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Meveut Laboratuvar alt yapisi gelistirilerek Bal Analiz Laboratuvarimin Kurulmasi

1. Deneylerin saghkli bir ortamda yapilmasi ve alinacak cihazlarin konumlandirilmasi igin

gerekli tezgahlarin temini ve kurulumu yapilmistir (Sekil 1).

Sekil 1. Istenen &lgiilerde laboratuvar tezgahlari temin edilmis ve gerekli goriilen kisimlara
verlestirilmistir

2. Molekiiler analizler i¢in toplanan hastalikli art numunelerinin bozulmadan uzun siire
saklanmasi i¢in -80°C derin dondurucu alinmistir (Sekil 2).

Sekil 2. DIKA destegi ile alinan-80°C derin dondurucu buzdolabi




3. C4/C3 karbon analizi ile balin dogalliginin yiizdesini veren [R-MS cihazinin bal analiz
laboratuvarina demontaji ve montaji yapildi (Sekil 3).

Sekil 3. IRMS cihazi uygun elektriksel baglantilari yapilarak bal analiz laboratuvarina
tasinmistir

4. IR-MS cihazinin gaz baglantilarini hizli ve giivenilir bir sekilde kontrol edilmesi i¢in gaz
dedektorii alinma siireci gergeklestirildi. Cihazin gaz tiipleri giivenlik geregi laboratuvar disinda
bir dolap yaptirilarak merkez disina ¢ikarildi (Sekil 4). Gazlarin giivenlik kontrolii alinan
dedektor sayesinde yapildi (Sekil 5).
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Sekil 4. IR-MS Cihazinin gazlarinin akreditasyon g¢aligmalarn kapsaminda dolap yapilarak
disariya taginmasi saglanmistir.




Sekil 5. DIKA destegi ile arastirma merkezine alinan gaz dedektorii

5. Ortam sicaklik kosularinin istenen diizeyde tutulmasi IR-MS cihazinin dengesinin
saglanmasi ve -80°C buzdolabinin saglikli ¢alismasi igin klima alinmistir.

Sekil 6. IR-MS Cihazinin sabit bir sicaklikta ¢aligmasinin saglanmasi i¢in klima alinmistir.
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6. Baldaki pH ve elektriksel iletkenlik analizlerinin ayni anda tespit edilebilmesi igin pH ve
iletkenlik cihazi alinmistir (Sekil 7).

Sekil 7. DIKA destegi ile alinan pH ve iletkenlik cihaz

7. Balda Na, K. Li, Ca. Ba gibi makro elementlerin analizini daha ucuz ve hizli bir sekilde
vapilabilmesi i¢in Alev (Flame) Fotometresi alinmigtir (Sekil 8).
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Sekil 8. DIKA destegi ile alinan Alev (Flame) Fotometresi cihazi




8. Bal analiz laboratuvarinda gergeklestirilecek olan Bal da Kalite analizlerinin 6n hazirhk
¢alismalarinda hassas tartim islemleri yapilabilmesi i¢in hassas terazi alinmistir.

Sekil 9. DIKA destegi ile alinan hassas terazi

Sonug olarak faaliyet bir kapsaminda taahhiit edilen hersey gerceklestrilmistir (Sekil 10).

Sekil 10. DIKA destegi ile alt yapisi giiglendirilerek olusturulan BAL analiz laboratuvari
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Siirt ve Sirnak bélgelerinden temin edilen Ballarda Kalite bdrdhﬂet;éiérihfﬁ ‘tes;pi;i'

1. Siirt ve Sirnak ballarinda Nem, Rutubet Muhtevasi Tayini:

Petekteki balda olugan nem ise nektar olgunlasma siirecinden sonra mevdana geldigi i¢in direk
olarak olusum sirasindaki hava sartlari. saklama kosullari. depolama yeri. saklama kaplari.
nektarin bazi 6zellikleri (nem miktari. salgilanma hizi. koloni biiyiikliigi ki bunlar olgunlasma
stireci ile pararlellik gostermektedir) vb. nem miktarini etkilemektedir. Balin fermantasyon
stireci igerisindeki nem ile dogru orantili olarak artis gostermektedir. Dolayisiyla fazla nem ile
birlikte balin mikrobiyal bozulmasi. tat ve aromasinin degismesi séz konusudur. Ayrica balda
nem oraninin artigtyla birlikte kristalizasyon gortilmektedir. (ahsmalarimiz kapsaminda tiim
ballarda nem igerigi TS 13365%¢ gore yapildi (Sekil 1 ve Sekil 2). Tiirk Gida Kodeksi Bal
Tebligi'ne gore ¢igek ballarinin en fazla %20 diizeyinde nem igerebilecegi belirtilmistir. Bu
baglamda her iki bolgede galigilan eski ve yeni ballarin teblige uygun diizeyde nem igerdigi
tespit edilmistir. Ancak ballar kendi iginde kiyaslandiginda yeni mahsiil ballardan Siirt 6 balinin
ve eski mabhsiil ballardan Sirnak 9'un diger ballara goére nem igeriginin yiiksek oldugu
belirlenmistir. Ayrica eski mahsiil ballarin genel olarak yeni mahsiil ballardan daha fazla nem
icerdigi tespit edilmistir. Bu problemin depolama kosullar ve siiresi ile iliskili oldugunu

sOyleyebiliriz.
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Sekil 1. Siirt ve Sirnak illerinden toplanan yeni mahsiil bal 6rneklerinde nem tayin sonuglari
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Sekil 2. Siirt ve Sirnak illerinden toplanan eski mahsiil bal 6rneklerinde nem tayin sonuglari
2. Siirt ve Sirnak Ballarinda Elektriksel iletkenlik Tayini:

Baldaki elektriksel iletkenlik igerdigi organik asit. protein, seker. ve minerallere baghdir. Salgi
ve ¢igek ballarinin elektriksel iletkenligi birbirinden farkli oldugu igin elektriksel iletkenlik
balin botanik orjininin belirlenmesi sirasinda bizlere vardimer olur. Calismalarimiz kapsaminda
tiim ballarda elektriksel iletkenlik tayini TS 13366 ya gore yapildi (Sekil 3 ve Sekil 4). Tirk
Gida Kodeksi'ne gore ¢igek ballari igin elektriksel iletkenligin en fazla 0.8 mS/cm olamasi
gerektigi belirtilmistir. Calismada kullanilan tiim ballarin teblige uygun olarak elektriksel
iletkenlige sahip oldugu tespit edilmistir. Ancak yeni mahsiil ballardan Siirt 7 balinin elektriksel
iletkenligi digerlerine gore daha yiiksek ¢ikmustir. Organik asit, protein ve minarel igeriginin

daha yiiksek oldugunu soyleyebiliriz.
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Sekil 3. Siirt ve Sirnak illerinden toplanan yeni mahsiil bal 6rneklerinde elektriksel iletkenlik

sonuglari
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Sekil 4. Siirt ve Sirnak illerinden toplanan eski mahsiil bal 6rneklerinde elektriksel iletkenlik
sonuglari

3. Siirt ve Sirnak Ballarinda pH Tayini:

Ballarin pH degeri igerigindeki organik asitlerin varh@ina bagh olarak degiskenlik
gostermektedir. Turk Gida Kodeksi'ne gore ¢igek ballari i¢in pH'in 3.4-6.1 arasinda degismesi
gerektigi belirtilmistir. Asitlik balda antimikrobiyel ve antioksidan 6zellikleride icine alan
cesitli kimyasal reaksiyonlarin olugmasini saglamaktadir. Dolayisiyla balin tadinda ve
mikroorganizmalara karsi stablitesinde asitlik oldukg¢a dnemlidir. Caligmalarimiz kapsaminda
tim ballarda pH tayini AOAC Official Method 962.19. gore yapildi (Sekil 5 ve Sekil 6).
Tampon ¢o6zeltiler (pH 3.0 pH 5.0 pH 7.0 ve pH 10) ile kalibrasyon yapildiktan sonra 10 g bal
ornegi tartihp 75 mL damutik su ile ¢oziildii ve manyetik karistiricr alinda pH degeri okundu.
Calismada kullanilan tiim ballarin pH™1 teblige uygun bulunmustur. Ancak yeni mahsiil
ballardan Siirt 7 balinin pH nin diger ballara gére daha yiiksek oldugu tespit edilmistir. Eski ve
veni mahsiil ballar kendi aralarinda kiyaslandiginda eski ballarin pH™nin yeni ballara gére daha
vitksek oldugu tespit edilmistir. Bu durumun yine depolama siiresi ile dogrudan iliskili

oldugunu soyleyebiliriz.
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Sekil 5. Siirt ve Sirnak illerinden toplanan yeni mahsiil bal 6rneklerinde pH tayin sonuglar
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Sekil 6. Siirt ve Sirnak illerinden toplanan eski mahsiil bal 6rneklerinde pH tayin sonuglari

4. Siirt ve Sirnak Ballarinda Serbest Asitlik Tayini:

Balin 6nemli Kkalite kriterlerinden biriside asitliktir. Balin asitligini igerigindeki farkli
oranlardaki oglikonik. formik. asetik . biitirik, laktik. oksalik. sitrik. siiksinik, tartarik maleik.
malik. piroglutamik, piirivik. a-ketoglumik. glikolik. a veya 3 glisero fosfat, glikoz 6 fosfat gibi
organik asitler ve mineral maddeler. proteinler (enzim. amino asit ve peptid) ve karbonhidratlar

degistirmektedir. Calismalarimiz kapsaminda tiim ballarda serbest asitlik tayini TS13360’a
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gore yapildi (Sekil 7 ve Sekil 8). TS3036"ya gore ballarin serbest asitliginin engok 50 meg/Kg

olamasi gerektigi belirtilmistir. Calismada kullanilan tiim ballar teblige uygun bulunmustur.
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Sekil 7. Siirt ve Sirnak illerinden toplanan yeni mahsiil bal 6rneklerinde serbest asitlik tayin
sonuglari
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Sekil 8. Siirt ve Sirnak illerinden toplanan eski mahsiil bal 6rneklerinde Serbest Asitlik tayin
sonuglari
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5. Siirt ve Sirnak Ballarinda Sakkaroz ve Seker Bilesenleri Tayini:

Yaklasik %80°ni seker olan balin igeriginde sakkaroz, maltoz. izomaltoz. turanoz. erloz.
kojibioz, melezitoz ve kestoz vb tespit edilmistir. S6z konusu sekerlerin miktart ve icerigi bal
tipine gore degismektedir. Diger sekerlerden farkli olarak sindireme gerek duymadan direk
kana gegen bal olduk¢a 6nemli bir seker kaynagidir. Calisma kapsaminda arastirilan seker
miktarlar1 6nemli karakterizasyon parametreleri olarak goriilmektedir. Bununla beraber
ballardaki fruktoz/glukoz orani balin orjini ve kristallesme meyili hakkinda bilgi vermektedir.
Tiirk Gida Kodeksi Bal Tebligi'ne gore ¢igek balinda sakkaroz orani%3. Fruktoz+glukoz orani
en az %60, fruktoz/glukoz orant 0.9-1.4 arasinda olmasi gerektigi beirtilmistir. Eger
fruktoz/glukoz oran1 0.9 altinda bir deger ¢ikarsa bal ¢abuk kristallesirken fark biiyiirse geg
kristallesmektedir. Calismalarimiz kapsaminda tiim ballarda sakkaroz ve seker tayini
TS13359%a gore yapild1 (Tablo 1 ve Tablo 2). Genel olarak yapmis oldugumuz ¢azlismada
sakkaroz tespit edilmemisken. Siirt 7 ve Siirt 11 balimin tebligde belirtilen fruktoz/glukoz
oranina sahip olmadigi Sirnak 11 balinin ise tam sinirda oldugu tespit edilmistir. Belirtilen bu
ti¢ balin kristallesme egiliminin diger ballara gére az oldugunu soyleyebiliriz.

Tablo 1. Siirt ve $irnak illerinden toplanan eski mahsiil bal 6rneklerinde Seker Bilesenleri tayin

sonuglar

PRI 55) Seker bilesimi (100 g balda, g)

Fruktoz (%) Glukoz (%) Sakkaroz (%) Maltoz (%)

SIRNAK] I ‘

36.86+0.46 0;82£0.26 Iespit Edilmedi 0.240.21
SIRNAK? D ——

37.55+0.26 2885022 Tespit Edilmedi 0,63+0,03
SIRNAK3 it ik hodirtcd

37.10:0.11 S Tespit Edilmedi | 0-36<0.05
d—— 29.39+0,10 0.50+0.01

36,36+0,15

SIRNAKS 6241090 29.25£0,23

I'espit Edilmedi

Fespit Edilmedi | !-390-79

SIRNAK6 ‘ =
36,34+0.11 ERuLErIE0 Tespit Edilmedi 1,95+0,02
SIRNAK7 ‘ m—
36.68+0.08 At Tespit Edilmedi | 0-56+0-03
Siirtl e -
33.64:0.92 26,980,608 Tespit Edilmedi | 0-45+0.10
Siirt2 ) )
36,57=0.10 27,61+0,11 Tespit Edilmedi 0,00+0,00
Siirt3 29.5040.25 0.00+0.00

36.15+0.28 Fespit Edilmedi
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2 +£0,23 S e b e . '
36,85+0.27 28,84+0,2: espit Edilmedi 0.00+0.00

Siirts oo ‘
35,9740.20 AP Tespit Edilmedi | 9-00+0.00

Siirt6 S P .
36,28:0.19 iiilind Tespit Edilmedi | 0:00+0.00
Siirt7 1 074 2 2200 (R
3484029 i i Fespit Edilmedi | 3-33+0-08

Siirt8 e Qo1 o '
32.06+1.38 25,89+1,29 Fespit Edilmedi | 9-00=0.00

Tablo 2. Siirt ve Sirnak illerinden toplanan eski mahstil bal 6rneklerinde Seker Bilesenleri tayin

sonugclari
Seker bilesimi (100 g balda, g

Numune Adi
Fruktoz (%) Glikoz (%) Sakkaroz (%) Maltoz (%)
RIRNAKS 35,79+0,35 29.54+0.53 Tespit Edilmedi 2.31+0.04
SIRNAKS 36,84+0.,06 29.63+0.19 Tespit Edilmedi 1.95+0.09
AR 36.77+0,05 28.46=0.14 Tespit Edilmedi 2.24+0.02
SIRNAKII 37.89+0.10 26.88=0.03 Tespit Edilmedi 2.2540.,01
AREAR LS 35.66+0.00 27.36:0.01 Fespit Edilmedi 2.44+0.01
SIRNAKIS 35.79+0,59 28.94+0.16 Tespit Edilmedi 1.97+0.06
pIRINARIA 34.18+0.01 25.72+0,04 Fespit Edilmedi 2.91+0.07
HIRNAKIS 34.95+0.24 28.04+0.00 Fespit Edilmedi 1.99+0.05
Siirt9 36.44+0,29 20.61+0.17 Tespit Edilmedi 0.00+0.00
S 35.43+0,05 29.96+0.01 Fespit Edilmedi 0.00+0.00
Siirt11 38.49+0.37 24.760,22 Fespit Edilmedi 0.00£0.00
Siirt12 33,53+0,22 28.78+0.20 Tespit Edilmedi 0.00+0.00
Siirt13 37.17+0.04 30114022 Tespit Edilmedi 0.00+0.00
Shrtl4 39.29+0.56 30.24+0.10 Fespit Edilmedi 0.00£0.00
Siirtl5 34,72+0.06 27.66+0.02 Fespit Edilmedi 0.00+0.00

6. Siirt ve Sirnak Ballarinda HMF Tayini:

Monosakkaritler derisik asit ¢ozeltisinde 1sitildiginda dehidrasyona ugramakta ve furan

tirevlerine dontsmektedirler. Aldopentozlar furfurala dontsiirken. aldoheksozlardan 5-

hidroksimetilfurfural olusmaktadir.
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Balarin pH nin genellikle 3.4-6.1 olmasi gerektigi dikkate alindiginda nispeten asidik pH sahip
olduklarini séyleyebiliriz. Asidik bir yapiya sahip olan ballar kristallenme egilimini engellemek
va da kristal goriintimiinii ortadan kaldirmak amaciyla 1s1l isleme maruz birakilmaktadirlar.
Ancak uygulanan 1sil islem olduk¢a Onemlidir. Bu 1sil islemin nekadar stirede ve hangi
sicaklikta uygulandigi olduk¢a onemlidir. Belirtilen kriterlere bagh olarak olarak 1si1l islem
uygulanmasi, vitaminlerin, besin &6gelerinin ve diastaz aktivitesinin azalmasma. HMF
miktariin ise artmasina neden olabilmektedir. Bu nedenle enzim aktivitesi ile HMF igerigi
dogal balin olgunlagsmasi ve uygulanan 1sil islemin derecesi hakkinda bilgi vermektedir.
(alismalarimiz kapsaminda tiim ballarda HMF tayini TS13356%a gore yapildi (Sekil 9 ve Sekil
10). TS3036°ya gore ballarin HMF miktarinin engok 40 mg/kg olamasi gerektigi belirtilmistir.
Bu kapsamda ¢alismada kullanilan tiim yeni ballardaki HMF oram oldukga diisiiktiir. Ancak
Yeni mabhsil ballar kendi aralarinda kiyaslandiginda Siirt 3 nispeten daha yiiksek oldugu
gorilmektedir. Eski mahsiil ballarda ise HMF orani Sirnak 14, Siirt 10 ve Siirt 15 ballarinda
teblig de belirtilen degerin {izerinde bulunmustur. Sonuglar incelendiginde s6z konusu ii¢ balin
1s1l isleme maruz kaldigr goriilmektedir. Ayrica eski ballardaki HMF oraninin yeni ballara gore
yiiksek blunmasinin nedeni depolama siiresi ve sicakhi@i ile alakali olabilecegi gibi zaman

zaman uygulanan 1si1l islem ile de alakali olabilecegi diistintilmektedir.

HMF miktart (me'ke)
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Sekil 9. Siirt ve Sirnak illerinden toplanan yeni mahsiil bal 6rneklerinde HMF tayin sonuglari
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Sekil 10. Siirt ve Sirnak illerinden toplanan eski mahsiil bal 6rneklerinde HMF tayin sonuglari
7. Siirt ve Sirnak Ballarinda Kiil Analizi:

Balin elektriksel iletkenligi ve rengi ile i¢erdigi kiil miktari arasinda lineer bir iliski mevcuttur.
Dolayisiyla koyu renkli ballarda kiil oran1 daha fazla olmaktadir. Arilarin yararlandigi floranin
gesitliligine bagli olarak balin igerdigi organik asit. protein. seker ve minerallere degismektedir.
Dolayisiyla kiil miktarida degismektedir. Calismalarimiz kapsaminda tiim ballarda Kiil tayini
TS3036%a gore yapildi (Sekil 11 ve Sekil 12). TS3036ya gore ¢igek ballarinin % kiil miktarinin
engok %0.6 olamasi gerektigi belirtilmigtir. Calismada Kullanilan tiim ballar teblige uygun

bulunmugtur. Ayrica elektriksel iletkenligi yliksek ¢ikan Siirt 7 balinin %kiil miktarida yiiksek

A

cikmustir. Sonuglar kendi i¢inde paralellik gostermektedir.
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Sekil 11. Siirt ve Sirnak illerinden toplanan yeni mahsiil bal 6rneklerinde % kil tayini sonuglar
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Sekil 12. Siirt ve Sirnak illerinden toplanan eski mahsiil bal 6rneklerinde % kiil tayini sonuglari
8. Siirt ve Sirnak Ballarinda Prolin Analizi:

Balin dogalliginin yan sira besin degeri hakkinda da bilgi veren protein igerigi genellikle %
0.5'ten disiiktiir. Baslica kaynagi polen olan proteinin. miktarida balin cinsine gore
degismektedir. Baldaki protein miktari genellikle aminoasitlerin % 50-857ini olugturan ve ar
tarafindan bala aktarilan tek amino asit olan prolin ile belirlenmektedir. Ayrica prolin miktari
balin olgunlugu hakkinda da bilgi vermektedir. Caligmalarimiz kapsaminda tiim ballarda Prolin
tayini TS13357 e gore vapildi (Sekil 13 ve Sekil 14). TS3036ya gore ¢igek ballarinin prolin

miktarinin en az 180 mg/kg olmasi gerektigi belirtilmistir. Sirnak 8 balinin digindaki tiim ballar
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belirtilen degerin {izerindedir. S6z konusu balin olgunlasmaya erismeden erken mabhsiil

edildigini veya depolama kosullarina baglh olarak icerdigi proteinin denatiire oldugunu

sovleyebiliriz.

|v|4w

2 hg)

Prolim (m

SO0

6O

L)

YO

18]
N 5 g

~
7 (e '

N - <+ s . d Q A ;

BaST ™~ ~ WY N IR O N

3 oS . 1S
FFE&F&FyEyEy

-

Sekil 13. Siirt ve Sirnak illerinden toplanan yeni mahsiil bal 6rneklerinde Prolin tayini sonuglari
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Sekil 14. Siirt ve Sirnak illerinden toplanan eski mahsiil bal 6rneklerinde Prolin tayini sonuglari

cp
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9. Siirt ve Sirnak Ballarinda C3/C4 Analizi:

Baldaki kanmis sekeri veya musir bazh seker katkisinin kanitlanmasi i¢in kullanilan en yaygin
ve en giivenilir yontem Al13C analizidir. Bu amagla baldaki ve balin protein fraksiyonu
arasindaki karbon izotop farki (%I13C/12C) balin safliginin kalitatif ve Kkantitatif' bir
gostergesidir.  Cahsmalarimiz  kapsaminda tiim  ballarda C4 (%) analizi TS13262-
AOAC(C982.12°e gore yapildi (Tablo 3 ve Tablo 4). TS3036’ya gore ¢i¢ek ballarinin bitki
sekerleri (C4) orani en ¢ok %7 olmasi gerektigi belirtilmistir. Bu kapsamda yeni mahsiil ballarin
tamami teblige uygun olarak belirlenirken eski mahsiil ballardan Sirnak 15 ve Siirt 15 ballarinin

teblige uygun olmadigi tespit edilmistir.

Tablo 3. Siirt ve Sirnak illerinden toplanan yeni mahsiil bal 6rneklerinde C4 (%) tayini sonuglari

C4 (%)

Ornek Adlan Protein AC13 Ham Bal AC13 ("‘i'glgrg;;" T C4 (%)
SIRNAKI -25.606+ 0,001 -25.498+ 0,001 0,108 0.679
SIRNAK2 225614+ 0,001 226.075+ 0.001 0.461 0.000
SIRNAK3 -25.532+ 0.001 -25.827+ 0,001 0,295 0.000
SIRNAK4 -25.474+ 0,001 -25.823+0.001 0,348 0.000
SIRNAKS 25.683+ 0,002 -25,742+ 0,001 0,059 0.000
SIRNAKG6 225,647+ 0,002 -25,932+ 0,001 0,285 0.000
SIRNAK? 225881+ 0,002 -26.031+ 0,002 0.150 0.000

Siirt1 -25.644+ 0.001 -25.706+ 0,001 0,062 0.000
Siirt2 -26.442+ 0,002 -26.22+ 0.002 0,222 1.328
Siirt3 -25.814+ 0,003 -26.212+ 0,002 0.399 0.000
Siirt4 27.031+ 0,001 -27.064+ 0.002 0.033 0.000
Siirts -27.083+ 0,001 26.560+ 0.001 0.523 3.007
Siirt6 27.048+ 0.001 -27.000+ 0,001 0,048 0277
Siirt7 226,003+ 0,002 -26.205+ 0,002 0,202 0.000
Siirt8 25.803+ 0,002  -26,141+ 0,002 0,338 0.000




Tablo 4. Siirt ve Sirnak illerinden toplanan eski mahsiil bal 6rneklerinde C4 (%) tayini sonuglari

C4 (%)

> . (AC13 Protein-

Ornek Adlar: Protein AC13 Ham Bal AC13 AC13 Bal) C4 (%)
SIRNAKS -25.245+ 0.001 -25.004+ 0,001 -0.241 1.550
SIRNAK9 -26,1627+ 0.002517 -25.665+ 0,002 -0.4977 3.023
SIRNAK10 -25,525+ 0,002 225,634+ 0,001 0.109 0.000
SIRNAKI1 -25.245+ 0,001 -25.004+ 0,001 0.241 0.000
SIRNAKI12 -25.736+ 0.0 -26.055+ 0.001 0.319 0.000
SIRNAKI13 -25,75467+ 0,00153 -25.732+ 0,002 -0.0227 0.141
SIRNAKI14 -25.6737+ 0.001155 -25.86+ 0.002 0.186333333 0.000
SIRNAKI15 -24,735+ 0,002 -22.4453+ 0,003055 -2,28967 15,229

Siirt9 -25.80266667+ 0.00153  -25.43033333+ 0.0015 -0,372333 2,312
Siirt10 -26,27233+ 0,00252 -25.412+ 0,001 -0.8603333 5.191
Siirtl1 -25,72267+ 0.,001155 -25.671333+ 0.00153 -0.0513333 0.320
Siirt12 -25,70833+ 0.002082 -25.62367+ 0.00153 -0,08467 0.529
Siirtl3 -26.5167+ 0.00153 -26.884333+ 0.0040415 0.36767 0.000
Siirtl4 -26.33267+ 0.002517 226,316+ 0,001 -0,01667 0.100
Siirt15 -25.983+ 0.00265 -24.412+ 0,002 -1,571 9.648
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Faglyel-3

DIKA BAL ARISI VIRUSLERI ILE ILGILI SONUC RAPORU

Materyal ve Metot

L. Arilarin Tespiti ve Toplanmast

Deneyde kullanilan arilar, Sirnak Beytiissebap ilgesinden ve Siirtte bulunan balcilardan temin

edildi. Kovan iginde ve kovan gevresinde hastalik belirtileri bulunan arilar soguk zincir

sartlarina uygun olarak posetlenerek buz dolu kutulara alindi. Daha sonra -80 °C buzdolabina

alindi.

Sekil 1. Hastalik siiphesi bulunan balarilarinin tespit edilmesi ve toplanmasi

2.RNA Izolasyonu

Ortam ve kosullar steril hale getirildi(Bench stre¢ film ile kaplandi %70 etil alkol ile
yikandh).

Etil alkol (%75°lik) ve izopropil alkol buza gomiildii.

Soguk zincir kurallarina uyarak arilar sivi azot ile havanda toz haline getirildi.

Eppendorf tiipe 1 ml Trizol reaktifi eklendi. Toz numuneler bu tiiplere hizhica bosaluldi.
lyice asagi yukari ¢evirilerek tiipler karistirildi.

Tiipler oda sicakliginda 5 dakika bekletildi.

1 ml trizol i¢in 0.2 ml (200 ul) kloroform tiiplere ilave edildi. Tiiplerin Kapaklar sikica
kapatilip. 15 saniye boyunca kuvvetli bir sekilde galkalanip karistirildi (bu asamada
turuncu-kahverengi bir renk olusumu beklenmektedir).

2-3 dakika oda sicakliginda bekletildikten sonra. 17 dakika sogutmali santrifiijde +4°C de
15000 rpm°de santrifiij yapildi.

Ustteki sivi faz yeni tiiplere aktarildi. Buzda bekleyen izopropil alkol (trizol reaktifinin
varist kadar) 500 pl eklenip karigtirildi. 10 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi.

10 dakika +4 °C de 15000 rpm”de santrifiij edildi. Stipernatant atild.

(6ken RNA %75°lik etanol ile 1 kez yikandi. Kullanilan trizol kadar (1 ml) eklendi. (istege

P

gore bu agamada -80 °C"ye kaldirilabilir).




e Ornekler 5 dakika +4 °C de 15000 rpm’de santrifiij yapildi.
e RNA c¢okeltisi dipte pellet seklinde kaldi. Stipernatant atildi. Pelet kurumaya birakildi.
Etanol u¢masti i¢in bos olarak 5 dakika 10000 rpm’de santrifiijlendi.

e Son olarak 30 ul nuclease free water ile ¢oziildii.

3.Agaroz Jel Elektroforezi

50 ml TBE Buffer (Tris-EDTA-Borik asit) ile 0.75 gr Agaroz jel mikrodalga firinda
kaynatildi. 15 dakika sonra erlen i¢inde soguyan %1.5 agaroz jel i¢ine 2 ul Etidyum Bromiir
ilave edilip iyice karistirildi. Daha sonra jel kaset sistemi i¢ine dokiilerck taraklar
yverlestirildi. 20 dakika sonra jel iyice polimerlestiginden emin olundu. 1.kuyuya 100 bp
DNA marker yiiklendi (7 ul nukleaz free su + 3 pl 6x loading dye + 1 ul marker); 2. 3. 4 ve
5. kuyulara hastalik siiphesi tasiyan arilarin RNA lar1 yiiklendi (5 pl RNA + 3 ul loading
dye 6x). Saflastirilan RNA ornekleri %1.5°lik Agaroz ¢ozeltisinde 80 V ile 30 dakika
elektriksel alanda kosturularak Agaroz jel elektroforezi yapildi. Sonuglar Major science

Imaging system cihazi ile UV 15181 altinda goriintiilendi (Sekil 2).

100 bp

marker
Hastalik siphesi olan an RNA'lan

Sekil-2. RNA ckstraksiyonu yapilan arilarin agaroz jel elektroforezi 18s ve 28s’lik bantlar




Sekil 3.Agaroz jel elektroforezi ile PCR drtinlerinin jelde yiiriitiilmesi

nt 2 - emal 4
Marker intemal 1 intemal 3 Jinernal 3 Inteme AKEL L AKI2 © AKIZ | AKI4 sbvi-1| sbvi-2 - sbvl-3 - sbwi-d

.

Dwv-2  Dwv-3 DwWv-4

BQCv-1
Sekil 4. cDNA 6rneklerine uygun metot ve primerler kullanilarak yapilan Thermal cycle ile

ilgili gen bolgeleri ¢ogaltildi. Elektroforez ile kontrolii yapildi.
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4.cDNA Sentezi

Art RNA orneklerinden ¢cDNA sentezi “First Strand ¢cDNA Synthesis™ kiti ve protokolii ile
yapildi. Kyratec Thermal cycle cihazi ile cDNA sentezi gergeklestirildi.

1.reaktifler sirayla bir buz tstiine dizildi.

1x

Sug total RNA

1ul oligo (dT) primer

Nuclease free water ile 11 ul’ye tamamlandi.

2. RNA sablonu Guanin-Sitozin bakimindan zengin veya sekonder yapilar igerdiginden. hafifge
karistirip. kisa bir siire santrifiijlendi ve 5 dakika boyunca 65 © C'de inkiibe edildi. Buz tizerinde
sogutuldu. Daha sonra asagidaki maddeler belirtilen miktarlarda sirayla eklendi.

5x Reaksiyon Buffer 4 ul

RibolLock RNase Inhibitor (20 U/ul) 1 pl

10 mM dNTP Mix 2ul

M-MuLV Reverse Transcriptase (20 U/ul) 2 pl

Final Volume: 20 pul

3.Karistirthip az bir siire santrifiij edildi. Sentez igin. 25 © C'de 5 dakika inkiibe edilip, ardindan
37 © C'de 60 dakika inkiibe edildi

4. Reaksiyonu 70 © C'de 5 dakika isitarak sonuglandirildi. Real Time per uygulamasina gegildi.
(Revers transkripsiyon reaksiyonu iiriinii, PCR uygulamalarinda dogrudan kullanilabilir veya
bir haftadan az siireyle -20 ° C'de saklanabilir) Daha uzun siire saklamak i¢in -70 © C “ye
birakilmalidir).

5.Real-Time PCR

Her bir primer i¢in asagidaki protokol ayri ayr1 hazirlandi (Tablo-1). Toplam 5 primer protokoli

olusturuldu.
Malzemeler Ix 5x
Sybeer Green (MasterMix) 5 ul 25 ul
Forward Primer 0.1 ul 0.5 ul
Reverse Primer 0.1 ul 0.5 pl
Water(Nuclease Free) 4.8 ul 24 ul
Total volume 10 pl S50 ul

Not:Hazirlanan 1x igin her bir 6rnege ayrica 2 ul cDNA &rnegi eklenir.

Tablol. Real Time PCR Temple Protokolii




Hazirlanan 6rnekler Tablo 2°de gorildiigt gibi mikroplate i¢ine viiklendi. Real Time Thermo

Pikoreal 96 PCR marka cihaz ile Relative quantification islemi gergeklestirildi.

1 2 3 4 5
A Int-1 Int-2 Int-3 Int-4 Int-kontrol
B AKI-1 AKI-2 AKI-3 AKI-4 AKI-kontrol
C SBV-1 SBV-2 SBV-3 SBV-4 SBV-kontrol
D BQCV-1 BQCV-2 BQCV-3 BQCV-4 BQCV-kontrol
E DWV-] DWV-2 DWV-3 DWV-4 DWV-kontrol

Tablo 2.PCR Plate Templete Plani
Plana gore hazirlanan plate foiling sail ile kaplanip PCR linitesine yerlestirildi. Real

Time PCR protokolii uygulandi (Tablo3.).

Temperature Time

Starting 95 °C 15:00
95 °C 00:15

50x (cycle) LS 01:00
72 °C 00:10

Final 30°C 00:10

Tablo3. Real Time PCR protokolii

& Wowe Steo Up & oo
® &l W
" Acguistion. Cuve | X Remove Steg
Steps
(4]

Atvanced Properties

& Temperature 30°C, 0020

2




Sonug¢ Degerlendirmesi

Siirt ve Sirnak ili bal arilarindaki Deforme kanat viriisii (Deformed wing virus: DWV).
Siyah kralige hiicre virtisti (Black queen cell virus: BQCV). Torba yavru ¢trikligi virtisii
(Sachrood virus; SBV) ve lig felg virtisiinti igeren AKI: Akut ari felg virtisti (Acute bee paralysis
virus; ABPV), Israil akut fel¢ viriisii (Israeli acut paralysis virus: IAPV), Kasmir ar viriisii
(Kashmir bee virus: KBV) tespit etmek amaci ile 2017 Temmuz ve Agustos aylarinda survey
¢alismasi yuritiilmustiir. Survey ¢alismalari sonucu toplanan ari numunelerinde Real Time RT-
PCR ile bu viriislerin varligi arastirildi. (Sekil 5). Ydriitiilen test calismalarinda BQCV. DWV.
SBV ve AKI viriisleri tespit edilmesinin yansira testlenen ari numunelerinde arastirilan
virtislerin tekil. ikili ve G¢lii infeksiyvonlara maruz kaldiklar tespit edilmistir.

1000 -

%00 -

onn

:.d_l -

700 -

£00
T = BQCVL
BQCVA

BQCV 1\\\\ TR

2%
E'L'u' -

FEL

400 - AKI

300 —
Int-1—

. Int-z\

lLl\.al -1 Int-3~—h

Int. \
-L\‘\K

100 - —

Sekil 5. Real Time PCR sonucu tespit edilen BQCV. AKI, SBV. DWV ve Internal

kontrol sonuglar
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