde
bulunmakta ve pozitif anlamli tek iplik¢ikli RNA genomu tagsmaktadir (Lanzi ve ark.,
2006, Maramorosch ve Shatkin, 2007). Etkenin hastalik olusturabilmesi igin viicutta
belli bir titre degerine ulagsmasi gereklidir (Anonim, 2010). Apis mellifera’da ¢ok yaygin
virislerden biridir ve Varroa destructor akari ile bulasik kolonilerin ¢ogunda
bulunmaktadir. DWYV arilarda kanat deformelerine, kiiglik boylu ¢ikmalarina ve enfekte
olan arilarin 6liimiine neden olmaktadir. Varroa bulasikligi ile DWV arasinda yakin bir
iliski bulunmaktadir (Bowen-Walker ve ark., 1999). Akar bulunan kolonilerde ergin
arilarin kanat deformesi, tipik olarak bu viriisiin bulundugunun belirtisidir (Nordstrom
2003). DWV Apis mellifera’da Japonya, Avrupa, Amerika, Suudi Arabistan, iran,
Vietnam ve Arjantin’den; Apis cerana’da ise Cin’den kaydedilmistir (Ball and Bailey
1999, Chen ve ark., 2005, Fievet ve ark., 2006). DWV viriisii serolojik olarak ciice arida
da (A. jlorae) tespit edilmistir ve Asya bal arilarinda (A. cerana) ve RT-PCR
yontemiyle yaban arilarinda da tespit edilmistir (Genersch ve ark., 2006). Bu ilk olarak
1977°de Misir’ dan enfekte olmus yetiskin bireylerden elde edilen ar1 viriisii ile
serolojik olarak iligkilidir (Bailey ve Ball, 1991; Bailey ve Ball, 1994; Bailey ve Ball,
1997; Bailey ve Woods, 1979).

DWV enfeksiyonu olan kolonilerde viriis yumurtalarda, larvalarda, pupalarda,
erkeklerde, kanatlar1 deforme olmus ve saglikli goriinen ergin isgilerde ve ayn1 zamanda
kolonilerden alinan varroa akarlarinda belirlenmistir. Enfeksiyonun yumurta ve
larvalarda bulunmasi, viriisiin larvalarin beslenmesi esnasinda besin yoluyla ya da trans

ovaryal yolla yayilabilecegi tahmin edilmektedir (Chen ve ark., 2005).



Sekil 1.6. DWV viriisiiniin etkisi sonucu olusan kanatlarin goriiniimii

Son zamanlarda yapilan ¢alismalar bocek viriislerinin ¢igekli bitkiler ve polen
araciligiyla farkli bocek tiirleri arasinda yayildigini gostermistir. (Singh ve ark., 2010)
yaptiklar1 ¢aligmada, DWV’nin de i¢inde bulundugu bes bdcek viriisiinlin bal arisi
disinda 11 polinatér hymenopter tiiriinde bulundugunu gostermislerdir, bu bocek yaban
aris1 familyalarinin tiirlerinden biri olan Bembix tiiriidiir (Singh ve ark., 2010).

Yukarida bahsedildigi gibi Sphecidae familyasina ait tiirler ¢igekli bitkileri sik¢a
ziyaret etmekte ve bir¢ok bocek tiirlinli avlamaktadirlar. Ekosistemde ¢esitli canlilarla
iligki i¢inde olduklarindan, bu yaban arilarinin canli organizmalar arasinda bdcek
viriisleri  gibi  patojenlerin  yayilmasma dolayli olarak katkida bulundugu
diisiiniilmektedir. Ozellikle bal arilarini avlayan Philanthus tiirlerinin bal arist
viriislerini tasima ihtimali yiiksektir. Bu c¢aligmada, Tokat ilinde araziden toplanan
Sphecidae familyasina ait bazi tiirlerin ergin bireylerinde, bazi bdcek viriislerinin
(DWV, ABPV, CPV, CrPV, NOV) varliginin molekiiler biyoloji teknikleri kullanilarak
tespiti amaglanmigtir. Ayni zamanda s6z konusu virlislerin yaban arilari gibi diger
polinator boceklerde bulunup bulunmadiginin belirlenmesi de c¢alismanin hedefleri

arasindadir.



2. MATERYAL ve YONTEM

2.1. Materyal

2.1.1. Orneklerin Toplanmasi

Tokat ili ve ilgelerinde 2010-2012 yillar arasinda yapilan arazi ¢alismalarinda
Sphecidae familyasina ait 185 ergin yaban aris1 6rnegi toplanmistir. Araziden toplanan
orneklerin tiir diizeyinde teshisleri tez danismani tarafindan Gaziosmanpasa Universitesi
Fen-Edebiyat Fakiiltesi, Biyoloji Boliimii, Entomoloji Arastirma Laboratuari’nda
yapilmistir. Teshisler, Leika S6E marka stereomikroskop yardimi ile gergeklestirilmis
ve laboratuarda bulunan karsilastirma materyali ile karsilastirilarak dogrulanmistir. Tiir
teshisi yapilan Ornekler, molekiiler calismalarda kullanilana kadar -80 °C derin

dondurucuda muhafaza edilmistir.

Sekil 2.1. Calisma bdlgesinin konumu



Cizelge 2.1. Tokat ilinde ¢calismada toplanan tiir 6rnekleri

Tiirler Toplam | Erkek | Disi
Ammophila heydeni 25 108 | 159
Ammophila sabulosa 29 133 | 169

Sphex flavipennis 48 43 3 59
Prionyx nudatus 18 94 9?
Prionyx kirbyi 19 14 & 59
Isodonta splendidula 4 473 -
Haplammophila
apcf;pea(;g 27 | 184 | 99
Palmodes occitanicus 15 113 49
Toplam 185 122 63

2.1.2. Kullamlan Kimyasal Madde ve Malzemeler

Agaroz, Etidium bromiir, Bromophenol blue (Sigma), Etanol, Glasiyal asetik asit
(Merck), Sodyum asetat, HCI (Carlo Erba), Tris, EDTA, Gliserol, Xylene cyanol,
isopropanol (Amresco), Sivi azot, Molekiiler agirlik standarti (Vivantis), ccss-F2, ccss-
R2 (iontek), chvgs 1667-F, chv CL2-R (IDT) primer seti, Viral RNA izolasyon Kiti
(Qiagen), RT-PCR kiti (Roche), Jel Ekstraksiyon kiti (Qiagen), Erlen, Beher, Cam
Siseler (100 ml, 500 ml, 1000 ml’ lik), Meziir, Bistiiri, Forcep, Enjektor, Petri kaplan
(Isolab), Pipet uglan (Corning, Neptune, Eppendorf), Mikrosantrifiij ve PCR tiipleri

(Axygen) ile diger laboratuvar malzemeleri kullanildu.

2.1.3. Cihazlar

Thermal cycler (Peqlab), Santrifiijler (Eppendorf, Hettich), UV transilliiminator
(Syngene), Yatay elektroforez (Scie-plas), Gili¢ kaynagi (Consort), Hassas terazi
(Acculab), pH metre (Hanna), Otomatik pipetler (Eppendorf, Brand), Manyetik
kanistiricilar, Vorteks (ika), Buz makinesi (Scotsman), Otoklav (Hiclave), Etiiv
(Memmert), Mikrodalga firin (Argelik), 4, -20 ve -80 °C’deki buzdolaplar1 (Ugur,
Argelik, U410 premium), Fotograf makinesi (Sony) ve Saf su cihazlari (Mes mp

minipure ve Millipore) kullanildi.
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2.1.4. Tampon ve Soliisyonlarin Hazirlanisi
0.5 M EDTA Soliisyonu

16.81 g EDTA 90 ml H20 igerisinde manyetik karistirict yardimi ile partikiiller
tamamen ¢oziiniinceye kadar karistirildi. pH:8.0’e ayarlandiktan sonra hacim 100 ml’ye
tamamlandi. Otoklavda 121 °C’de 20 dk steril edildikten sonra, +4°C’deki

buzdolaplarinda muhafaza edildi.

50X Tris Acetate EDTA (TAE)

242 g Tris, 57.1 ml Glasiyal asetik asit ve 100 ml 0.5 M EDTA (pH:8) manyetik
karigtirict yardimi ile partiikiiller ¢oziinlinceye kadar karistirildi. Hazirlanan ¢ozeltinin
pH’1 Glasiyal asetik asitle 8.5’e ayarlandi ve toplam hacim distile su ile 1 L’ye

tamamlandi. Steril edildikten sonra +4 °C’deki buzdolaplarinda muhafaza edildi.

1 X TE Tamponu

1.2 g 10 mM Tris HCI ile 0.37 g 1 mM EDTA, 900 ml distile su igerinde
manyetik karistirict yardimi ile ¢oziildii. pH:8’¢ ayarlandiktan sonra hacim 1000 ml’ye
tamamlandi. Hazirlanan tampon steril edildikten sonra +4 °C’deki buzdolaplarinda

muhafaza edildi.

3M Sodyum Asetat Soliisyonu
41 g Sodyum asetat, 90 ml distile su igerisinde ¢oziildi. pH:5.0’a ayarlandiktan

sonra hacim 100 ml’ye tamamlanir. Otoklavda steril edilerek +4 °C’de muhafaza edildi.

Etidium Bromiir
10 mg Etidium bromiir, 10 ml distile su i¢erinde hazirland1 ve 4 °C’de muhafaza

edildi.

6X Bromophenol Blue / Xylene cyanol
15 ml Gliserol, 0.25 g Bromophenol blue ile 0.25 g Xylene cyanol; 100 ml

distile su icerisinde ¢oziliniinceye kadar karistirilarak hazirlandi.

2.1.5. Calismada kullanilan Primerler ve Hazirlanisi

DWV-F2 (5°-TTT GCA AGA TGC TGT ATG TGG-3’), DWV-R2 (5’-GTC
GTG CAG CTC GAT AGG AT-3"),VNNV1 (5-ACA CTG GAG TTT GAA ATTCA-
3, VNNV2(5'-GTCTTGTTGAAGTTGTCCCA-3’),ABPVF (5'-TGA GAA CAC CTG
TAATGTGG-3’), ABPVR (5-ACCAGAGGGTTGACTGTGTG-3),8F (5'-
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CCAGTAAAGTCCAGTACTAGTTAAAG-3'),8R(5-CCG GCT AAC GGT AGT
CCGCCGCTG-3),ABPV1(5'-CATATTGGCGAGCCACTATG-3'),ABPV2( 5-CCA
CTTCCACACAACTATCG-3)

Cizelge 2.2. Calismada Kullamilan Primerler

Uriin
Primerler (5°-37) Sekanslar ?L?yu Literatiir
(bp)
Deformed wing virus
DWV- F2 (5>-TTTGCAAGATGCTGTATGTGG-3") 194 | Chenet. al., 2004
DWV- R2 (5’-GTCGTGCAGCTCGAAGGAT-3")
Nodamura viriis
. . 605 L. Dalla Valle et al.
VNN-V1 (5-ACACTGGAGTTTGAAATTCA-3) 2000
VNN-V2 (5-GTCTTGTTGAAGTTGTCCCA-3)
Cytoplasmic
Polyhedrosis Virus Kyoji Hagiwara, et. al.,
8F (5-CCAGTAAAGTCCAGTAACTAGTTAAG-3) | 1328 | 190g
8R (5'-CCGGCTAACGGTAGTCCGCCGCTG-3))
Acute bee paralysis
virus
ABPV1 (5-CATATTGGCGAGCCACTATG-3) 900 | Benjeddou etal., 2001
ABPV2 (5-CCACTTCCACACAACTATCG-3)
Criket paralysis Viriis
ABPV-F (5-TGAGAACACCTGTAATGTGG-3) Benjeddou et al., 2001
ABPV-R (5-ACCAGAGGGTTGACTGTGTG-3) 900

primerleri (iontek) (konsantrasyon ve miktarlarina gore) TE tamponu veya RNase free

ddH20 kullanilarak hazirlandi. S6yle ki,

DWV-F2: 48,91 nmol ile DWV-R2: 60,58 nmol miktarinda olan oligolar ise pmol’e

cevrildikten sonra 10 uM konsantrasyonun da hazirlandi.

ABPV-F: 48.91 nmol ile ABPV-R: 50.55 nmol miktarlarinda olan oligolar ise pmol’e

cevrildikten sonra 10 uM konsantrasyonun da hazirlandi.

VNN-V1: 48.74 nmol ile VNN-V2: 54.70 nmol miktarlarinda olan oligolar ise pmol’e

cevrildikten sonra 10 uM konsantrasyonunda hazirlandi.

8-F: 37.03 nmol ile 8-R: 46.43 nmol miktarlarinda olan oligolar ise pmol’e ¢evrildikten

sonra 10 uM konsantrasyonunda hazirlandu.
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ABPV-1: 51.74 nmol ile ABPV-2: 54.52 nmol miktarlarinda olan oligolar ise pmol’e

cevrildikten sonra 10 uM konsantrasyonunda hazirlandi.

2.2. Yontem
2.2.1. RNA Ekstraksiyonu
Yaban arilarinin total RNA ektrasyonu i¢in Qiagen kiti kullanilmustir. Viral

RNA ekstrasyonu kit iireticilerinin prosediiriine gore yapilmustir.

Qiagen Kitine gore total RNA ekstrasyonu:

-80 0C’den ¢ikarilan yaban arilari kuru buz igerisine alinir. Steril bir bistiiri
yardimi ile ortadan ikiye kesilen yaban arilarinin biitiin dokular1 forcep yardimiyla
mikrosantrifij tiiplerine alinir. Dokular, 500 ul RNase free ddH2O ile sulandirildiktan
sonra 20’lik igneden gegirilerek homojenize edilir. Olugan homojenat 14 000 rpm’de 5
dk. santrifiij edilerek, siipernatant kismi alinir ve Qiagen kiti kullanilarak asagidaki
sekilde total RNA izole edilir:
1.Carrier RNA igerisine 310 ul AWE Tampon (%0.04 sodyum azid) eklenerek soliisyon
hazir hale getirildi.

2.56 pl carrier RNA, 5600 ul AWL Tampon (guanidin tiosiyanat) icerisine karistirildi
(10 numune igin).
3.560 pl hazirlanan karisimdan, 560 pl de etanolden alinarak her biri eppendorf
tiiplerine eklendi.
4 Hazirlanan karigimin {lizerine ise dokunun siipernatant kismindan 280ul ilave edilerek
vortekslendi.
5.Filtreli kolonlara, 630 pl hazirlanan karigimdan ilave edildi.
6.8000 rpm’de 1 dk santifiij edilip, toplanan kisimlar1 atildi ve yerine yenisi yerlestirildi.
Karigim bitene kadar bu isleme devam edildi.
7.Sonrasinda her bir tiipe, 500 ul AW1 Tampon’1 (guanidin hidroklorid) eklendi.
8.14 000 rpm’de 3 dk. santrifiij edilip, toplanan tiipleri atilarak yeni tiipler yerlestirildi.
9.Daha sonra 500 ul AW2 Tampon’1 (sodyum azid) eklendi.
10.14 000 rpm’de 5 dk. santrifiij edilip, toplama tiipleri atilarak yeni tiipler yerlestirildi.
11.Sonrasinda 1 dk. kadar tekrar santrifiij yapildiktan sonra toplama tiipleri atildi ve
yerine eppendorf tiipleri yerlestirildi.
12.Filtreli kisma 60 pl Elisyon Tampon ilave edilip 14 000 rpm’de 1 dk. santrifiij
edildi.
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13.Son basamakta ise, filtreli kolonlar atilarak eppendorf tliplerinde kalan ekstraksiyon
tiriinleri etiketlenerek -20 0C’ye kaldirildi.

Bu yontem sonucunda Tokat ilinde araziden toplanan 185 kadar ergin yaban
arist dokularindan RNA izole edilerek DWV, ABPV, NOV, CPV ve CrPV varlig1 RT-
PCR yontemiyle test edilmistir.

Reverse Transkripsiyon Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PCR)

Bu calismada ar1 orneklerinden izole edilen total RNA oOrnekleri C. therm.
Polymerase RT-PCR ve Transcriptér One step RT-PCR kitleri kullanilarak RT-PCR
yontemiyle viriis varligi i¢in test edilmistir. Reaksiyon kosullar1 asagida verilmistir.

Transcriptér One-Step RT-PCR kitine gore RT-PCR,;

1. Basamak

dNTP mix 2 ul
DMSO 2,5 ul
DTT 2,5 ul
RNase Inhibitor 0,5 ul
Upstream primer 1 ul
Downstream primer 1 ul
Template RNA 1-5 ul
RNase free su 25ul’ye tamamlandi.
2. Basamak:

RNase free su 13 ul
5X RT-PCR buffer 10 pl
C.therm.polymerase mixture 2 ul

Iki basamak sonucunda numunelerin toplam hacmi 50 ul’ye tamamlanacak sekilde
hazirlandi.

Transcriptor One-Step kitine gore RT-PCR;

Water, PCR Grade (vial 3) 27 wl
5xReaction Buffer (vial2) 10 pl
Upstream primer 4ul
Downstream primer 4 ul

Transcriptor Enzym mix. (vial1) 1 pl
Template RNA 4l
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Bu igslemler sonucunda numunelerin toplam hacmi 50 p 1 olacak sekilde hazirlanmustir.
RT-PCR isleminde, DWV-F2, DWV-R2, VNNV1, VNNV2 ABPVF, ABPVR, 8F, 8R,
ABPV1, ABPV?2 primerleri kullanildi.

RT-PCR i¢in Thermal cycler’in Program Ayari
Cizelge 2.3. Calismada kullanilan RT-PCR reaksiyon kosullart

Dongii

Sicaklik (°C) Siire Sayis1
RT Reaksyon 50 20dk |-
On Denatiirasyon |94 7 dk 1
Denatiirasyon 94 10 sn
Baglanma 55 30sn 35
Uzatma 68 10 sn
Son uzatma 68 7 dk 1

2.2.2. Agaroz Jel Elektroforezi

RT-PCR islemi sonucunda olusan PCR iirlinleri asagida agiklandigi sekilde
%1°lik Agaroz jel elektroforezde kosturulmus ve goriintiilenmistir. Kisaca, 0.30 mg.
agaroz ve 30 ml 1x TAE (pH’1 7.5-8.5 olan yaklagitk 50 mM) tamponu i¢inde bir
mikrodalga firin kullanilarak tamamen ¢6zdiiriiliir ve tanka dokmeden 6nce bu eritilmis
agaroza 0.70 pl etidium bromiir katilarak karigim tanka dokiiliir. Tanka jel dokiildiikten
sonra taraklar yerlestirilir. Jel katilastiktan sonra tank 350 ml TAE tamponu ile
doldurulur. 2 pl Bromfenol blue (BFB) ve 3 ul 6rnek karisimi jeldeki kuyucuklara
yiiklenir. Jelin ilk kuyucuga ise 2 pl Vivantis (100 bp) standard1 eklenir. Ornekler 100
mA’de yaklasik 16 dakika kosturulur. Kosturma isleminden sonra agaroz jel bir UV

transilliiminator kullanilarak goriintiilenir ve fotograflanir.
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3. BULGULAR ve TARTISMA

Ulkemizde bocek viriisleriyle ve bu viriislerin bécek dliimleriyle iliskisi hakkinda
yeterince arastirma bulunmamaktadir. Gelismis iilkelerin aksine, iilkemizde tanimi
yapilan viral enfeksiyonlara uyan pek ¢ok sayida hastalik vakasi gériilmesine ragmen,
hentiiz boceklerde bulunan viriislerin tespitine ve bunlarin 6zellikleri, verdikleri zararlar
hakkinda yeterli sayida ¢alisma bulunmamaktadir. Bal arilar1 gevrelerinden izole bir
sekilde yasayamazlar. Cigekli bitkiler vasitasiyla diger tiirlerle de karismaktadirlar. Bal
arillar;; yaban arilari, esek arilari, sinekler, karincalar, kelebekler, akarlar ve
ortimceklerle oldukea sik bir sekilde etkilesim igerisinde bulunmaktadirlar.

Bu ¢alismada Sphecidae familyasina ait 8 tiirin dogal habitatlarindan toplanan 185
orneginde ABPV, NOV, CrPV, CPV ve DWV adli bocek viriisleri arastirilmistir. Ancak
yapilan testler sonrasinda, incelenen Orneklerde bu virlislere rastlanamamaistir.
Calismamizda yaban arilarinda bu bes viriisin ABPV, NOV, CrPV, CPV ve DWV
varligiin belirlenmesi i¢in RT-PCR yontemiyle testler yapilmistir. Calismada
annealing sicakligt 55°C,58°C ve 60°C deger araliklarina c¢ikarilarak Kkontroller
yapilmistir. RT-PCR testlerinin sonucuna gore test edilen ar1 6rneklerinde s6z konusu
virlisler tespit edilememistir.

Test edilen oOrneklerde ABPV, NOV, CrPV, CPV ve DWV viriislerine
rastlanmamasimin muhtemel nedenleri su sekilde 6zetlenebilir: 1) secilen yaban arisi
tiirlerinde bu virtislerle ilgili herhangi bir ¢alisma bulunmadigindan, bu tiirlerde viriis
varligt 1ile ilgili kesin bilgi yoktur, 2) calismada kullanilan ornekler, dogal
habitatlarindan toplandigindan ve herhangi bir hastalik belirtisi tasimadiklarindan
viriisle bulasik olmayabilirler, 3) arazide rastgele toplama yapildigindan popiilasyon
icinde virlisle bulasik Ornekler bulunsa bile bunlar toplanmamis olabilir, 4) bu
caligmada kullanilan primerlerle ilgili pozitif kontrolle RT-PCR reaksiyonu
yapilmadigindan oOrneklerde gergekten viriis bulunup bulunmadigi tam olarak
anlagilamamistir. Ancak elimizde pozitif kontrol i¢in bir 6rnek bulunmadigi igin
deneme imkan1 olmamustir.

Bu calisma, ileride yaban arilarinda viriislerin varhigini ortaya koymak icin
yapilmast muhtemel calismalara 151k tutacak olmasi acisindan &nemlidir. Ileriki

caligmalarda hastalik belirtisi tasiyan veya laboratuar kosullarinda kiltiirii yapilan
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ornekler iizerinde yapilabilecek kontrollii deneylerle yaban arilarinin bocek viriislerini

tasima/yayma potansiyelleri ile ilgili daha tatmin edici sonuglar elde edilebilir
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