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oz

Bu calismada Bursa ve Balikesir gevresindeki kolonilerde mikroskobik olarak Nosema tiirlerinin
varligini belirlemek ve multipleks PCR yéntemi ile kolonilerin hangi Nosema tiirii (N. ceranae ve N.
apis) ile enfekte oldugunu tespit etmek amacglanmistir. Mikroskobik inceleme sonucunda, 14
koloniden 11 tanesindeki (%78,6) bireylerde Nosema sporlari bulunmus ve taranan bireylerin Nosema
ile enfekte oldugu tespit edilmistir. Bu kolonilerden alinan 6rneklerde multipleks PCR metodu
kullanilarak molekiiler tanimlama ile N. ceranae’nin 16S rRNA gen bolgesini karakterize eden bantlar
bulunmustur. Calismada kolonilerin biyik ¢ogunlugunun N. ceranae ile enfekte oldugu tespit
edilmigtir.

Anahtar kelimeler: Apis mellifera, Nosema apis, Nosema ceranae, tanimlama, Bursa ve Balikesir

ABSTRACT

This study was aimed to determine microscopically the presence of Nosema spp. in colonies
collected from Bursa and Balikesir provinces and to detect N. ceranae and N. apis using multiplex
PCR method. In a result of microscopic examination, Nosema spp. spores were found in 11 out of 14
(78.6 %) colonies and screening individuals have been identified to be infected with Nosema. By
molecular identification, the bands, characterized 16S rRNAgene region ofN. ceranae, were found in
samples taken from these colonies. The vast majority of the colonies in the study were determined to
be infected with N. ceranae.
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GiRiS

Nosemosis, Dlnya ¢apinda énemli ari kayiplarina
neden olan en yaygin ergin bal arisi, Apis mellifera
L., hastaliklarindan birisidir (Higes vd., 2006;
Paxton, 2010). Bu hastaligin ilk defa bir
mikrosporidia olan Nosema apis, Zander tarafindan
ortaya cikarildigi bilinmektedir. 1994 yilinda Dogu
bal arilarinda (Apis cerana, Fabricus) N. apis’e
benzer bir mikrosporidia olan Nosema ceranae'yi
Fries tanimlanmistir (Fries vd., 1996). Bal arnsi
kolonilerinde Nosema’nin bulastiriimasi, digki-agiz
yolu ile olmaktadir. Konakgisi disinda sadece
metabolitik olarak inaktif spor seklinde bulunan her
iki Nosema tlri konakgisinin hcreleri igerisinde
gelismektedir (Chen vd., 2010). N. apis enfeksiyonu
ergin arilarin ortabagirsak epiteli ile sinirli iken N.
ceranae’nin malpigi tuplerini, hipofaringeal bezleri
ve tikrik bezlerini enfekte ettigi gortlmektedir
(Gisder vd., 2011). Hastallk sindirim sistemi
bozukluklarina, arilarin émurlerinin kisalmasina,
ugcma bozukluklarina, koloninin sayica azalmasina,
dolayh olarak bal ve polen toplamada disuse ve kis
déneminde buyik koloni kayiplarina neden
olmaktadir (Fries, 1997; Higes vd., 2006, 2007,
2008). N. ceranae, son yillarda birgok etken ile
birlikte “Koloni Cokme Sendromu” veya “Colony
Collapse Disorder” (CCD) olarak adlandirilan koloni
kayiplarinin nedenlerinden biri olarak
g6rulmektedir.

Yapilan ¢calismalar ile A. mellifera’daparazitlenen N.
ceranae’nin gunimuzde A. mellifera’da hastalik
etmeni oldugu bilinmektedir (Higes vd., 2006;
Paxton, 2010; Vejsnaes et al., 2010). Yaygin olarak
Afrika, Avrupa, Avustralya Kuzey Amerika ve
Asya’da bulunmaktadir (Chauzat vd., 2007; Chen
vd., 2009; Gierschet vd., 2009; Higes vd., 2009;
Klee vd., 2007; Hernandez vd., 2007; Paxton vd.,
2007; Williams vd., 2008; Whitaker vd., 2011). N.
ceranae’nin  N. apis’den farkh olarak sadece
ilkbahar ve sonbaharda degil sicak yaz aylarinda
da etkili olabildigi gortulmektedir. Bu durumda
N.ceranae’nin hem sicak ve hem de soguk
bélgelerde yasayabilmesi ve N. apis ile rekabette
daha baskin ¢ikmasi ve dolayisi ile arilari daha
fazla olumsuz etkiledigi rapor edilmektedir. Bu
durumda koloni kayiplarinin en énemli 3 patolojik
nedenlerinden biri olarak N. ceranae kayitlara
gecmektedir(Paxton vd., 2007, Wiliams vd., 2014).

Tuarkiye’de N. apis’in varlidi ile ilgili tanimlama

Aydin vd., (2005) tarafindan yapilan calismada
belirtilmistir. 2010 ve 2011 yillarinda, N. apis ve N.

ceranae’nin Turkiye’deki bal arilarinda bulunup
bulunmadigi ile ilgili molekiler metotlar kullanilarak
tanimlanmasi i¢in ¢alismalar yapilmistir (Muz vd.,

2010; Utuk vd., 2010, 2016; Whitaker vd.,
2011).Whitaker vd. (2011), Turkiye’nin cesitli
bolgelerinden topladigi  drnekler ile yaptigi

calismada, farkli bolgelerdeki kolonilerde molekiler
tanimlama ile her iki Nosema turiinin bulundugunu
belirtmistir. Utuk vd., (2016)molekiler tanimlama
yoluyla Turkiye’'de her iki tlrin varligini ve Nosema
ceranae’nin yaygin tur oldugunu vurgulamistir. Bu
¢alismanin amaci, Bursa ve Balikesir ¢gevresinden
toplanan 14 koloniye ait 6rneklerde, mikroskobik
tanimlama ile Nosema tlrlerinin varligini belirlemek
ve molekiler olarak multipleks PCR (polimeraz
zincir reaksiyonu) yéntemi ile iki Nosema turu igin
16S rRNA gen bolgelerinin spesifik primerler ile
cogaltilarak hangi turlerin bulundugunu
arastirmaktir.

MATERYAL METOT

Bu calisma Bursa ve Balikesir illerinden proje
calismasi i¢in 14 kolonide etkili bir varroa
mucadelesi yapilmis olmasina, besleme ve koloni
ybnetimlerinin itina ile yapilmasina ragmen
kolonilerin  normal gelisim gostermedidi igin
yapilmistir. Bu yizden bu calismada kolonilerde
sorunun yeni nosema turt olabilecedi disunulerek
bu calismanin vyapilmasina karar verilmigtir.
Calismada Bursa ve Balikesir illerindeki 14
kovanda, ergin bal arisi Orneklerinde Nosema
sporlart hemositometre kullanilarak mikroskopik
olarak teshis edilmistir. Nosema sporlari igin pozitif
¢tkan drneklerde PCR (polimeraz zincir reaksiyonu)
yapilarak Nosema turleri ayirt edilmigtir.

Orneklerin mikroskobik

tanimlama:

toplanmasi ve

Bal arisi o6rnekleri 2011 yihinda (Ekim ayinda)
Bursa-Uludag Universitesi ana kampiis alanindaki
14 kovandan alinmistir. Arastirma oncesinde ari
Ornekleri  %70'lik etil alkol igerisinde oda
sicakliginda saklanmistir.  Mikroskobik  olarak
inceleme igleminde, her bir arinin abdomeni ilk
olarak 500 pl su ile yumusatilarak ezilmis bu
stspansiyonun Uzerine 500 ul daha su eklenerek
tekrar ezme iglemi yapilmistir. Bu karisimdan
alinan 10 pl sivi 1sitk  mikroskobunda 40X
biyutmede incelenmistir. Bu preparasyondaki
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sporlarin konsantrasyonu hemositometre Utzerinde
sayim ile hesaplanmistir(Cantwell, 1970).

DNA izolasyonu ve molekiiler tanimlama:

Mikroskobik inceleme sonrasinda pozitif sonug
veren kovanlardan birer 6rnege ait stispansiyondan
500 ul alinarak toplamda 10 6rnekte PCR ile tir
tayini yapimigtir. DNA izolasyonu, mikroskopik
incelemede pozitif sonug veren sispansiyonlardan
Doyle and Doyle (1991)’in CTAB
(Cetyltrimethylammonium bromide) yontemi

modifiye edilerek gercgeklestiriimistir. Elde edilen
DNA’larin safliklant ve miktarlari spektrometrik
olarak Nanodrop (Agilent 2100 Bioanalyser
NanoDrop ND-1000 Spectrophotometer) ile
belirlenmistir. izolasyon sonrasi DNA’lar —20°C’de
muhafaza edilmistir. Mikroskobik olarak gorilen
Nosema sporlarinin hangi tire ait oldugunun
molekiler tespiti amaciyla Hernandez et al. (2007)
tarafindan belirtilen 16S rRNA gen bdlgesi igin
spesifik primerler kullanilarak Multipleks PCR
yapilmistir (Tablo 1).

Tablo 1. Multipleks PCR’da kullanilan primerler ve 6zellikleri.

Primer Primerin DNA Dizisi (5’-3’) Tar Uriin blyuklik-bg
218mitoc-For | CGGCGACGATGTGATATGAAAATATTAA
N. ceranae 218
218mitoc-Rev | CCCGGTCATTCTCAAACAAAAAACCG
321Apis-For | GGGGGCATGTCTTTGACGTACTATGTA N, a0 301
. apis
321-Apis-Rev | GGGGGGCGTTTAAAATGTGAAACAACTATG

Multipleks PCR’da her 6rnek igin 1 pyl DNA, 1,25 pl
10X (NHy), SO, iceren tampon (Fermentas), 0,75 pl
MgCl, (25mM), 2 pl dANTP (100uM, 10pl her
ndkleotid), 0,5 pl primer ve 0,3 pylTag DNA
Polimeraz (5u/ul, 500U Fermentas) kullaniimistir.
Doéngu kosullari belirtildigi sekilde
gerceklestiriimistir; 95° 2 dakika (6n denatlrasyon),
95°C 1 dakika (denatlirasyon), 50°C 1 dakika
(baglanma), 72°C 1 dakika (uzama), 35 siklus ve
72°C 5 dakika (son uzama). Elde edilen PCR
arinleri %1,5’lik agaroz jel elektroforezi ile
yurGtiimis ve urGnler UV altinda goérintilenmistir.
DNA bandlari i¢in blylklik belirleyici olarak 100
b¢’lik  marker (Fermantas) kullanimistir.  Jel
uzerinde DNA band profillerine bakilarak hangi ture
ait oldugu belirlenmigtir.

BULGULAR

Bursa ve Balikesir illerinden alinan kolonilerden
toplanan bal arisiérneklerinde yapilan mikroskobik

tanimlama ile érneklerin Nosema tarafindan enfekte
olup olmadiklari incelemis ve molekuler tanimlama
ile hangi Nosema tarlerinin bulundugu belirlenmisgtir.
Mikroskobik  inceleme  sonucunda, toplamda
taranan 14 kovandan 11 tanesindeki bireylerde
Nosema sporlari bulunmus ve Nosema ile enfekte
oldugu tespit edilmistir. Her bir kovandan incelenen
10 bireyden 1 ile 6 bireyde Nosema sporuna
rastlanmistir. Bunu yuzde olarak
degerlendirdigimizde 10 bireyde %10-60 arasinda
Nosemosis gorulmuagstir. On doért kovanda enfekte
olan bireylerdeki ortalama spor sayisi 4.10%-1,5x10’
arasinda degismektedir (Tablo 2).

Mikroskobik inceleme sonucunda, Nosema sporlari
gorulen bireylerde molekiiler teshis igin multipleks
PCR vyapilarak agaroz jel U(zerindeki band
profillerine  bakildiginda, tim ©6rneklerde N.
ceranae’yl karakterize eden 218 bg¢’lik DNA bandi
gorulmastar (Sekil 1). Molekiler tanimlama ile
taranan kovanlarin higbirinde N. apis’i karakterize
eden banda rastlanmamistir.

22 U. A Drg. Mayis 2016, 16 (1): 20-26 / U. Bee J. May 2016, 16 (1): 20-26



ARASTIRMA MAKALESIi / RESEARCH ARTICLE

Tablo 2. Her bir kovandaki 10 birey arasindaki Nosemosis’in yayginligi ve enfekte bireylerdeki toplam spor

sayisl.
Kovan no Enfekte Enf_<_aksiyon Her bir enfekte bireylerdeki
birey sayisi yuzdesi ortalama toplam spor sayisi
B1-49 2/10 20 2,5x10°
B2-ada 4/10 40 4x10°
B3-72h 1/10 10 1,5x10’
B4-55 1/10 10 1,5x10°
B5-27a 2/10 20 3,5x10°
B6-27 6/10 60 4x10°
B7-6 2/10 20 1x10°
B8-73 1/10 10 3x10’
B9-57 2/10 20 2x10°
B10-73m 2/10 20 4x10°
B11-6m 2/10 20 4,5x10’
B12-40 -/10 - -
B13-64 -/10 - -
B14-72 -/10 - -

M B1

1000 bp

B2 B3 B4 B5 B6

=1

B8 B9 B10 B11 NC M

gt

- - ..

Sekil 1. Orneklerde N. ceranae’nin varligini isaret eden 218 bg’lik DNA bandinin jeldeki goriintiisii (M:
Marker, 100bg¢ DNA ladder, Fermentas, NC: Negatif kontrol).

TARTISMA

Tarkiye’de Nosemosis Uzerine yapilan mikroskobik
calismalar Turkiye’de Nosemosis’in yaygin olarak
bulundugunu ortaya koymustur. Bu calismadaki
kovanlarda Nosemosis’'in yayginhdi %24,0-26,4
olarak bulunmustur (Cakmak vd., 2003). Yaptigimiz
bu calisma Bursa ve Balikesir illerinden alinan

Uludag Aricilik Dergisi Mayis 2016, 16 (1): 20-26 / Uludag Bee Journal May 2016, 16 (1): 20-26

kolonilerde molekuler tanimlama ile N. ceranae’nin
varligini gostermistir. Calismada kolonilerin blyik
¢ogunlugunun (%78,6) N. ceranae ile enfekte
oldugu tespit edilmistir. Bu calismanin yani sira
Muz vd. (2010)un molekiler tanimlama yoluyla
yaptigi arastirma Glneydogu Marmara
Bolgesi'ndeki kolonilerde %84 N. ceranae, %16
N.apis enfeksiyonun oldugunu gdéstermistir. Ayni
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yontemi kullanarak Whitaker vd. (2011). Turkiye'nin
cesitli bolgelerindeki koloniler Uzerine yaptiklar
calismalarda molekiler tanimlama ile her iki
Nosema turinidn bulundugunu belirtmis, Bursa

ilinden  topladiklari  kolonilerdeki  6rneklerde
Nosema’ya rastlamamigtir. Utuk vd., (2016),
molekuler tanimlama yoluyla Tarkiye’'de

N.ceranae’nin yaygin tir oldugunu ve Bursa
kolonilerinde N.ceranae’nin bulundugunu
belirtmistir. Sonug olarak 2010-2011 yillari arasinda
Bursa ilindeki kolonilerin N. ceranae ile enfekte
oldugu tespit edilmistir. Aydin vd. (2005),
Tarkiye'nin farkh bolgelerindeki kolonilerde N.apis’in
varhgi ile ilgili yaptiklari calismada Marmara
Bolgesi'nde N. apis ile enfekte olmus koloniler
oldugunu  bulmustur. Bu c¢alismada Bursa
cevresindeki  kolonilerden  alinan  drneklerde
molekiler teshis ile N. apis’e rastlanmamistir. Bu
calismada elde edilen sonuglar daha 6nce yapilan
calismalarla bir uyum go6stermektedir. Bursa-
Balikesir cevresindeki kolonilerde N.
ceranae’ninbulundugu tespit edilmis ve bu Nosema
tlrdnun Ulkemizde yaygin tir oldugunu destekleyen
sonuglar elde edilmistir. iki farkli Nosema tiiriiniin
semptomlari birbirinden farklilik gostermekte olup
mikroskobik olarak iki tiriin ayrimi zor olsa da
molekuler yolla multipleks PCR ydntemiyle iki tur
kolaylikla ayirt edilmektedir.

Nosemosis hem Tulrkiye'de hem de dinya’da
6nemli yaygin ari hastaliklarindan birisi olup aricilik
Uzerine olumsuz etkileri bulunmaktadir. Yapilan
arastirmalar ve deneysel ¢alismalar N. ceranae’nin
dinya gapinda aricilik igin ciddi bir tehdit oldugunu
gOstermektedir (Higes vd., 2006; 2007). Bunun en
onemli nedeni, Nosemosis’e neden olan N.
ceranae’nin  Avrupa balarisi ile birlikte evrim
strecinin N. apis’e gore daha kisa bir sirece
dayanmasi belirtiimektedir (Utuk vd., 2016). Bu kisa

sureg¢, konak-parazit iligkisi icinde fizyolojik
adaptasyon  mekanizmasinin  minumum  etki
g6stermesine  neden olabilmektedir. Sonugta,

kolonilerde koloni ¢éklsiine kadar uzanan olumsuz
bircok etki gorilmektedir (Paxton vd., 2010). N.
ceranae’nin Turkiye bal arilarindaki patojenitesi
hakkinda bilinenler ¢ok azdir. N.ceranae’nin
bugliine kadar Ulkemizdeki toplu ari o6lumlerine
neden olan birgok faktdrden bir tanesi olmasi
olasidir.

N.apis ve Ozellikle daha blylk bir tehdit unsuru
olan N.ceranae ile ilgili Tirkiye’deki tim bolgelerde,
bu iki turd ayirt edici molekiler ¢calismalar yapilarak
her iki tur tarafindan ortaya c¢ikan hastaligin

glinimuzdeki durumu belirlenmelidir. Ancak bu
capta vyapilacak kapsamli bir c¢alisma ile N.
ceranae’nin Ulkemiz igin ne derecede bir tehdit
unsuru olusturdugu anlasilabilecektir.
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EXTENDED ABSTRACT

Nosemosis is one of the most prevalent diseases of
adult honeybees and constitutes significant
economic losses to beekeepers worldwide. This
disease is caused by two different Nosema spp.
(Nosema apis, Zander and Nosema ceranae,
Fries). In recent years, N. ceranae, especially is
seen as one of the causes of colony losses along
with many other factors or in combination.

In this study we aimed to determine microscopically
the presence of Nosema spp. in colonies collected
from Bursa and Balikesir provinces and to detect N.
ceranae and N. apis using multiplex PCR method.
For this aim, adult honeybee samples were
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collected from 14 colonies within Uludag University
main campus area. Honeybee samples were stored
in 70% (v/v) ethanol at room temperature prior to
examination. In microscopically examination, the
abdomens of each adult honeybee sample were
macerated in 500 pl of distilled water. 500 pl of
distilled water was added on this suspension and
re-crushing operation was carried out. 10 ml of this
mixture was placed on a slide under a cover slip
and examined by light microscopy at x40
magnification.The concentration of spores in this
mixture were calculated by counting ona
haemocytometer. In case of positivity for
microscopic test, DNA isolation was performed by
the CTAB method from suspension. Using a total of
10 honeybee samples from each hive, Nosema
spp. were determined by multiplex PCR. In order to
moleculer identification, multiplex PCR was
performed using primer pairs specific for 16S rRNA
region. In a result of microscopic examination,

Nosema spores were found in 11 out of 14 (78.6%)
colonies and screening individuals have been
identified to be infected with Nosema. By molecular
identification, the bands, characterized only N.
ceranae, were found in samples taken from these
colonies. The vast majority of the colonies in the
study were determined to be infected with N.
ceranae. The results obtained in this study indicate
agreement with the earlier studies. This and
previous studies have demonstrated that N.
ceranae is common species in our country.

Nosemosis caused by two Nosema spp. is one of
the most important and common bee diseases in
Turkey as well as all over the world and has a
negative impact on beekeeping. Especially, N.
ceranae that causes the disease constitutes a
serious threat to beekeeping. Therefore, molecular
studies should be performed to distinguish two
Nosema spp. in all regions in Turkey and current
status of the disease must be determined.

26 U. Ari Drg. Mayis 2016, 16 (1): 20-26 / U. Bee J. May 2016, 16 (1): 20-26



